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OZET

Gokginar-Yagci, B., Hiicre Tabaka Miihendisligi ile Gobek Kordonu Perisitlerinden
Ug¢ Boyutlu Damar Grefti Eldesi, Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
K6k Hiicre Doktora Tezi, Ankara, 2018. Otolog damarlara erisilebilirligin sinirli
olmasi ve sentetik iskelelerin sahip olduklari dezavantajlardan dolayi, koroner arter
hastaliklarinin tedavisi igin, hicrelerin ve dogal malzemelerin birlestirilmesiyle
olusturulmus kicik capli damar greftlerine (KCDG) ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu tez
¢alismasinin amaci, ¢ boyutlu KCDG modeli olusturmaktir. Bu amag¢ dogrultusunda,
CD146+ perisitler, insan gobek kordonu veninden izole edilerek diiz kas hiicrelerine
ve fibroblastlara farkhlastirilmistir. Bu htcreler, kollajen tip I/elastin/dermatan
stlfat ve kollajen tip I/fibrin ile birlestirilerek sirasiyla tunika medya ve tunika
adventisya-benzeri tabakalar olusturulmustur. Fibronektin ve heparin kaplamasi
sonrasl, hiicre tabaka muhendisligi yontemiyle insan gdbek kordon veni endotel
hiicreleri bu yapi Uzerine ekilmis ve tunika-intima benzeri tabaka olusturulmustur.
insan gébek kordon kani CD34+ hiicreleri, trombosit yéniinde farklilastirilarak
adezyon testi ile intima tabakasinin anti-trombojenik dzelligi gdsterilmistir. immiin
isaretleme, histokimyasal boyama, taramali ve gecirimli elektron mikroskobu (SEM
ve TEM) kullanilarak damar yapisi karakterize edilmistir. SEM ve TEM analiziyle
damar yapisinda bulunan g tabakanin varligi, immin isaretleme ile bu tabakalarda
yer alan diz kas hiicreleri (a-SMA), fibroblastlar (Tenascin-C) ve endotel hicreleri
(VEGFR1) gosterilmistir. Bu tez ¢alismasi, olusturulacak olan dogal KCVG’ler icin,
perisitlerden farklilastirilan damar hiicreleri ve dogal malzemeleri birlestirerek bir

damar modeli meydana getirmesi yoniinden 6nem tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: CD146+ perisitler, kollajen tip |, elastin, fibrin, hiicre tabaka
mihendisligi, damar doku mihendisligi
Bu tez calismasi TUBITAK (Proje No: 1135815) ve Hacettepe Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi (Proje Kodu: THD-2015- 6461 ve THD-2016-
10504) tarafindan desteklenmistir..
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ABSTRACT

Gokginar-Yagci, B., Generation of Three-Dimensional Vascular Graft from
Umbilical Cord Pericytes Using Cell Sheet Engineering, Hacettepe University
Institute of Health Sciences Stem Cell Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2018.
In the case of limited accessibility of the autologous vessels and the disadvantages
of synthetic scaffolds, small-diameter vascular grafts (SDVG) made from cellularized
natural scaffolds are needed for the treatment of coronary artery diseases. The aim
of this thesis is to generate three dimensional SDVG model. For this purpose,
CD146+ pericytes were isolated from human umbilical cord vein (HUCV) and
differentiated into smooth muscle cells (SMCs) and fibroblasts. They were
combined with collagen type I/elastin/dermatan sulfate and collagen type I/fibrin to
form tunica media and adventitia respectively. To generate tunica intima-like layer,
HUCV endothelial cells (ECs) were seeded on the construct by cell sheet engineering
method after fibronectin and heparin coating. Anti-thrombogenic property of
intima layer was shown by adhesion test with thrombocyte differentiated from
human cord blood CD34+ cells. Characterization of the vascular construct was
performed by immunolabeling, histochemical staining and scanning and
transmission electron microscopy (SEM and TEM). SEM and TEM analysis of vascular
construct revealed the presence of three histologic tunicae. The VEGFR-1 expressing
ECs in tunica intima; a-SMA expressing SMCs in tunica media and the tenascin
expressing fibroblasts in tunica adventitia were detected by immunolabeling. This
thesis will provide a preliminary blood vessel model by combining natural scaffolds

and vascular cells differentiated from pericytes for generation of fully natural SDVG.

Key Words: CD146+ pericyte, collagen type |, elastin, fibrin, cell sheet
engineering, vascular tissue engineering
This thesis project was supported by TUBITAK (Project Number: 1135815), and
Hacettepe University, Scientific Research Project Coordination Unit (Grant Number:

THD-2015- 6461 and THD-2016-10504).
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Perisitlerin bliyuk ve kiguk ¢capli damarlar Gizerindeki yerlesimleri.
insan gébek kordonunun yapisi.
Hicre tabaka mihendisligi.

Perisitlerin, insan gobek kordonu veni etrafindan enzimatik yikim
teknigiyle izole edilmesini gdsteren asamalar.

Hicre tabaka mihendisligi yaklasimiyla damar modeli olusturulmasi.
iki katmanli damar modeli olusturma denemesi.
Ug tabakali damar modelinin olusturulmasindaki ana basamaklar.

iki farkli yontemle izole edilen insan gébek kordon veni perisitlerinin
PGM (1. Grup) ve zenginlestiriimis DMEM-HG (2. Grup) ile kdltirleri
sonucu ig bicimli morfolojik gorinimleri ve population doubling time
grafigi.

iki gruba ait insan gdbek kordon veni perisitlerinin adipojenik ve
osteojenik farkhlasma kapasitelerinin oil red O ve alizarin kirmizisi
boyama yontemleriyle test edilmesi.

Perisitlerin karakterizasyonunda akim sitometri analizleri.
Perisitlerin imminsitokimyasal karakterizasyonu.

Endotel hiicresi farklilasma prosediiri sonrasi perisitlerin CD31, VEGFR-1
ve VEGFR-2 ylizey belirteci ifadelerinin akim sitometri analizleri.

HUVEClerin ylzey belirteci ifadelerinin akim sitometri analizleri.
CD146+ perisitlerin fibroblast farklilasma sonuglari.

Perisitlerin normoksik ve hipoksik ortamda inkiibasyonlari sonrasinda a-
SMA ifadelerinin akim sitometri analizi.

Perisitlerin PGM ve SMCM ile inkiibasyonu sonucu caldesmon, a-SMA ve
calponin ifadelerinin immiinfloresan boyamayla incelenmesi.

Ug¢ farkli besiyerinin (M1,M2 ve M3) insan gobek kordon veni
perisitlerinin diz kas farklilasmasindaki etkisinin immiinfloresan
isaretleme ile gosterilmesi.

Ug¢ farkh besiyerinin (M1, M2 ve M3) insan gobek kordon veni
perisitlerinin diz kas farkhlasmasindaki etkisinin gercek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu ile gosterilmesi.
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1. GiRis

Kardiyovaskiler hastaliklar (KVH) diinyada meydana gelen olimlerin ve
bozulan yasam kalitelerinin 6nde gelen sebebini olusturmaktadir (1). Koroner arter
hastaligl (KAH), KVH’lerin en sik gorilen tipidir ve KVH nedenli mortalitelerin baslica
nedenidir (2, 3). Gliniimuzde en sik uygulanan KAH tedavisi olan koroner baypas
ameliyati sirasinda otolog damarlar veya protez greftler kullanilmaktadir. Otolog
damarlar, tedavide altin standart olmalarina ragmen, hastanin yasi veya hastaliginin
ilerlemesi nedeniyle sinirl erisilebilirlige sahiptir (4). Ote yandan, hasar goren
bolgelerin iyilesmesinin gecikmesine neden olan inflamatuvar yanita (5), neointimal
hiperplaziye (6), ve tromboza (7) sebep olmalari nedeniyle, kiclk caph sentetik
damar greftleri klinik kullanim icin uygun degildir (8). Otolog ve sentetik greftlerin
sahip olduklari bu kisitlamalar nedeniyle, klinik kullanim igin tamamen dogal
malzemeler ve hicrelerden olusan kiglk capli damar greftlerinin Uretilmesine
ihtiyag vardir.

Damar doku miihendisligi yaklasimlari, dogal veya sentetik materyalleri
damar hiicreleriyle kullanarak damar katmanlarini taklit etmeyi amaclamaktadir (8).
Kiglk caph damar greftleri ilk olarak, Weinberg ve Bell tarafindan, kollajen jel icine
gomilmis damar diiz kas hicreleri, fibroblastlar ve endotel hiicreleri kullanilarak
Uretilmistir (9). Benzer sekilde, Loy ve ark., diiz kas hiicrelerini, fibroblastlari ve
endotel hiicrelerini kollajen jel ile kiltlre ederek sirasiyla tunika medya, adventisya
ve intima-benzeri tabakalari meydana getirmislerdir (10). Kollajen tip | kullanimina
alternatif olarak, jel formuna getirilen fibrin, elastin ve kollajen sentezini artirmak
amaciyla kullanilmaktadir (11, 12). Buijtenhuijs ve ark., gobek kordonu kaynakli diiz
kas hiicrelerinin ¢ogaldigi ve canhliklarini korudugu ¢o6ziniir olmayan elastin ve
kollajenden olusan tibiler formda lic boyutlu (3B) bir iskele kullanmislardir (13).
Arastirmacilar ayrica damar greftlerin endotelizasyonunu etkinlestirmek icin bazal
membran ylzeyini kollajen tip IV (14), fibronektin (15) ve heparin (16, 17) ile
kaplamaya calismaktadir. Okano ve ark. (18), akilli polimer (poly N-

isopropylacrylamide; PNIPAAm) ile kaph sicakhk duyarli yizeyleri kullanarak hiicre



tabakalari elde eden hiicre tabaka muhendisligi teknigini, yakin zamanda diz kas
hicreleri ve mezenkimal kok hicreler (MKH) ile damar grefti Uretiminde
kullaniimiglardir (19-21). Ancak, bu yéntemin endotelizasyonu saglamak amaciyla
kullanildigi bir calisma bulunmamaktadir.

CD146+ perisitler (perivaskiler hicreler), damar duvarinin periferinde
yerlesmis, (22, 23) damar gelisiminde, matiirasyonda, stabilitede, kan akisinin ve
basincinin ayarlanmasinda gorevlidirler (24-26). Bu hiicreler, endotel hiicreleriyle
Ozel baglanti birimleri ve parakrin sinyaller araciligiyla iliskiye gecer ve endotel
hlcrelerinin  proliferasyonlarini  arttirarak  (27), damar greftlerinin  etkin
endotelizasyonunu saglayabilirler (28). Perisitlerin MKH’lere benzer o6zellikleri,
onlarin damar doku muhendisligi yaklasimlarinda, farklilasmis olgun hiicrelere gore
daha ¢ok tercih edilen bir alternatif hiicre kaynagi olmalarini saglamaktadir (29, 30).
Perisitler, sigir retinasi, beyin, iskelet kasi, adipdz doku, kemik iligi (Ki), bébrek,
karaciger ve fetal dokular (plasenta, gébek kordonu) gibi bir cok damarlanmis doku
ve organdan izole edilebilir (30). Gobek kordonu; kolay erisilebilir olmasi, tibbi atik
olarak kabul edilmesi, kullaniminin etik problem yaratmamasi nedeniyle, tim bu
kaynaklar arasinda perisitlerin izolasyonu i¢in en uygun kaynak olarak goriilmektedir
(31). DUz kas hiicresi belirteglerini ifade eden insan gobek kordonu perisitlerinin
(32), insan embriyonik kok hticrelerden farklilastirilan perisitlerin (33) ve insan
iskelet kasi kaynaklh CD146+ perisitlerin (34), sentetik veya dogal iskeleler ile
birlestirildigi, sinirh sayida ve olumlu sonuclar veren damar doku mihendisligi
calismalari vardir (32-34). insan gébek kordonu veninden elde edilen ve damar
tabakalarinda yer alan hiicrelere farkhlastirilan perisitlerin, damar tabakalarinin
olusturulmasiyla ilgili henliz yapilmis bir c¢alisma bulunmamaktadir. CD146+
perisitlerin, dogal damar dokusunda yer alan insan kollajen tip |, fibrin, elastin,
dermatan silfat, heparin ve fibronektin ile birlestirildiklerinde, l¢ tabakali kilglik
capli damar yapilarinin olusturulmasi icin iyi bir hicre kaynagi olabileceklerini
onermekteyiz. Bu tez calismasi, bu Oneriyi test etmek lzerine kurulu bir calismadir.

Bu doktora tez calismasinin amaci, KVH’ nin tedavisi i¢in gerekli olan kiiclik

captaki damar greftlerinin damar doku mihendisligi yaklasimi ile olusturulmasidir.



Bu amac¢ dogrultusunda asagida test edilen hipotezler ve bunlarin hedefleri

listelenmistir:

Tezin Genel Hipotezi:

insan gobek kordonundan izole edilen perisitler damar tabakalari hiicrelerine
farklilastirllabilir  ve damar bileseni olan insan ekstraselliler matriks
proteinleri/glikozaminoglikanlar kullanilarak, 3B ve kiicik capta (<5mm) damar

greftleri olusturulabilir.

Hipotez 1: insan gobek kordonu dokusundan elde edilen perisitler, damar
katmanlarini olusturan hicrelere farkhlasabilirler.
Hedefler:
- Perisitlerin insan gobek kordonu dokusundan izole edilmesi,
- Perisitlerin  damar tabakalarini  olusturan hiicrelere farklilasabilme
kapasitelerinin incelenmesi,
o Perisitlerin endotel hiicrelerine farkhlastiriimasi,
o Perisitlerin damar diiz kas hiicrelerine farklilagtiriimasi,

o Perisitlerin fibroblastlara farklilastiriimasi.

Hipotez 2: insan godbek kordonu dokusundan elde edilen perisitlerden
farklilastirilmis hiicrelerle, damar katmanlari ve ardindan 3B damar greftleri elde
edilebilir.
Hedefler:
“Hiicre tabaka mihendisligi” vyaklasimiyla, perisitlerden farklilastirilan
endotel hicreleri, diiz kas hicreleri ve fibroblastlardan, damarin
katmanlarini olusturan hiicre tabakalarinin elde edilmesi,
- Olusturulan tabakalarin dogal damar bileseni olan ekstraseliler matriks

proteinleri (kollajen tip IV ve tip |, fibronektin, elastin) ve



glikozaminoglikanlar (dermatan siilfat ve heparin) ile ko-kiltirlerinin
yapilarak 3B bir yapi elde edilmesi,

- 3B damar greftinin anti-trombojenik 6zelliklerinin test edilmesi.

Bu hipotezleri test etmek amaciyla, tez kapsaminda kullanilan perisitler,
mezenkimal ve hematopoetik kok hiicreler sirasiyla, insan gébek kordonu ve kordon
kanindan elde edildi. insan gébek kordonu ve kordon kani &rnekleri, Hacettepe
Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan alinan izinlerle
(GO 13/417 - 27, GO 15/297 — 26 ve GO 16/213 — 13 numarali kararlariyla),
Hacettepe Universitesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dal' ndan Dog. Dr.
Ozgir Ozyilincii 6nderliginde komplikasyon gelismeyen, normal gelisim siiresini
tamamlamis sezaryen dogum sonrasi bebeklerden elde edildi (n=3-5). Tez ¢alismasi

deneyleri lic basamakta gergeklestirildi;

Birinci basamakta; CD146+ perisitler, iki yontem kullanilarak insan gébek
kordon veni etrafindan izole edildi. iki farkh tip hiicre grubu; farklilasma
potansiyelleri, ylizey belirtecgleri ve gen ifade profilleri yoniinden karsilastirildi. Bu
karsilastirma sonuclarina gore, perisit 6zelliklerini daha ¢ok tasiyan hiicre grubunun

ileri karakterizasyon testleri yapildi.

ikinci basamakta; CD146+ perisitlerin; endotel hiicreleri, fibroblastlar ve diiz
kas hucreleri gibi damari olusturan hiicre tiplerine farklilasma potansiyelleri
incelendi. Hicre farklilasmalarini test etmek amaciyla immiinfloresan boyamalar,

ylzey belirte¢ analizleri ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yapildi.

Ugiincli basamakta; hipotez 2'yi test etmek amaciyla yapilmasi diisiiniilen
deney basamaklari gerceklestirildi. Bu kapsamda, damari meydana getiren “tunika

adventisya”, “tunika medya” ve “tunika intima” tabakalarinin meydana getirilmesi

amaciyla 6n deneyler yapildi. Birinci_6n deneyde; hiicre tabaka mihendisligi

yaklasimiyla, perisitlerden farklilastirilan ve damari olusturan hiicrelerin



(fibroblastlar ve diiz kas hicreleri) tek katli tabakalari elde edildi ve bu tabakalar
ortalarinda kollajen tip | jel olacak sekilde bir araya getirilerek kiiltiire alindi. ikinci
on deneyde; perisitlerden farklilastirilan fibroblastlarin ve diz kas hiicrelerinin
damari olusturan insan ekstraselliiler matriks proteinleriyle (kollajen tip |1, elastin,
fibrin) belirli oranlarda karistiriimasi saglandi ve bu karisimlardan jel yapisi
olusturularak, yapilarin, hicrelerin tutunmasini ve c¢ogalmasini destekleyip

desteklemedigi arastirildi. Uciincii_6n_deneyde; damar tabakalarini tiibiler bir

yapida birlestirmek amaciyla bir dizenek olusturuldu ve tunika medya + tunika

adventisya benzeri tabakalar bu diizenek iginde birlestirildi. Doérdiinci ve son deney

kapsaminda ise diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar dogal insan kaynakh ekstraselltler

matriks proteinleri (kollajen tip I, elastin, fibrin) ve glikozaminoglikanlar (dermatan
sulfat) ile birlestirilerek tunika medya ve tunika adventisya-benzeri tabakalar,
human umbilical vein endothelial cells (HUVEC ler) ile hiicre tabaka mihendisligi
metoduyla tunika intima-benzeri tabaka olusturuldu. Damar grefti modelinde
bulunan bu Ug¢ tabakanin ve tabakalar icinde bulunan g tip hiicrenin varlig,
histolojik boyamalarla, 151k ve elektron mikroskobu ile dogrulandi. Olusturulan
damar yapisinin anti-trombojenik 06zelligi, Uzerine CD34+ hematopoetik kok
hicrelerden farklilastirilmis  megakaryositlerin/tromositlerin  eklenmesi ve bu
hicrelerin yapiya yapismadiklarinin gésterilmesiyle kanitlandi.

Sonug olarak bu tez calismasi kapsaminda ele alinan tiim hipotezler sirasiyla
test edilerek, tezin amacina yénelik veriler ortaya koyuldu. insan gébek kordon veni
kaynakli perisitlerden farkhlastirilan damar hicreleri, insan ekstraselliler matriks
proteinleri/ glikozaminoglikanlarla bir araya getirilerek, dogal dokuya benzer yapida
U¢ tabakali damar grefti modeli ortaya c¢ikarildi. KAH'in tedavisine yonelik damar
doku mihendisligi kapsaminda, Diinya’da ve Tirkiye’de kicik caplh damar
greftlerinin olusturulmasina yonelik yapilacak ¢alismalar icin yeni veriler ortaya

koyuldu.



2. GENEL BILGILER
2.1. Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezenkimal kok htcreler kendini yenileme ve multipotent farklilasma
kapasitesine sahip eriskin kok hiicre gruplarindan biridir. MKH’ ler mezoderm
kokenli olup adiposit, osteosit, kondrosit ve miyoblast gibi mezoderm kdkenli olan
diger hiicrelere farklilasabilir (35, 36). ilk olarak, 1960’larda Friedenstein ve ark.
tarafindan, rodent Ki kiiltiir kabina yapisan ve koloni olusturan fibroblastid hiicreler
(koloni olusturan birim-fibroblast) olarak izole edilmislerdir (37). Bu hiicreler daha
sonra, Caplan tarafindan “mezenkimal kék hiicreler” olarak isimlendirilmistir (38).

Mezenkimal kok hiicreler kemik iliginin disinda yag dokusu (39), plasenta
(40), gobek kordonu (41), kordon kani (42), amniyon sivisi (43), kas (44), tendon
(45), dis pulpasi (46), periyodontal ligament (47), deri (48), gibi bircok fotal ve
eriskin dokudan ya da organdan (22, 49) izole edilebilirler. 2006 yilinda, Uluslararasi
Hiicresel Tedavi Dernegi’'nin (ISCT) Mezenkimal ve Doku Kok Hiicreleri Komitesi,
insan MKH’ lerinin tanimlanabilmesi icin minimum kriterleri belirlemistir. Bu
kapsamda MKH' ler; 1) plastik ylizeye tutunmali, 2) CD105, CD73 ve CD90 gibi hiicre
ylzey belirteglerini ifade etmeli, 3) CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 veya
HLA-DR gibi hiicre ylzey belirteglerini ifade etmemeli, 4) in vitro ortamda
osteoblast, adiposit ve kondroblastlara farklilasmalidir (50).

Kolay erisilebilirlikleri, izolasyonlarinin/ex vivo ekspansiyonlarinin kolayligi ve
multipotent farklilasma kapasiteleri gibi 6nemli 6zellikleri, MKH’ leri hiicresel tedavi
ve rejeneratif tip alaninda c¢ekici terapotik ajanlar haline getirmektedir.
immiindiizenleyici etkileri, yara veya tiimér mikrogevresine go¢ edebilme dzellikleri
ve hematopoeze destek olmalari, MKH' lerin klinik amach kullanimlarini
saglamaktadir (51). Klinik uygulamalarda, etik ve glivenlik sorunlari géz online
alindiginda, embriyonik kék hicrelere veya uyarilmis pluripotent kok hiicrelere
gore, teratoma olusturmamalari nedeniyle daha glivenilir ve tercih edilebilir

hiicrelerdir (52). Son yillarda MKH' lerin, hasta veya hasar gormis doku ve organlari



iyilestirmek amaciyla hicrelerin dogal veya sentetik iskelelere ekildigi doku
miihendisligi uygulamalarindaki kullanimlari olduk¢a umut vericidir (53).

Yillar siren aragtirmalara ragmen, halen MKH' ler ile ilgili sonuca
baglanmamis bazi konular mevcuttur. Ornegin, Crisan ve ark., MKH' lerin in vivo
karsiligini ve onlarin kéken aldigi anatomik konumu arastirmiglardir (22). MKH' lerin
tim vaskiilarize organlardan izole edilebilecegini, dolayisiyla perivaskiiler bélgenin
MKH’ ler icin ortak anatomik bolge oldugunu ve perivaskiler hiicrelerin de MKH’
lerin in vivo Kkarsiliklari olabilecegini 6nermislerdir (22). Perisitleri (CD146+
perivaskiler hiicreler) ve adventisyal hiicreleri iceren perivaskiler hiicreler, MKH’
lere benzer olarak, onlar ile ayni hiicre ylizey belirteclerini (CD73, CD90 ve CD105)
ifade eden, multipotent farkhlasma kapasitelerine (adipojenik, osteojenik,
kondrojenik ve miyojenik farklilasma) sahip, hematopoetik ve endotel hicresi
belirteglerini [CD34, CD45, CD31 ve von Willebrand factor (VWF)] ifade etmeyen
hiicrelerdir (54, 55). Bu hususlara gore, Crisan ve ark., perivaskiler hicrelerin,
kiltirdeki MKH' lerin in vivo karsiliklari ve perivaskiiler bolgedeki kokenleri

oldugunu gostermislerdir (22).
2.2. Perisitler (CD146+ Perivaskiler Hicreler)

“Rouget” hiicreleri veya “mural” hiicreler olarak da adlandirilan perisitler,
kilcal damarlarda bulunan endotel hiicrelerini distan cevreleyen perivaskiler
hicrelerdir (22). Perisitleri ilk kez, 1873 yilinda Rouget, “pigmenti olmayan
adventisyal hicreler” veya “intramiral perisitler” olarak tanimlamis, Alman
anatomist Zimmermann ise 1923 yilinda bu hiicreleri “perisitler” olarak yeniden
isimlendirmistir (29, 56). Perisitler, kilcal damarlar, arteriyoller, veniller ve biyuk
caph kan damarlarinin subendotel bolgelerinde de bulunmaktadir (23, 57).
Morfolojik olarak perisitler; belirgin ¢ekirdekli, dar sitoplazmali ve bircok sitoplazmik
uzantisi olan fibroblast benzeri hicrelerdir (58). Perisitlerin bliyik cogunlugu
mezoderm kokenliyken, retina ve beyinde bulunanlar ise noéral krest kaynakhidir
(58).

Kicik kan damarlan (kilcal), bazal membran ile cevrelenmis endotel



hicreleri ve perisitlerden olusurken (51), blytk kan damarlari (arterler ve venler)
ise U¢ katmandan meydana gelmektedir. Bunlar; tunika intima, tunika medya ve
tunika adventisya' dir. Damarin i¢ katmanini olusturan tunika intima, damarin
[imenini gevreleyen endotel hiicrelerinden meydana gelir. Elastik lamina, tunika
intima ve tunika medyayl birbirinden ayimaktadir. Tunika intima ve tunika
adventisya arasinda kalan tunika medya diiz kas hticrelerini barindirir. Tunika medya
ve tunika adventisya arasinda da elastik lamina bulunur. Tunika adventisyada
fibroblastlar, miyofibroblastlar, kollajen fibriller, vasa vasorum ve néronal aglar yer
alir (59).

Kan damarlarinin yapisal elemani olarak perisitler, blylk kan damarlarinda
tunika intima ve medya arasinda, kii¢lik kan damarlarinda endotel katmanin
etrafinda yerlesmislerdir (Sekil 2.1). Endotel hiicreleriyle, bazal membran Gzerindeki
porlar araciligiyla 6zel hicrelerarasi baglantilari yaparlar. “Peg-and-Socket”
baglantilar adini alan bu 6zellesmis yapilar, siki ve oluklu baglantilar ve N-kaderin ve
beta (B)-katenin gibi molekiillerden meydana gelir (60). Perisitler, endotel
hiicreleriyle dogrudan veya dolayl olarak parakrin sinyaller ile iletisim kurarlar (60,
61). Boylelikle endotel hicrelerinin proliferasyon ve farklilasmasini kontrol ederler
ve mekanik kuvvetleri endotele tasirlar (61).

Perisitlerin ve endotel hiicrelerinin arasindaki bircok sinyal yolagi her iki
hiicre tipinin proliferasyonu ve farklilasmasinda etkilidir. Transforming growth
factor Beta (TGF-B, Transforme edici buyime faktori B) / activin-like kinase
receptor (ALK5, aktivin benzeri kinaz reseptori) sinyal yolagl bu onemli sinyal
yolaklarindan biridir. Latent TGF-B, endotel hicreleri tarafindan sentezlenir ve
endotel hiicreleri ile perisitlerin dogrudan baglanti kurmasiyla aktif hale gelir. Aktif
TGF-B, endotel hicrelerinin proliferasyonunu “TGF-B reseptori (TGFBR)/ALK-
1/Smad5” yolagi lizerinden etkiler. “TGFBR/ALK-5/Smad2-3” yolagi ise perisitlerin ve
endotel hiicrelerinin farkhlasmasini saglar (62). Perisitlerin ve endotel hiicrelerinin
arasindaki diger dnemli sinyal yolaklari ise Angiopoietin-1 (Ang-1, anjiyopoetin-1) /
receptor tyrosine kinase of the Tie family-2 (Tie-2, Tie ailesinden reseptor tirozin

kinaz) ve “Ang-2/Tie-2” yolaklaridir. Perisitler, Ang-1’ i ifade ederler ve endotel
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Sekil 2.1. Perisitlerin bilylk ve kiglk ¢aph damarlar tzerindeki yerlesimleri. Veni
meydana getiren tabakalarda ve kilcal damarlarda yer alan hicreler ve
ekstrasellller matriks proteinleri.

hlcresinin  membrani Gzerindeki Tie-2 reseptort aracihgiyla onlarla baglanti
kurarlar. Bu baglanti damar stabilizasyonunu ve matlrasyonunu saglar. Ang-2
(Tie2’nin antagonistik ligandi) endotel hiicreleri tarafindan ifade edilir. “Ang-2/Tie-
2” sinyal yolagl perisitlerin bulundugu yerden kopmasina ve boylelikle damar
destabilizasyonuna neden olur (63, 64). “Platelet derived growth factor B (PDGF-B,
trombosit kaynakl blyime faktoru-B) / PDGF receptor beta (PDGFR-B, trombosit
kaynakh bliyime faktorl reseptori beta)” sinyal yolagi perisitlerin ekspansiyonu ve
anjiyogenez sirasindaki migrasyonunda kritik 6neme sahiptir. PDGF-B anjiyogenez
sirasinda endotel hiicrelerinden salgilanir ve perisitler lizerinde yer alan PDGFR-B ile
etkilesime girer (65). “Sphingosine 1-phosphate” (S1P, sfingozin 1-fosfat) /
“endothelial differentiation gene (endotel farklilasma geni)” (Edg veya S1P1) sinyal
yolagi dengeli ve giicli bir perisit-endotel hiicresi etkilesimi icin cok dnemlidir. “Peg-
and-socket” baglantilari N-kaderin bazh siki baglantilari icerir. S1P/S1P1 sinyal
yolagi ise N-kaderin bazli bu perisit-endotel hiicresi baglantisini dengede tutar (66).
Perisit/endotel hiicresi orani dokudan dokuya farklilik géstermektedir ve bu
oran dokunun fonksiyonuna, dokudaki kan basincina ve kan akis hizina goére

degismektedir (58, 67). Retina ve beyin, fonksiyonel bir kan-retina ve kan-beyin
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bariyerine sahip olabilmeleri agisindan, tim organlar igerisinde en yulksek
perisit/endotel hiicresi oranina sahiptir (1/1). Bu oran deri ve akcigerde 1/10 ve
cizgili kaslarda ise 1/100’ diir (68). Buyuk damarlar, hidrostatik basinglarinin yiiksek
olmasi nedeniyle yiksek perisit/endotel hiicresi oranina sahiptir (58).

Damar gelisiminin, olgunlasma ve yeniden vyapilandiriimasinin 6nemli
dizenleyicileri perisitlere duyulan ilgi son yillarda gitgide artmaktadir. Perisitler
ayrica; a) kan damarlarinin stabilizasyonunda ve gegirgenliginin kontroliinde, b) kan
basinci kontroliinde, c) vaskilogenez ve anjiyogenezde, d) immunolojik savunmada,
e) koagulasyonda, f) damar diiz kaslarinin kasilmasinda, g) fizyolojik ve patolojik
onarim sureclerinde ve ayrica h) yara iyilesmesinde gorev almaktadirlar (69, 70).
Tim bu fonksiyonlarin dogrultusunda perisitlerin, organlarin fizyolojik onarimi ve
rejenerasyonunda ¢ok 6nemli rolleri vardir (71, 72).

Perisitler onceleri, yapilarinda bulunan mikrofilamentler nedeniyle kontraktil
hiicreler olarak bilinirken, giinimizde bircok cesit vazoaktif ajan salgiladiklari ortaya
cikanilmistir. Alpha-smooth muscle actin (diz kas alfa aktin, a-SMA), tropomiyozin,
miyozin, kolinerjik ve adrenerjik reseptorleri ifade etmeleri nedeniyle bu hiicrelerin
damar c¢apini ve kan akisini diizenledikleri gosterilmistir (25, 61).

Perisitlerin diger 6nemli 6zelligi ise MKH’ ler gibi immiin dlizenleyici etkiye
sahip olmalanidir. inflamatuvar cevabi diizenleyici fonksiyonu olan bircok sitokin ve
kemokini salgilarlar (25). Cheryl ve ark. calismalarinda perisitlerin disik dizeyde
immunojenik oldugu ve CD4 T hiicre cevabini regiile ettigini gosterilmislerdir (73).
Makrofajlara benzer olarak perisitlerin, fagositik aktiviteleri vardir ve CR3
kompleman reseptorli, CD4, sinif | ve Il major doku uyumluluk kompleksi
molekilleri gibi makrofaj belirteclerini de ifade ederler (74). Sahip olduklari Fc
reseptorleri ile antikor-bagimli fagositoz yapabilirler. Yiizeylerinde liganda 06zgi
¢cOpcl reseptorlerini ifade ederler (75).

Beyin, karaciger ve bobrek gibi bazi organlarda perisitlerin 6zel fonksiyonlari
vardir. Kan kaynakl potansiyel toksik faktorlerin beyin hiicrelerinden uzak
tutulmasini saglayan kan beyin bariyerinin varligi nedeniyle beyin en yliksek perisit

yogunluguna sahip organimizdir (76, 77). Makrofaj-benzeri aktiviteleri ile perisitler
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beyinde immunolojik korunmada gorev alirlar. Perisitlerin beyindeki makrofajlarin
oncilleri oldugu yapilan calismalarda gosterilmistir (75). Pinositoz ile kigik ve
¢o6zinen molekdller perisitler igine alinir ve bdylelikle beyinin hiicre disi sivisi
temizlenir. Karacigerde bulunan ve hepatik stellat hiicreleri veya Ito hiicreleri olarak
da adlandirilan perisitlerin 6zellesmis fonksiyonlari vardir. Hicreler arasindaki
metabolit degisimini ve toksinlerin islenmesini saglarlar (78). Ekstrasellliler matriks
proteinlerini ve matriks metalloproteinazlari salgilayarak karacigerde bulunan
ekstraselliiler matriksin yeniden yapilanmasinda gorev alirlar (79). Ayrica vitamin A
metabolizmasinda goérevlidirler (68, 80). Bobreklerde perisitler, mezanjiyal hiicreler
olarak adlandirilir ve glomeriler kapilerlerde yer alirlar. Kan infiltrasyonunu
arttirmak amaciyla kapiler ylzey alanini arttirirlar (81). Diger bir yandan perisitler,
Ki' de hematopoetik kok hiicrelerin bulundugu endosteal nisin dnemli
elemanlarindandir. “C-X-C motif chemokine 12" (CXCL12) ifade eden perivaskiler
retikiler hiicreler ve perivaskiler nestint MKH' lerin yaninda, perisitler,
hematopoetik kok hiicrelerin idamesinde ve “homing”inde rol oynar ve bu sekilde
onlarin kokluligini desteklerler (55). Corselli ve ark. calismalarinda, insan Ki
perisitlerinin, hlcre-hiicre temasi ve Notch/Jagged 1 sinyal yolag araciligiyla
hematopoetik kok hiicrelerin uzun dénem ex vivo idamesini sagladigini
gostermislerdir (82).

Daha oOncede bahsedildigi gibi perisitler, damar stabilitesinde,
matilirasyonunda, kan akisinin regillasyonunda, immiinmodilasyonda ve
hematopoetik kok hicrelerin idamesindeki fonksiyonlarinin yaninda vaskiilogenez
ve anjiyogenezde de gorev almaktadirlar. Vaskilogenez, kan damarlarinin
embriyogenezin Uclinci haftasi boyunca gelisimidir (83). Vaskiilogenezde,
anjiyoblast denilen mezodermal 6ncil hiicreler ve hemanjiyoblast denilen endotel
hiicresi oncllleri avaskiler alana goé¢ eder ve burada primer damar pleksusu
olustururlar (84). Bu evrede TGF- B1, PDGFR-B+ perisitlerin farkhilasmasini uyarir.
Perisitler ayrica, kapiler pleksusta yer alan endotel hiicrelerinin salgiladigi PDGF-B ile
de uyarilirlar (61). Anjiyogenez, var olan damarlardan yeni kan damarlarinin

olusmasidir. Vaskiilogenez sonrasi primer damar pleksusu yeniden modellenir ve
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anjiyogenez ile fonksiyonel hale gelir (83). Damarlanma sirasinda endotel hiicreleri,
oncelikle vascular endothelial growth factor (VEGF, vaskiiler endotelyal biylime
faktori) gibi anjiyogenik faktorler ile uyarilir ve sonrasinda salgiladiklari proteazlarla
etraflarindaki ekstraselliler matriks yapisini degrade ederler (61). Bu sekilde
prolifere olan ve gdcen endotel hiicreleri, yeni damarin liimenini meydana getirirler.
Endotel hiicrelerinin salgiladiklari PDGF-B, S1P-1 ve anjiyopoetinler tarafindan
uyarilan perisitler, olgunlasmamis damarin etrafini sararlar (81, 85). Perisitler ve
endotel hiicreleri arasindaki bu etkilesimler, yeni olusan damara perisit yerlesimini
saglar. Boylelikle perisitler, damarin olgunlasmasini ve stabilizasyonunu destekler ve
anjiyogenik sinyallerin damar boyunca transferini saglarlar (60).

Perisitler ¢ogunlukla perisit/endotel hiicresi oraninin en yiksek dizeyde
oldugu sigir retinasi veya beyninden izole edilirler (86). Perisitlerin, izolasyonu igin
tercih edilen diger doku veya organlar ise; iskelet kasi, adip6z dokusu, deri, plasenta
veya gdbek kordonu gibi fétal dokular, Ki, bébrek ve karacigerdir (87, 88). Bu doku
veya organlarin ¢ogunun (fetal dokularin disinda) elde edilmeleri icin invaziv
islemler gerekir. Bu nedenle rutin galismalar igin ¢ok sayida ve kolay elde edilebilir
kaynaklar degillerdir. Genel olarak perisit izolasyon protokolleri, doku 6rneginin
mekanik ve enzimatik vyollarla parcalanmasi ile baslar. Mekanik parcalama
prosediiriinde, damarlar, ¢cevre dokudan ayrilir ve enzimatik parcalama prosedirii
icin hazir hale getirilirler. Enzimatik parcalama icin genellikle kollajenaz kullanilir (89,
90). Enzimatik parcalamadan sonra, kalan damar parcalarindan ve fibréz dokudan
kurtulabilmek amaciyla, hiicre/doku suspansiyonu 100 veya 40 um por caph
filtrelerden gecirilebilir. Daha sonra Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS,
floresan aktive hiicre ayirma) veya Magnetic-Activated Cell Sorting (MACS, manyetik
aktive hlicre ayirma) yontemleri kullanilarak, CD146 belirtecine goére pozitif
immiunseleksiyon yapilir. Bir baska yéntem ise, damar parcalariyla primer hiicre
kiltirt yapmaktir fakat bu yontem sonunda ¢ogunlukla karisik hiicre poptilasyonu
elde edilmektedir. Diger yandan, FACS ve MACS yontemleri daha komplike
yontemlerdir ve az sayida hiicre eldesiyle sonuclanirlar (91).

invaziv islem gerektirmediklerinden ve genellikle dogum sonrasi
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atildiklarindan dolayi fetal dokular, perisit izolasyonu icin diger doku veya organlara
gore daha c¢ok tercih edilirler. Kolay ulasilabilir olmalari, yiliksek derecede
damarlanmis yapilari ve fazla sayida kok/progenitor hicre icermeleri en 6nemli
avantajlaridir. Park ve ark., insan plazmasi koryon villuslarindan mekanik ve
enzimatik parcalamadan sonra FACS yontemi ile perisitleri saflastirmislardir (92). Bir
baska calismada, Meier ve ark., saglkh full-term infantlardan, insan plasentasini
elde etmisler ve bu o6rneklerden mekanik ve enzimatik pargalama ydntemiyle
perisitleri izole etmislerdir (91).

insan gdbek kordonu yapisinda bulunan iki arter, bir ven ve miikoz bag
dokusu (Wharton peltesi) nedeniyle genellikle endotel hiicreleri ve MKH' ler icin
yaygin bir kaynak olarak bilinmektedir (Sekil 2.2). Son zamanlarda gébek kordonu,
perisitler icin de onemli bir kaynak olarak ortaya konmustur. Tsang ve ark.
¢alismalarinda, gbébek kordonu damarlari etrafinda bulunan perisitleri izole
etmislerdir (89). ilk olarak kan damarlarini kesip ayirmislar ve her iki ucunu
bagladiktan sonra damarlari 1mg/mL kollajenaz sollisyonu igine koymuslardir.
Kollajenaz soliisyonu iginde 16 saat boyunca 37°C' de inkiibe olan damar
parcalarindan elde ettikleri hicreleri kiltiire almislardir. Kiltlirde cogalttiklari ve
ikinci pasaja getirdikleri hlcreler arasindan CD146+ hucreleri MACS yontemi ile
purifiye etmislerdir. Hosseini ve ark. perisitleri ayni yontemi kullanarak izole
etmisler fakat farkh olarak, hicreleri kiiltlire almadan 6nce, hematopoetik hiicreleri
uzaklastirmak amaciyla MACS yoOntemiyle CD45 deplesyon protokollni
uygulamislardir (93). Perisitleri izole etmek amaciyla Schugar ve ark. ise ¢ farkli
izolasyon teknigi kullanmislardir; 1) mekanik parcalama ve eksplant kiiltir teknigi, 2)
dispaz enzimini kullanarak enzimatik parcalama teknigi ve 3) kollajenaz enzimini
kullanarak enzimatik parcalama teknigi (94). Perisitlerin kiltirdeki ozellikleri birgok
arastirmaci tarafindan tanimlanmistir. Crisan ve ark. gore perisitler kiltiir kabi
ylzeyine gec yapisirlar ve ozellikle dérdiinci pasaja kadar ¢ok yavas cogalirlar (29).
Kdltarleri stiresince %100 konfluense ulasmazlar, fakat lic veya dort hafta icerisinde
%80 konfluense ulasabilirler (95). Perisit kiiltlirii %5 CO; iceren nemli atmosferde,

37°C’ de yapilir ve U¢ giinde bir hicrelerin kiiltiir besiyerinin degistirilmesi gerekir.
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Wharton Peltesi

Arterler

Perivaskiiler Bolge

Sekil 2.2. insan gébek kordonunun yapisi.

Morfolojik olarak perisitler, kiiltir kabi ylizeyinde diizensiz uzantilari olan, fibroblast
benzeri hiicreler olarak goézlemlenirler (29).

Arastirmacilar perisitlerin kalttria icin farkli icerikli besiyeri ortamlari
kullanmaktadirlar. Ornegin Nakagawa ve ark., kapli olmayan kiiltiir kabinda %10
“fetal bovine serum (fotal sigir serumu, FBS) iceren Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) kullanarak, sican serebral perisitlerin kilttrinG yapmislardir (96).
Tsang ve ark. izole ettikleri perisitleri, %15 “embryonic stem cell qualified-fetal
bovine serum” (ESQ-FBS) iceren DMEM ile kiiltire almislardir (89). Montemurro ve
ark. ise perisitleri beslemek amaciyla %20 FBS ve “DMEM - high glucose (DMEM-
HG, yiksek glukozlu DMEM)” iceren kiltlr ortami kullanmislardir (90). Hosseini ve
ark. perisitler icin kullandiklari besiyeri ise %75 Alpha Minimum Essential Medium
(a-MEM) ve %15 FBS icermektedir (93). Tiggers ve ark. galismalarinda perisitleri,
fare beyninden izole etmisler ve ilk iki pasaj boyunca hiicreleri taze kollajen kapli
kiltar kaplarinda endotel hiicresi bliyiime besiyeri icerisinde kultlr etmislerdir (97).
Uclincli pasajdan itibaren perisit besiyeri kullanmislardir. Bir baska protokolde
DMEM low-glucose (DMEM-LG, disiik glukozlu DMEM) ve %10 FBS iceren perisit
blylime besiyerine Pigment Epithelium-Derived Factor (PEDF, pigment epiteli
kaynakli blyume faktord) eklenmistir (98). PEDF, endotel hicresi biylimesini
baskilarken perisit proliferasyonunu desteklemektedir (99). Blocki ve ark. insan
plasenta kaynakli perisitleri, perisit blylime besiyeri icerisinde cogaltmislardir (100).

Tim bu bilgilerin 1s18inda, perisitlerin kiltlri icin ortak kullanilan icerigi tanimlanmis
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belirli bir besiyeri bulunmadigi sonucuna varilabilir.

Perisitlerin izolasyonu ve karakterizasyonu konusunda hala kesinlesmis ve
herkes tarafindan kullanilan ortak protokoller bulunmamaktadir. Bunun nedeni
perisitlere 6zgl molekiler belirteglerin henlz kesin olarak tanimlanmamis
olmasidir. Fakat su an igin bazi molekiler belirtegler perisitlerin tanimlanmasi igin
kullanilmaktadirlar. Bu belirtegler, perisitlerin bulundugu anatomik bdlgeye,
damarlarin gelisimsel veya anjiyogenik safhasina gore farkli ifadeler gostererek
down veya up-regile olabilirler (27). Perisitleri tanimlamak icin en ¢ok kullanilan
belirtecler; CD146, PDGFR-B, regulator of G protein signaling 5 (RGS-5), a-SMA ve
neuron-glial 2 (NG2, yuksek molekiler agirlikli melanoma iliskili antijen)’dir (29,
101). immiinglobulin siiperailesinden ve Ca*>-bagimsiz hiicre adezyon proteini
olarak fonksiyon gosteren bir transmembran proteini olan CD146, damar endoteli,
perisitler ve diz kas hiicreleri lzerinde ifade edilen bir perivaskiler hiicre ve
endotel hiicresi belirtecidir (22, 29). CD146 ayrica eriskin Ki' ndeki siniizoidal
perisitlerde bulunur ve onlarin kendini yenileme kapasitelerinin devamliligini saglar
(102). Tim perisitler, CD146’ yi ifade ederler, bu nedenle dokulardan elde edilen
karisik hiicre slispansiyonu igerisinden perisitlerin izole edilmesinde bu belirteg
kullanilmaktadir (22). PDGFR-B, perisitler tarafindan ifade edilen molekiller
arasinda en c¢ok calisilan belirteclerden bir tanesidir. Ayrica fibroblastlar ve
astrositler Gzerinde de ifade edilir (61). RGS5, G protein sinyal yolagl regilator
ailesindendir (61). Damarin yeniden modellemesi ve timor gelisimi sirasinda aktive
duruma gelmis perisitlerde ifade olur (60). a-SMA, diz kas htcrelerinin belirteci
olmasinin yaninda perisitler tarafindan da ifade edilir ve onlarin kan basincini
kontrol etme ve kasilma 6zellikleri ile iliskilidir (103). Vaskiilogenez ve anjiyogenez
sirasinda perisit ylizeyi Gzerinde NG2 ifadesi goralir (61). NG2/a-SMA belirteglerinin
degisken ifadeleri, insan perisitlerinin alt gruplarini, kapiller-iliskili (NG2+/aSMA-),
venul-iliskili (NG2-/aSMA+) ve arteriyol-iliskili (NG2+/aSMA+) perisitler olarak
belirler (61). Perisitler tarafindan ifade edilen diger belirtecler ise microtubule-
associated protein 1B (MAP1B ya da 3G5, mikrotibdl iliskili protein 1B), epidermal

bliyime faktori reseptori, adenozin A2 reseptorleri, dezmin, aminopeptidaz A ve
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N’dir (29, 60, 101, 104).

Perisitler, genel olarak perivaskiler belirteglerin (CD146, PDGFR-B, NG2, a-
SMA ve RGS-5) ve MKH belirteglerinin (CD44, CD73, CD90 ve CD105) pozitif
ifadesinin gozlenmesiyle karakterize edilirler. Endotel ve hematopoetik belirtecler
(CD34, CD31, ve VWF), miyojenik ve noral hicre belirteci (CD56) yoninden
negatiftirler (58, 101, 105). Perisitler, sahip olduklari bu ifadeler ile, CD146-/CD34+
olan adventisyel hiicreler gibi diger perivaskiler hicrelerden ayrilabilirler (105).
Ayrica sahip olduklari osteojenik, adipojenik ve kondrojenik farklilasma
kapasitelerinin gosterilmesiyle de karakterizasyonlari yapilabilir (55). Perisitlerin
tanimlanmasi igin, NG2, a-SMA ve 3G5 belirteglerinin pozitif, chemicon, calponin ve
CD31 belirteglerinin negatif olarak gosterildigi immiunsitokimyasal yontemler de
kullanilabilir (91).

Perisitler MKH’ lere benzer olarak, multipotent farkhlasma kapasitesine
sahiptirler (22, 54). Adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilasmanin yaninda
damar blylimesi ve yeniden yapilanmasi durumlarinda damar diz kas hticrelerine
de farklilagabilirler (106). Perisitlerin normal fizyolojik kosullarda farklilasmasinda
gorev alan dort farkl yolak belirlenmistir. Bunlar daha 6nce de belirtilen; PDGF-B /
PDGFR-B, S1P / EDG-1, Angl / Tie2 ve TGF-B1 / ALK5 yolaklaridir (107). Bu yolaklarin
disinda matriks metalloproteinazlarin da farklilasmada 6nemli gorevleri vardir. Bu
hiicrelerin hipoksik ortamda damar diiz kas hiicrelerine donusebildikleri
gosterilmistir (108). Perisitlerin kollajen tip | sentezinden sorumlu olan fibroblast
oncila gibi cahstiklar disinidlmektedir (109-111). Bunu disindiren nedenlerden
ilki, insan plasentasindan elde edilen perisitlerin, in vitro ortamda, kollajen tip |
sentezinden sorumlu olan hiicrelere farkhlasabildiklerinin gosterilmesidir (109).
ikinci neden ise; fibroblastlarin PDGFR-B reseptorii tasidiginin ve PDGF-BB
stimllasyonu ile proliferasyonlarinin/migrasyonlarinin arttiginin gosterilmesidir
(122). Ayrica in vivo olarak perisitler, yara iyilesmesi ve inflamatuvar reaksiyonlar
sirasinda kollajen tip | (ireten fibroblastlara dontisebilirler (113). Bu verilerin isiginda
perisitlerin, kan damarini olusturan bircok hiicreye farklilasabildigi goriilmektedir.

MKH' lerin endotel hiicrelerine farkhlasabildigi bilinmektedir (114, 115). Fakat
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perisitlerin endotel hicrelerine farkhlastigini gésteren bir calisma mevcut degildir.
2.3. Kardiyovaskiiler Hastaliklar ve Bu Hastaliklarin Tedavisi

Kardiyovaskiler hastaliklar kalpte ve kan damarlarinda meydana gelen,
dolasim sistemini etkileyen rahatsizliklari iceren bir grup hastaliktir. KAH,
serebrovaskiler hastaliklar, periferik arter hastaligl, kardiyomiyopati, kalp
yetmezligi ve hipertansif kalp hastaligi bu gruba girer (1). KVH’nin en sik gorilen
nedenleri ateroskleroz ve hipertansiyondur. KVH milyonlarca bireyin 6liimiiniin veya
yasam kalitesinin bozulmasinin 6énde gelen nedenlerinden birini olusturmaktadir
(116). Dinya Saglik Orgiti verilerine gére yaklasik 17,7 milyon insan 2015 yilinda
KVH’ den hayatini kaybetmistir (7,4 milyonu koroner kalp hastaliklarindan
kaynaklanmaktadir). Bu da dinyadaki 6lim oranlarinin %31' ini kapsamaktadir.
2030 yilinda sayinin 23,3 milyonu bulacagi tahmin edilmektedir (117). Bu olimlerin
dortte lgl az gelismis ve gelismekte olan llkelerde meydana gelmektedir (1). KVH’
lerin ¢ogu, sigara kullanimi, sagliksiz beslenme ve obezite, fazla alkol tliketimi gibi
risk faktorlerinin aza indirilmesiyle 6nlenebilmektedir. Kalp krizi ve inme gibi akut
olaylar, kalbe ve beyne kan akisini engelleyen damar tikanikliklari sebebiyle ortaya
¢itkmaktadir. Bu tikanikliklarin en temel nedeni kalbi ve beyni besleyen damarlarin
ceperindeki yag birikimidir (1).

Koroner arter hastaligi, KVH'nin sik goriilen ve mortalitesi en yiksekgesididir
(2, 3). 2013 yilinda Tirkiye’de en yaygin (%38,8) 6lim nedeni olmustur (118). KAH,
koroner arterin limen kismini daraltan aterosklerotik plak nedeniyle meydana gelir.
Bu lezyon, koroner arterdeki kan akis hizini ve miyokardiyuma giden oksijen
miktarini dslirtir, boylelikle gogis agrisi, dispne, senkop, bazen akciger 6demi gibi
cesitli belirtilere neden olur. Miyokardin revaskilarizasyonu sagkalimi uzatir, agriyi
hafifletir ve yasam kalitesini arttirir. Perkiitan koroner girisim ve koroner arter
bypass cerrahisi bu revaskiilarizasyonu gerceklestirmek icin tek tedavi stratejisidir
(119).

Gunlmuzde, koroner arter bypass cerrahisinde otolog arter veya venlerin

kullanimi altin standart olarak kabul edilir (8). Arterlerin limitli oranda bulunmasi ve
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elde edilmeleri sirasinda daha ciddi komplikasyonlara sebep olmalari nedeniyle, en
yaygin kullanilan otolog greft safendz vendir. Fakat safendz ven greftinin 10 yil
icerisindeki basarisizlik orani %50 olarak bulunmustur (120). Ayrica, hastaligin
ilerleyisi ve hastanin yasi nedeniyle bu damarlarin kalitesi dislk, erisilebilirlikleri
kisithdir (4). Bu nedenlerden dolayi otolog greftlere alternatif olabilecek yontemler
gelistirilmelidir.

Otolog  greftlere  alternatif  olarak  sentetik  damar  greftleri
kullanilabilmektedir. Dacron (polietilen tereftalat) ve Teflon (politetrafloroetilen) en
¢ok kullanilan sentetik damar greftleridir. Bu malzemelerin 2005 yilinda Avrupa,
Kanada ve Amerika'da kullanimlarinin 1,3 milyar dolara ulastig bilinmektedir (121).
Ancak, kullanilan prostetik damar greftlerine karsi olusturulan inflamatuvar cevap
(5), tromboz (7) ve neointimal hiperplazi (6) hasarlh bolgedeki iyilesmeyi
geciktirmektedir (8). Ayni zamanda, mekanik uyusmazlik, kontrolsiiz bozulma
(degradasyon) ve vyetersiz anti-trombojenisite bu malzemelerin klinik olarak
kullanilmasinda 6nemli engeller yaratmaktadir. Ayrica, bu greftler, bliyik (>8 mm)
veya orta ¢apl (6-8 mm) arterler yerine kullanildiklarinda uzun dénem basari elde
edilebilmektedir. Fakat kii¢clik capli damar grefti olusturmada disiik basari oranina
sahiptirler (8). Otolog ve sentetik greftlerin sahip olduklari kisitlamalar nedeniyle,
klinik uygulamalar icin dogal malzemelerle olusturulmus kiglik caph damar

greftlerine ihtiyag vardir.

2.4. Doku Miihendisligi ve Perisitler

Doku miihendisligi, ilk olarak 1993 yilinda Langer ve Vacanti tarafindan
“mihendislik ve yasam bilimleri prensipleri 1siginda, doku fonksiyonunun veya
organin yeniden yapilandiriimasi, idamesi veya iyilestirilmesi icin biyolojik yapilarin
olusturulmasi yoniinde uygulanan interdisipliner bir alan” olarak tanimlanmistir
(122). O zamandan beri doku mihendisligi sayesinde klinisyenler, sinirl
tamir/rejeneratif kapasiteye sahip hasarli doku veya organlarin tedavisi igin
alternatif yontemler elde edebilmislerdir. Buna ek olarak doku miihendisliginin

ilerlemesiyle arastirmacilar, ilag gelistirmek ve test etmek amaciyla 3B doku/organ
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modelleri olusturabilmislerdir.

Doku muhendisligi uygulamalari; iskeleler, hiicreler ve bliyiime faktorlerini
bir araya getirerek 3B islevsel yapilari meydana getirmeyi amaclar. iskeleler, dokuya
yapisal destek saglamada ve uygun 3B sekil olusturmada; hiicreler ise, in vitro/in
vivo dokulari meydana getirmede; blylime faktorleri, sinyallesme ve hiicre
davranisini  belirlemede gorevlidirler. Doku mihendisligi kaynakh vyapilarda
kullanilan htcreler, iskeleler tizerinde prolifere olur, farkhlasir ve ekstrasellller
matriks sentezlerler (123).

Onceleri doku miihendisligi calismalarinda farklilasmis hiicrelerin kullanimi
on plandayken, kok hiicre alanindaki gelismelerden sonra embriyonik kok
hicrelerin, MKH' lerin, fotal kaynakli kék hicrelerin (gdbek kordonu, plasenta
kaynakli kok hiicreler) ve wuyariimis pluripotent kok hicrelerin kullanimi
yayginlasmaya baslamistir (124). Bu kok hiicre tiplerine ek olarak, yakin zamanda
perisitler de doku muhendisligi uygulamalari icin 6nemli hiicre kaynagi haline
gelmislerdir (125). Hiicre kaynagi olarak perisitlerin kullanildigi doku muhendisligi
calismalari Tablo 2.1’de listelenmis ve 6zetlenmistir.

llac calismalari genel olarak iki boyutlu kiiltiirler ve hayvan modelleri
kullanilarak surdirilmektedir. Son zamanlardaki gelismeler géstermistir ki; birden
¢ok hicre tipini/tabakasini ve destekleyici biyolojik matriksi iceren doku
muhendisligi kaynakl 3B sistemler, in vivo mikrogevreyi taklit etme konusunda,
plastik ylzeylerde olusturulan tek katmanl hiicre tabakalarindan daha basarilidir.
Ayrica ila¢ tarama calismalari kapsaminda kullanilan hayvan modelleri g6z 6niine
alindiginda, doku mihendisligi kaynakl modeller daha etik ve ucuz sistemlerdir. Kan
beyin bariyeri, yeni terapotik arastirmalar icin en c¢ok c¢alisilan yapilardan bir
tanesidir. Kan beyin bariyerini en iyi taklit edebilen doku miihendisligi kaynakh
modeli olusturmak, ila¢ arastirmalari icin bliyik dnem tasimaktadir. Perisitler, kan
beyin bariyerinin dogal elemanlari olduklarindan, bu modellerin olusturulmasinda
kullanilabilirler (126) (Tablo 2.1).

Perisitler, eriskin insan iskelet kasindan izole edilebilirler ve iskelet kasi

hiicreleriyle benzer o6zellikleri ve fonksiyonlari vardir. Kas farklilasmasi ve
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anjiyogenezini destekleyici fonksiyonlari, perisitlerin, kok hiicre aracili doku
mihendisligi kaynakl kas rejenerasyonu calismalari igin cazip bir hicre kaynagi
olmalarini saglamaktadir (127). Fuoco ve ark. ¢alismalarinda, iskelet kasi kaynakli
perisitleri, polietilenglikol fibrinojen yapisindaki iskele Uzerine ekmis ve bdylece
hasarl kas dokusunun tamiri icin vaskiilarize bir yapi olusturmuslardir (128) (Tablo
2.1).

Perisitler, in vitro osteojenik farklilasma kapasiteleri oldugundan ve
intramiskiler implantasyon sonrasi kemik dokusu olusturabildiklerinden, kemik
doku mihendisligi icin yeni hiicre kaynagi olarak kullanilabilmektedirler (129, 130).
Guvenli ve saf kabul edilen bu hicrelerin kullanimini “U.S. Food and Drug
Administration”da desteklemektedir (129). Perisitlerin, kemik doku mihendisliginde

hicre kaynagi olarak kullanildigi calismalar Tablo 2.1’de 6zetlenmistir.

2.5. Damar Doku Miihendisligi ve Perisitler

Son 15 yilda, disiplinlerarasi is birligi gerektiren damar doku miihendisliginin,
damar ile iliskili hastaliklarin tedavisi i¢in uygulanabilir ve etkili bir strateji
gelistirmeye hazir oldugu kanitlanmistir (131). Damar doku mihendisliginin amaci,
hicreleri ve dogal ve/veya sentetik iskeleleri bir araya getirip tubuler yapi
olusturarak, dogal damar dokusuna benzer ozelliklere sahip kii¢clik ¢aph damar
greftleri meydana getirmektir (8). Farkl Gretim teknolojilerinin ve yaklasimlarinin
kullanildigl bu alanda yararlanilan biyomalzeme tiirleri dort ana grubta incelenebilir:
1) Allojenik, heterojenik ya da ksenojenik kaynaklardan elde edilen deselliilarize,
dogal matriksler, 2) Sentetik biyobozunur polimerler, 3) Hicre tabakalari (cell-
sheet); iskele tabanli damar doku muihendisligi i¢in alternatif olarak
disanidlmektedir ve 4) Dogal biyobozunur polimerler (8, 121). Tim hiicresel ve
niikleer icerigin uzaklastirildigi deselliilerizasyon islemi, doku miihendisligi kaynakl
damar grefti olusturmada, Quint ve ark. ve Dall’Olmo ve ark. ¢alismalarinda oldugu
gibi, sikca kullanilan bir yontem haline gelmistir (141, 142). Fakat deselliilerize
yapilar, iceriklerinin tam olarak karakterize edilememesi, tam desellllerizasyon

isleminin garanti edilememesi, ekstrasellliler matriks protein iceriginin yastan
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ve saglik durumundan etkilenmesi ve iglerindeki antijenik yapilarin enflamasyona
sebep olabilmesi gibi pek ¢ok dezavantaja sahiptirler (143, 144). Damar doku
muhendisligindeki bir baska yaklasim ise, hiicre tabakalarinin olusturuldugu self-
assembly (kendinden bir araya getirme) yontemidir ki, bu yaklasimda damar
greftleri iskele kullanimindan bagimsiz sekilde olusturulur (8, 145). Bu yontemde
hiicreler, ekstraselliiler matriks tabakasi olustururlar ve uzun bir kiltlr sireci
sonrasinda bu tabaka bir mandrel etrafina sarilarak ¢ok tabakal bir tibuler yapi
meydana getirilir (4). 1998 yilindan bu yana, L'Heureux ve ark. bu yontemi
tanimladigindan beri, pekcok arastirmaci mekanik olarak saglam ve klinikte
kullanima uygun self-assembled damar greftleri elde edebilmislerdir (146-148).
Fakat bu yontemin sahip oldugu en o6nemli dezavantaj, damar greft elde
edilebilmesi icin, cok uzun siiren kiiltlir periyodu (6-9 ay) gerektirmesidir (149).
Kan damarlari ti¢ tabakadan olusmaktadir; tunika intima, tunika medya ve
tunika adventisya (Bkz. Sekil 2.1). En i¢ kissmda yer alan tunika intima; damar
[imenini saran endotel hicrelerden olusmaktadir. Elastik lamina, tunika intima
ve medyayl birbirinden ayirmaktadir. Orta kisimda yer alan tunika medya; diz
kas hicrelerinden olusmaktadir. Bu kisimda elastin-proteoglikan-kollajenden
(glikozaminoglikan-protein birlikteligi) olusmus ekstraselliler matriks proteinleri
yer almaktadir. Bu katmanda ¢ogunlukla yer alan kollajen tip | yapiya dayaniklilik
katarken, elastin de yapiya elastikiyet kazandirir (11, 143) (Bkz. Sekil 2.1). Tunika
medya ve adventisya arasinda yine elastik lamina bulunmaktadir. Son ve en dista
yer alan tunika adventisya; fibroblastlardan ve kollajen fibrillerden olusmaktadir
(59) (Bkz. Sekil 2.1). Dogal damar yapisinda bulunmalari, dogal polimerlerin
kiicik-capli damar grefti olusturmada glvenilir bir kaynak olmalarini
saglamaktadir. Bu biyouyumlu ve toksik olmayan malzemeler, orijinal damar
dokusunun mekanik o6zelliklerini saglarken, iclerinde bulundurduklari damar
hiicrelerinin tutunmalarini, proliferasyonlarini ve ekstraselliiler matriks protein
sentezlemelerini desteklerler. MKH gibi, endotel hiicreleri ve perisitlerin de
ekstraselliler matriks proteinleri sentezledikleri dnceden gosterilmistir (150).
Ekstrasellliler matriks proteinleri, hiicrelerin birbirleri ve cevreleri ile iletisiminde
rol oynarlar. Bunun yaninda, biyouyumluluk ozellikleri, ekstrasellliler matriks

proteinleri, doku miuihendisligi amaciyla ideal biyomalzeme olarak
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kullanilmalarina  neden  olmaktadir.  Huicreler tarafindan  sentezlenen
ekstraselliler matriks proteinleri hicrelerin adezyonu, proliferasyonu ve
farklilagmasi igin 6nem tasimaktadir. Damar greftlerinin sahip olmalari gereken
biyouyumluluk, mekanik kuvvet ve anti-trombojenisite gibi 6zellikler de hicreler
tarafindan sentezlenen veya sonradan ortama eklenen ekstraselliler matriks
proteinleri yardimiyla saglanmaktadir (116). Damar greftlerinin islevselliklerini
arttirmak icin kullanilan ekstraselliler matriks proteinlere érnek olarak, kollajen,
fibrin ve elastin verilebilir (9, 151, 152). Dogal iskele olarak kullanilan kollajen tip |
kanin pihtilagsmasini 6nler ve kanin normal viskoelastik 6zelligini bozmaz. Ayrica
kollajen tip | endotel hiicrelerinin ve diz kas hicrelerinin proliferasyonlarini
destekler. Elastin, greftin mekanik kuvvetini artirmanin yaninda, anti-trombojenik
ve anti-enflamatuvar kaplama igin de kullaniimaktadir (116). Damar doku
mihendisliginde, kollajen tip I’ den meydana gelen yapiya elastin eklenerek
greftin, kan basincina ve akis hizina dayanikhhg arttirilmaktadir (13, 143, 153).

Kiguk capli damar greftleri ilk defa 1986 yilinda Weinberg ve Bell
tarafindan, pirifiye edilmis ekstraselliiler matriks proteinleri ve kollajen jel igine
gomilmis damar diiz kas hiicreleri, fibroblastlar ve endotel hiicreleri kullanilarak
olusturulmustur (9). Loy ve ark., kollajen tip I’ i lg¢ tip damar hicresiyle
(fibroblast, diiz kas hiicresi ve HUVEC) birlestirerek, dogal damar yapisina benzer,
planar yapida bir damar modeli dizayn etmislerdir (10). Ryan ve O'Brien kollajen
tip I’ i elastin ile birlestirerek, olusturduklari damar yapisinin viskoelastik
ozelliklerini gelistirmislerdir (154). Daamen ve ark., damar iskelesini, kollajen tip
I, elastin ve kondroitin silfat karisimiyla hazirlamislardir (155). Buijtenhuijs ve
ark., gbbek kordonu kaynakli diiz kas hiicrelerinin proliferayonunu ve canliligini
destekleyen ¢oziinlir olmayan elastin ve kollajen tip | karisimini kullanarak 3B
tubuler iskele meydana getirmislerdir (13). Kollajen tip | ve elastine alternatif
olarak, elastin ve kollajen sentezini arttiran fibrin de dogal damar greftlerin
yapisini olusturmak icin tercih edilmektedir (11, 12, 156). Grassl ve ark. ve Aper
ve ark. sadece fibrini kullanarak damar greftleri olusturmuslar ve dogal iskele
icerisinde hicrelerin canhligini gbéstermislerdir (12, 156).

Bu zamana kadar yapilan c¢alismalarda, damar doku muihendisligi

kapsaminda kullanilan hicreler; damarin yapisinda bulunan endotel hiicreleri,
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fibroblastlar ve damar diz kas hicreleridir (121). Bu farkhlasmis hcreler,
hastadan (otolog), dondrden (allojenik) veya farkh tirlerden (ksenojenik) elde
edilebilirler. Fakat immiinrejeksiyon veya hastalik bulasmasi gibi risklerden dolayi
allojenik ve ksenojenik hicreler ¢ok tercih edilmezler. Doku muhendisligi
yaklasimiyla damar grefti olusturulmasi (endotel ve diz kas hiicreleriyle) ilk kez
1986 yilinda gosterilmistir (9). Gobek kordonundan elde edilen diiz kas hicreleri
ve dermal/safen ven fibroblastlari kullanilarak elde edilen hiicre tabakalarinin bir
tibller destek Gzerine sarilmasiyla damar medya ve adventisya tabakalari 2010
yiinda Gauvin ve ark. yaptiklari ¢alisma ile olusturulmustur (157). Damar
tabakalarinda bulunan farklilasmis hiicreler; elde edilisleri sirasindaki teknik
zorluklar, dusik proliferasyon kapasiteleri ve sistemik kardiyovaskiler hastaligi
olan eriskin hastalardaki sayilarinin azligi ve canhliklarinin disiuk olmasi gibi
dezavantajlara sahiptirler (121). Literatiirde belirtilen bu dezavantajlara ait en iyi
ornek, erigkin bireylerden elde edilen diiz kas hticrelerinin daha dislk proliferatif
ve kollajen Gretme kapasitesine sahip olmasinin gosterilmesi ile desteklenmistir
(121). Kok hiicreler, farkh hiicrelere farklilasma o6zelligi ve yiksek proliferatif
kapasitesi olan hicrelerdir (158). Bu nedenle damar dokularinin
olusturulmasinda kok hiicrelerden yararlanilmaya baslanmistir. Bu alanda en ¢ok
kullanilan kék hiicre tiirti MKH' lerdir. MKH' ler Ki basta olmak Uzere adipéz
dokudan ve gobek kordonundan elde edilebilirler. Bu koék hicreler kullanilan
biyomalzemeler ve iskeleler esliginde prolifere olur, istenilen hiicre tipine
farkhlasir (endotelyal hiicre, diz kas hicresi) ve boylelikle doku muihendisligi
kaynakh greftler olusturabilirler.

Perisitlerin damar doku mihendisligi alaninda kullanildigi az sayida
calisma bulunmaktadir (Bkz. Tablo 2.1). He ve ark. insan iskelet kasi perisitlerini,
elastomerik, tlibller ve pordz sentetik iskeleler icerisinde kiltire etmislerdir
(34). Van der Meer ve ark., perisitleri, HUVEC’ leri ve kollajen tip I’ i birlestirerek
3B mikrotasarimli damar dokusu meydana getirmislerdir (33). Chong ve ark.,
medya tabakasi ve intima tabakasi ic¢in sirasiyla insan gobek kordonu veni
perivaskiler hicreleri ve endotel hiicreleri ekili sentetik polimerden olusan cift
fazli damar modeli olusturmuslardir (32).

Hiicreleri cogaldiklari ylizeyden ayirmak icin kullanilan dispaz, kollajenaz
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ve tripsin gibi konvansiyonel proteolitik enzimler hem hicre canhilgini
disirmekte hem de hiicre ylizey proteinlerinin (iyon kanallari, bluyime faktori
reseptorleri, vb.) degredasyonuna sebep olmaktadirlar (Sekil 2.3, Sol) (18, 159).
Ayrica bu enzimler, hicrelerin salgiladiklari ekstraselliler matriks proteinlerine
ve hiicre-hiicre baglantilarina zarar vermektedirler. Hiicre ylizey proteinlerinin ve
ekstraselliler matriks proteinlerin degradasyonuna neden olmayacak ve hiicre
kaltard ylzeyleri tzerinde gogalan hicreleri tabakalar halinde, canli olarak elde
edebilmeyi saglayacak polimer kaph akilli ylizeyler gelistirilmistir (159). PIPAAm
olarak adlandirilan bu polimer ile kapli kiltiir kabi yizeyi 37°C’ de kismen
hidrofobiktir ve normal polistiren kiltir kaplarindaki gibi hlicre yapismasina/
proliferasyonuna izin verirler. Hiicreler, konfluense ulastiklarinda sicaklik 20°C’ ye
dustralir ki bu sicaklik polimerin dislik kritik sollisyon sicakhgl olan 32°C’ den
daha disuk bir sicakliktir. Boylelikle ylzey hidrofilik hale gelir ve polimer siser. Bu
sayede ekstrasellliler matriks proteini iceren hiicre tabakasi hicbir mekanik veya
enzimatik isleme maruz kalmadan ylzeyden ayrilir ve serbest hale gecer (Sekil
2.3) (159). Bu durumda sadece kiltiirdeki hiicrelerin bazal tarafindaki adeziv
proteinler ve polimer ylizeyi arasindaki etkilesimin bozulmasi s6z konusudur.
Boylelikle 6nemli hiicre-hiicre ve hilicre-matriks etkilesimlerini saglayan adeziv
proteinler ve hiicre membrani zarar gérmeden korunur. Herhangi bir iskeleye
gerek kalmaksizin hiicre tabakalarinin eldesine ve kiiltlirine dayanan bu
metodun kullanildigl alana “hiicre tabaka muhendisligi” (cell sheet engineering)
denmektedir. Hiicre tabakalarinin damar doku mihendislig§i kapsaminda
olusturulmaya ve kullanilmaya baslandigi ilk ¢alisma L’'Heureux ve ark. 1998’ de
yaptiklari calismadir (148). Fakat bu calismada sicakhk-duyarh akilli ylzeyler
kullanilmamis, hiicrelerin kiltiir sirasinda sentezledikleri ekstraselliiler matriks
proteinler ile tabakalar meydana getirilmistir (148). Okano ve ark. (18) tarafindan
gelistirilen hiicre tabaka miihendisligi yaklasimini yakin zamanda damar grefti
Uretiminde kullanan calismalar vardir (19-21). Williams ve ark. calismalarinda,
insan aort diz kas hiicrelerinin ve MKH’ lerin sicaklik-duyarli PIPAAm ylizeyler
Uzerinde tabaka olusturma ozelliklerini karsilastirmislardir (19). MKH’ lerin bu
ylzeyler Uzerinde daha kisa silirede konfluense ulastiklarini ve daha iyi

ekstraselliler matriks proteinleri sentezleme kapasitelerinin oldugunu, bu
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nedenle damar grefti olusturmada tercih edilen hicreler olduklarini
belirtmislerdir (19). Backman ve ark., damar doku mihendisliginde kullaniimak
Uzere, diz kas hlcre tabakalari elde etmeyi ve bu amagla uygun akilli yizeyler
gelistirmeyi amaclamislardir (20). Calismalarinin sonunda elde ettikleri verilere
gore, bu ozel ylzeylerde kiltliri yapilan diiz kas hiicre tabakalarinin yapisal ve
mekanik ozellikleri, dogal arter dokusunun ozellikleriyle Ortlisecek seviyededir
(20). Sekiya ve ark. hiicre tabaka miihendisligi yontemiyle endotel hiicresi
tabakalari elde etmis ve bu tabakalardan olusturduklari 3B ¢ok katmanl damar
yapilariyla in vitro ve in vivo da kullanilabilecek yeni bir Grin gelistirmislerdir (21).

Meydana getirilen damar greftinin fonksiyonel olabilmesi igin sahip
olmasi gereken en onemli 6zelliklerden bir tanesi, limen kisminin bitin bir
endotel hlcresi tabakasina sahip olmasidir.

insan kan damarlarinin ana hemodinamik ve fizyolojik fonksiyonlarina
aracilik ettigi icin endotelizasyon, bir damar yapisi i¢in tunika medya ve
adventisyada kullanilan malzemeler ve hiicreler kadar 6nemlidir (160). Damar
greftlerinin olusturulmasinda biylk o©6neme sahip olan endotelizasyonun

etkinligi, bazi arastirma gruplari tarafindan arttirilmaya calsilmistir (15, 17).
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Sekil 2.3. Hiicre tabaka mihendisligi. Konvansiyonel tripsinizasyonda (sol)
ekstrasellller matriks protein ile birlikte neredeyse tiim hiicre ylizey
proteinleri sindirilmis, tim hiicreler tek olarak elde edilmistir. Buna
karsin sicaklik duyarh yizeyler kullanilarak (sag) ekstrasellller
matriks proteinler zarar gormeden hiicre tabakalari elde edilmistir.
EMP: Ekstraselliiler matriks proteinleri, PIPAAm: poly N-
isopropylacrylamide (159).
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Arastirmacilar bazal membrani kollajen tip IV (14), fibronektin (15) ve
heparin (16, 17) gibi proteinlerle kaplayarak endotelizasyonu kolaylastirmaya
cahismislardir. Zhou ve ark. deselliilerize iskele ile olusturduklari damar grefti
heparin ve VEGF ile kaplayarak uzerindeki HUVEC' lerin proliferasyonunu
arttirmis ve bu greftin in vivo endotelizasyonunu hizlandirmiglardir (17). De
Visscher ve ark., sentetik malzeme ile olusturulmus damar greftini fibronektin ve
stromal cell derived factor 1-a (SDF-1a) ile kaplamislar ve limen kisminin daha
hizl ve etkin bir sekilde endotel hiicreleriyle ortilmesini saglamislardir. Bu
yontemle endotelizasyonu gelistirirken, intimal hiperplazi ve trombozun 6niine
gecmislerdir (15). Coelho ve ark. ¢alismalarinda, hidrofobik ve hidrofilik yizeyleri
kollajen tip IV ile kaplamis ve endotel hiicrelerinin ylizeye tutunma ozelligini
incelemiglerdir (14). Sonug olarak, hidrofilik ylizeyler Gzerindeki kollajen tip IV’ Gn
hiicrelerin tutunma ve organizasyonunda daha etkili oldugunu belirtmislerdir
(14). Hoshi ve ark., sentetik polimerden olusturduklari damar greftin limen
kismini, antikoaglilan bir glikozaminoglikan olan heparin ile kaplama yéntemi
gelistirmislerdir (16). Boylelikle yapi Uzerindeki endotel hiicresi adezyonunu,
canhhgini ve proliferasyonunu arttirmiglar, trombosit adezyonunu ve pihtilasmayi

inhibe etmislerdir (16).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasi kapsamindaki deneyler, Hacettepe Universitesi Kék Hiicre
Arastirma ve Uygulama Merkezi’ nde, merkeze ait alt yapi, laboratuvar ve teknik
donanim kullanilarak, Kok Hicre Bilimleri Anabilim dali Kok Hiicre Doktora

Programi kapsaminda gergeklestirildi.

3.1. insan Gobek Kordonu Veninden CD146+ Perisitlerin iki farkl
Yontemle izole Edilmesi ve iki Grup Hiicrenin Birbirleriyle

Karsilagtirmalari

insan gébek kordonu érnekleri Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin
Hastaliklari ve Dogum Poliklinigi’nde, komplikasyon gelismeyen sezaryen dogum
sonrasl, normal gelisim siliresini tamamlamis bebeklerden elde edildi (n=3-5). Bu
orneklerin alinmasi ve kullanimi icin Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan izin alind1 (GO 13/417 — 27, GO 15/297 — 26
ve GO 16/213 — 13 numaral kararlariyla) ve dogum yapan annelere onam formu

imzalatildi.
3.1.1. CD146+ Hiicre izolasyonu

Gobek kordonu 6rnekleri en kisa siirede tasima besiyeri [%80 DMEM-LG,
%10 Penicillin-Streptomycin (167 Unite/mL, Sigma, ABD), %10 Amphotericin B
soliisyonu (0,3 ug/mL)] icerisinde Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Arastirma ve
Uygulama Merkezi laboratuvarina ulastinildi. iki-lic saat icerisinde, steril
kosullarda, insan gobek kordonu veni etrafindaki CD146+ hiicrelerin izolasyon
islemi baslatildi (161). Oncelikle gébek kordonu &rnekleri {ic-dért santimetre
uzunlugunda parcalar halinde kesildi. Steril lanset kullanilarak ven etrafinda
bulunan Wharton peltesi ve arterler uzaklastirildi (Sekil 3.1A). Ayrilan gdbek
kordonu veni parcalarinin limen kismi, hematopoetik hiicre kontaminasyonunu
onlemek amaciyla, steril phosphate buffered saline (PBS, Sigma) ile yikandi (Sekil
3.1A). Sonrasinda ayrilan ven parcalarinin her iki ucu, endotel hiicresi

kontaminasyonunu 6nlemek amaciyla steril ameliyat ipligiyle baglandiktan sonra
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(Sekil 3.1B), kollajenaz solisyonu (1 mg/mL, Sigma) icerisinde 37° C’ de 16-18
saat inkibe edildi (Sekil 3.1C).

Sekil 3.1. Perisitlerin, insan gdbek kordonu veni etrafindan enzimatik yikim
teknigiyle izole edilmesini gosteren asamalar; A) 3-4 cm
uzunlugundaki gobek kordonu parcalari PBS ile yikandi ve etrafindaki
Wharton peltesi ve arterler uzaklastirildi, B) Her ven pargasi iki
ucundan ameliyat ipligiyle baglandi, C) iki ucu bagli ven parcalari
kollejenaz soliisyonu icinde 37°C’ de 16-18 saat inkiibe edildi (162).

Kollajenaz ile muamele sonucu olusan hiicre slspansiyonu ile ven

parcalari birbirinden ayrildi ve iki ayri grup olarak kiltire alindi.

1. Grup: Kollajenaz ile muamele edilen hiicre silispansiyonu (izerine PBS
eklendikten sonra 1400 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildi. Sonrasinda elde edilen
hicre peleti PBS ile sulandirildiktan sonra kalan ven pargalarinin uzaklastiriimasi
icin 100 um ve sonrasinda 40 um’lik filtreden (BD Falcon, ABD) gegcirildi. Filtreden
gecirilmis hicre stspansiyonu 1500 rpm' de 5 dakika santrifij edildi. Hicreler
tripan mavisi boyama yontemiyle sayildi ve Pericyte Growth Medium (PGM,
Promocell, Almanya) icinde 37°C" de 5%’ lik CO;’ li inkiibatoérde kultiire alindi.

Uclincii  gliniin  sonunda mikroskopta hiicre yapismasi kontrol edildi ve
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sonrasinda haftada iki kez kiltlr besiyeri degistirildi. Kiltlirde %80-85 konfluense
ulasan hicreler TrypLE (Gibco, ABD) soliisyonu ile kiltir kabi ylzeyinden
kaldirildi. CD146+ hiicreler, MACS teknigi ile CD146 Microbead Kit (Miltenyi
Biotec, Bisley, UK) kullanilarak ayrildi. Hiicreler, MACS Buffer [PBS, %0,5 bovine
serum albumin (BSA, Applichem, Almanya), 2mM EDTA (Gibco)] ile 15 mL’ lik
falkon tlp icerisinde stispanse edilerek 10 dakika 300 g’ de santrifiij edildi. Pellet,
60 uL MACS Buffer ile g¢oziilerek lizerine 20 uL FcR Blocking Reagent ile 20 uL
CD146 MicroBeads ilave edildi. 15 dakika +4°C’ de inklibe edilen hiicrelere, 1 mL
MACS tamponu eklenerek, 10 dakika 300 g' de santriflj islemi
gerceklestirildi. Pellet, 500 puL MACS tamponu ile ¢ozilerek MACS kolonu
yardimiyla manyetik ayristirma islemi gerceklestirildi. CD146+ ve CD146- olan
hiicreler, ayr falkon tlpler icerisinde toplandi. CD146+ perisitler, PGM icinde
37°C’ de 5%’ lik CO2’ li inklibatorde kiltiire alindi. Haftada iki kez kiltlr besiyeri
degistirildi. %80-85 konfluense ulasan hiicreler TrypLE soliisyonu ile kiltir kabi
ylzeyinden kaldirildi ve hiicre canliigl tripan mavisi boyama yontemiyle tayin

edildi. Uglincii pasaja gelen hiicrelerin karakterizasyonlari yapildi.

2. Grup: Kollajenaz ile muamele edilen ven pargalari steril bir petrinin icinde
bistlri yardimiyla daha kiiciik parcalara bolindi. Ven parcalar kiltir petri
kaplari igerisine yerlestirildi ve tzerlerine kultlr besiyeri DMEM-HG, %10 FBS ve
%1 Penicillin-Streptomicin eklendi. 37°C’de %5’ lik CO2’ li inklbatorde kiltire
alindi. Bir hafta hiicre yapismasi beklendi. Hiicre yapismasi goruldikten sonra iki-
Uc¢ gilinde bir kiltlir besiyeri degistirildi. %80-85 konfluense ulasan hiicreler
TrypLE sollisyonu ile kultiir kabi ylzeyinden kaldirildi. CD146+ hiicreler MACS
teknigi ile “CD146 microbead Kit” kullanilarak ayrildi ve 37°C'de %5’ lik CO;’ li
inkGibatorde kiltire alindi. Haftada iki-tg kez kiltir besiyeri degistirildi. %80-85
konfluense ulasan hiicreler TrypLE sollsyonu ile kiiltiir kabi ylzeyinden kaldirildi
ve hiicre canliligl tripan mavisi boyama yéntemiyle tayin edildi. Uglincii pasaja
gelen hiicrelerin karakterizasyonlari yapildi.

insan gdbek kordonu veni etrafindan iki farkli yoéntemle izole edilen ve

kiiltlire alinan CD146+ hiicreler, morfolojileri, kiltlirde sayilarinin ikiye katlanma
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streleri (population doubling time), adipojenik ve osteojenik farkllasma

kapasiteleri ve gen ifade profilleri yoniinden karsilastirildi.
3.1.2. Morfolojik Analiz ve Population Doubling Time

Perisitlerin karakterizasyonu icin ilk etapta, inverted 1sitk mikroskobu
altinda kaltir kabina yapisma/ylzeyi kaplama 6zellikleri ve morfolojileri
degerlendirildi.

Hiicre sayilari tripan mavisi boyama yontemiyle hemositometre
kullanarak belirlendi ve population doubling time (PDT, sayisini ikiye katlama
stresi) hesaplamasi her pasaj icin; PDT = Kiltir Zamani / Population doubling
(PD) ve PD = log N/No [N: %80-85 konfluenste tripsinizasyon sonucu elde edilen
hiicre sayisi, No: Kiltiir icin ekilen hicre sayisi, Kiltiir Zamani: Hiicre ekimi ve

tripsinizasyonu arasi gecen zaman (gtin sayisi)] formiulleriyle yapildi (163).
3.1.3. Farklilasma Analizi

iki gruba ait CD146+ hiicrelerin farklilasma kapasitelerini incelemek
amaciyla osteojenik ve adipojenik farklilasma o6zelliklerinin olup olmadig test

edildi.

Osteojenik Farkhlasma: izole edilen iki grup CD146+ hiicreler, {iciincii
pasaja geldiklerinde 5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde alti kuyucuklu kultiir
kaplarina ekildi. Konfluense ulasan hiicrelerin (izerine osteojenik farklilasma
besiyeri [DMEM-LG, %10 FBS, 10”7 M dexamethasone (Sigma), 0,2 mM ascorbic
acid (Sigma) and 10 mM [-glycerophosphate (Sigma)] eklendi. Kontrol
kuyucuklarina ise PGM (1. Grup CD146+ hiicreler icin), DMEM-HG (2. Grup
CD146+ hiicreler igin) eklendi. Tim kuyucuklar 21 gin 37°C’ de %5’ lik COy" li
ortamda inkibe edildi. Haftada iki kez besiyeri degisimi yapildi. Hicre
farklilasmasi, kiltiriin 7, 14 ve 21. giinlerinde inverted 1sitk mikroskobu ile takip
edildi. Osteojenik farklilasma 21. giiniin sonunda alizarin kirmizisi boyamasi
sonucu tayin edildi. Bu amacgla 21 glin sonunda hem farklilasma hem kontrol

kuyucuklarindan besiyerleri cekildi ve hiicreler bir kez PBS ile yikandi. Yikamanin
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ardindan hiicreler 1 mL/kuyucuk %3,7 formaldehit (Merck) ile 37°C’ de 20 dakika
fikse edildi. Fiksasyon sonrasinda kuyucuklara 1’ er mL alizarin kirmizisi eklendi ve
10 dakika oda isisinda inkiibe edildi. inkiibasyon bitiminde hiicrelerin {izerinden
boya uzaklastirildi ve 1 mL distile su ile yikama yapildi. Kontrol ve farklilasma
kuyucuklarinda bulunan hiicrelerdeki osteojenik farklilasma (kalsiyum
kristallerinin birikimi), inverted 151k mikroskobu ile yapilan morfolojik inceleme

sonucu tayin edildi.

Adipojenik Farkhlagma: izole edilen iki grup CD146+ hiicreler tgiinci
pasaja geldiklerinde, 1x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde alti kuyucuklu kaltir
kaplarina ekildi. Konfluense ulasan hiicrelerin (izerine adipojenik farklilasma
besiyeri [DMEM-LG, 10 mM indomethacin (Santa Cruz Biotechnology, Oregon,
ABD), 0,5 mM 3-isobuthylmethyl- xanthine (Sigma), 1 uM dexamethasone
(Sigma), 10 pg/mL insulin (Santa Cruz Biotechnology)] eklendi. Kontrol
kuyucuklarina ise PGM (1. Grup CD146+ hicreler icin), DMEM-HG (2. Grup
CD146+ hiicreler igin) eklendi. Tim kuyucuklar 21 gin 37°C’ de %5’ lik COy" li
ortamda inkiibe edildi. Haftada iki kez besiyeri degisimi yapildi. Hicre
farklilagmasi, kultliriin 7, 14 ve 21. glinlerinde inverted 151k mikroskobu ile takip
edildi. Adipojenik farkhlasma 21. gliniin sonunda oil Red-o boyamasi sonucu tayin
edildi. Bu amagla 21 giin sonunda hem farklilasma hem kontrol kuyucuklarindan
besiyerleri ¢ekildi ve hiicreler bir kez PBS ile yikandi. Yikamanin ardindan hiicreler
1 mL/kuyucuk %3,7 formaldehit ile 37°C’ de 20 dakika fikse edildi. Fiksasyon
sonrasinda kuyucuklara 1' er mL oil Red-o eklendi ve 10 dakika oda isisinda
inkiibe edildi. inkiibasyon bitiminde hiicrelerin tizerinden boya uzaklastirildi ve 1
mL distile su ile yikama yapildi. Kontrol ve farklilasma kuyucuklarinda bulunan
hicrelerdeki adipojenik farklilasma (yag damlaciklarinin olusumu) inverted 151k

mikroskobu ile yapilan morfolojik inceleme sonucu tayin edildi.
3.1.4. Gen ifade Analizi

Pasaj lice gelen 1. ve 2. grup CD146+ hicrelerin (n=3), total hicresel
ribonucleic acid (RNA) miktari, EZ-10 Spin Column Total RNA Mini-Preps Kit (Bio

Basic Inc., Kanada) kullanilarak izole edildi. izole edilen RNA konsantrasyonu,



35

NanoDrop ND-1000 spektrofotometre (Thermo Ficher Scientific Inc., ABD)
kullanilarak 260 nm’ de 6lglldi ve A260/A280 orani RNA ekstraksiyon kalitesini
olgmek amaciyla kullanildi. RNA’ lar -80°C’ lik dondurucuda ileri deney asamalari
icin saklandi. Kontrol olarak ticari olarak satin alinan Ki MKH' lerinden (ATCC,
ABD) elde edilen RNA' lar kullanildi.

Kantitatif Transkriptom Analizi: Bu calisma Hacettepe Universitesi ileri
Teknolojiler Arastirma ve Uygulama Merkezi' nde Yrd. Do¢. Dr. Ekim Taskiran
tarafindan gerceklestirildi. ilk asamada her bir érnek icin 10’ ar ng total RNA
alinarak VILO Superscript complementary deoxyribonucleic acid (cDNA) sentez kiti
ile cDNA sentezi gergeklestirildi. Elde edilen cDNA’ lar kitlphane olusturulmasi
icin lon Code plakalar’ na yiklendi ve Ampliseq Transcriptome Human Gene
Expression kit ile lon Chef cihazinda kitlUphaneler olusturuldu. Kitiphane
olusturulurken her bir 6rnege ayri bir barkod dizisi eklenerek, érneklerin ayni
yeni nesil dizileme kosumunda sekanslanmasina olanak saglandi. Kiitliphanelerin
kantitatif miktar tayini Qubit cihazi ve PicoGreen kit kullanilarak florometrik
yontem ile yapildi. Qubit dsDNA High Sensitive Quantitation kit icerisindeki
standartlar yardimi ile ift zincirli deoxyribonucleic acid (DNA) molekdillerinin
miktari saptandi. Her bir kiitiiphanenin 100 pM’ lik ara stok sollisyonundan 1,7’
ser uL alinarak nikleaz icermeyen 92 L su igerisinde birlestirildi. Kittiphanelerin
klonal amplifikasyonu icin lon Pl Hi-Q OT2 200 kiti kullanildi. Yeni nesil dizileme
reaksiyonu ise lon Pl Hi-Q Sequencing 200 Kit kullanilarak lon Proton cihazinda
gerceklestirildi. Veri analizi icin Torrent Server Ulzerinde bulunan analiz plug-in
kodlari kullanildi. ~ Yeni nesil dizileme reaksiyonu sonrasi elde edilen tim
okumalar “read per millions” metodu ile normalize edildi ve karsilastirmali olarak

incelendi.
3.2. 1. Grup CD146+ Hiicrelerin ileri Karakterizasyonu
3.2.1. Akim Sitometri Analizi

Pasaj lice gelen 1. grup CD146+ hiicrelerin ylizey belirteci ifadeleri akim
sitometri yontemiyle oOlcildi (FACS Aria flow cytometer, BD Biosciences).

Sonuclar kordon kani MKH’ leri icin 0Olgilen akim sitometri degerleri ile
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karsilastirildi. MKH’ ler kordon kani mononiikleer hiicrelerinden (MNH, n=3) elde
edildi (161). insan kordon kani MNH’ leri, Ficoll-Paque (1.077 g/mL; GE
Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, ingiltere) yogunluk gradiyent yéntemi
ile ayrildi. Kordon kani 6rnegi 50 mL’lik santrifiij tlplerine aktarildi ve total hacmi
hesaplandi. 1500 rpm’de 10 dakika (Eppendorf Centrifuge 5810, Almanya) frensiz
santrifiij yapildi. Uzerinde olusan plazma tabakasi uzaklastirildi. Uzaklastirililan
plazma miktari kadar PBS eklendi. 50 mL Leucosep tlpler (Greiner Bio One,
Avustralya) icine paylastirildi ve Ficoll-Paque koyuldu. PBS ile sulandirilan 6rnek
iki kati olacak sekilde tliplere aktarildi. 15 dakika yine frensiz santrifiij yapildi.
Olusan MNH' ler yeni 50 mL' lik tiiplere toplandi. Uzerleri PBS ile 50 ml’ye
tamamlandi ve alti dakika santriflij yapildi. Supernatan atildiktan sonra tim
tiplerdeki peletler tek bir 50 mL’lik tiipte toplandi. Uzerleri PBS ile 50 mL’ye
tamamlandi. 10 dakika frensiz santriflj yapildi. Supernatan atildi ve pelet 50 mL
PBS ile dilue edildi. MNH’ ler tripan mavisi boyama yontemiyle sayildi ve a -MEM
(GIBCO, Invitrogen) [%20 FBS (Invitrogen), 100 U/mL penicillin, 100 pL/mL
streptomycin ve %1 L-glutamine (Sigma) ile zenginlestirerek] icerisinde 37°C’ de
%5’ lik CO2’ li inkUbatorde kiltlire alindi. Kialtirin Gglinct ginlinde, sispanse
halde olan hiicreler uzaklastirildi ve kiltir kabi ylzeyine yapisan hiicreler MKH
olarak degerlendirildi. Taze kiiltiir besiyeri eklendi ve iki glinde bir besiyeri
degistirildi. %80-85 konfluense ulasan hiicreler TrypLE sollGsyonu ile kiltur kabi
yuzeyinden kaldirildi ve hiicre canlihgl tripan mavisi boyama yontemiyle tayin
edildi. Pasaj Uice getirilen MKH’ ler; adipojenik ve osteojenik farklilasma
kapasitelerine (Protokol icin bkz. Sayfa 33-34) ve akim sitometri yontemi ile
hiicre ylizey belirteci ifadelerine gore karakterize edildi.

Akim sitometri analizi icin CD146+ perisitler ve MKH’ ler, 2-5x10° hiicre
/mL FACS tamponu ile stispanse edildi ve 200 g’ de bes dakika santrifdj ile
¢Oktirildl. Sonrasinda hiicreler floresan-konjuge anti-human antikorlari [anti-
human CD146 phycoerythrin (PE), anti-human CD31 fluorescein isothiocyanate
(FITC), anti-human CD105 allophycocyanin (APC), anti-human CDA45 peridinin
chlorophyll protein (PerCP) ve anti-human CD34-PE] ile isaretlendi. Tim
antikorlar Becton Dickinson Pharmingen’den (BD) alindi. CD146+ perisitlerin

karakterizasyonu icin ayrica anti-human a-SMA-APC (R&D Systems, Minneapolis,
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MN, ABD) kullanildi. Hicreler bu antikorlar ile 20 dakika karanlikta oda
sicakhginda inkiibe edildi. izotip kontrol olarak IgG1-PE, IgG1-FITC, IgG1-PerCP ve
IgG1-APC kullanildi. Hicreler U¢ kez FACS tamponu ile yikandiktan sonra,
analizleri BD FACS Diva Analysis Software v6.1.2 (BD Biosciences) ile yapildi.

3.2.2. immiinfloresan isaretleme

CD146+ hiicrelere 0zgli belirteglerin (MAP1B ve NG2) varlig
imminfloresan boyama yontemiyle tayin edildi (161). Bu amacla hiicreler PGM
ile 37°C" de %5’ lik CO’ li inkubatdrde kultire alindi. Haftada iki kez kaltir
besiyeri degistirildi. Konfluense ulasan hiicrelerin lzerindeki besiyeri ¢ekildi ve
hiicreler PBS ile yikandi. Yikamanin ardindan hiicreler %3,7 formaldehit ile 37°C’
de 20 dakika fikse edildi. Ardindan PBS ile iki kez yikanan hiicreler, %0,2
Triton/PBS (Sigma) ile 37°C’ de 5 dakika bekletilerek permeabilize edildi. Blokaj
islemi igin, %0,05 Tween/PBS (Sigma) ile iki kez yikanan hicreler, %10 tavsan
serumu (Life Technologies) icerisinde 37°C’ de 30 dakika inkibe edildi. Blokaj
islemi sonrasi hiicreler, primer antikorlar (mouse anti-MAP1B ve mouse anti-NG2
antibody (Abcam Inc., Cambridge, MA, ABD)) ile 1 saat 37°C' de bekletildi. %0,05
Tween/PBS ile bes kez yikanan hicrelere ikinci kez %10 tavsan serumu varliginda
15 dakika 37°C’ de blokaj uygulandi. Son olarak, sekonder antikor Alexa 488
(Abcam), aktin boyasi Phalloidin (Life Technologies) ve cekirdek boyasi 4',6-
Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride (DAPI) (Applichem) ile 1 saat
37°C' de isaretlenen hucreler, sekiz kez %0,05 Tween/PBS ve bir kez dH>0 ile
yikandi. Hicreler Gzerindeki floresan sinyali floresan mikroskop (Leica 6600,

Almanya) ile gérintilendi.

3.3. CD146+ Perisitlerin Endotel Hiicrelerine, Damar Diiz Kas Hiicrelerine

ve Fibroblastlara Farklilasabilme Kapasitelerinin incelenmesi
3.3.1. Endotel Hiicresine Farkhilasma

Perisitleri endotel hiicrelerine farklilastirmak amaciyla, MKH’ lerin
endotel hiicrelerine farklilasmalarini saglayan besiyeri kullanildi (114, 115, 164).

CD146+ hicreler alti ve 24 kuyucuklu kultir kaplarina 5x10° hiicre/cm? olacak
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sekilde ekildi ve PGM iginde 37 °C’ deki %5’ lik CO;’ li inklibatérde inkibe edildi.
Konfluent duruma geldiklerinde kiltur besiyeri ¢ekilip kuyucuklar bir kez PBS ile
yikandi. Endotel hucresi farklilasma besiyeri [DMEM-LG (Gibco, Life
Technologies), 100 ng/mL VEGF (Sigma-Aldrich, USA), 50 ng/mL epidermal
growth factor (EGF, PeproTech, ingiltere), 1 pg/mL hydrocortisone (Sigma-
Aldrich), %5 FBS, %1 Penicillin-Streptomycin (10.000 pg/mL, Life Technologies,
USA)] eklendi ve hiicreler 14 giin kadar 37 °C'de %5’ lik CO;’ li inkibatorde
inklibe edildi. Besiyeri her iki glinde bir degistirildi. Elde edilen hiicreler tripsinle
kaldirihp endotel hiicresi ylizey belirteglerine 6zgli monoklonal antikorlar olan
anti-human CD31 - FITC, anti-human VEGF receptor 1 (VEGFR-1, R&D Systems,
Minneapolis, MN) - PE ve anti-human VEGFR-2 (R&D Systems, Minneapolis, MN)
- PerCP ile isaretlenerek akim sitometrisi ile analiz edildi.

Endotel hiicresi farklilasmasi gerceklesmedigi takdirde tunika intima
tabakasinin olusturulmasi icin kullanilacak HUVEC' ler ticari olarak Lonza
(Switzerland) firmasindan temin edildi. Bu hicreler akim sitometrisi ile anti-
human CD31 FITC, anti-human VEGFR-1 PE ve anti-human VEGFR-2 PerCP

antikorlari kullanilarak analiz edildi.
3.3.2. Fibroblast Farklilagmasi

Perisitleri fibroblastlara farklilastirmak amaciyla, MKH’ lerin fibroblastlara
farkhilasmalarini saglayan yontem kullanildi (165). Hicreler, alti kuyucuklu kaltir
kaplarina 5x103 hiicre/cm? olacak sekilde ekildi ve PGM icinde 37°C’ de %5’ lik
COy’ li inklibatorde inkiibe edildi. Konfluent duruma geldiklerinde kiltiir besiyeri
cekilip kuyucuklar bir kez PBS ile yikandi. Fibroblast farklilasma besiyeri (FM)
[DMEM-LG, 100 ng/mL connective tissue growth factor (CTGF, Sigma Aldrich), 50
ug/mL ascorbic acid, %10 FBS, 1% Penicillin-Streptomycin] eklendi ve hicreler 21
gln kadar FM icerisinde inkilibe edildi. Besiyeri her iki glinde bir degistirildi. Elde
edilen hicreler, TrypLE ile kaldirihp fibroblast hiicre ylizey belirteclerine 6zgi
monoklonal antikorlar (anti-tenascin-C (Abcam) ve anti-collagen type | (Abcam))
ile boyanarak, immiinfloresan boyamalarla analiz edildi.

Farklilasma besiyeri ile 21 gin inkiibe edilen CD146+ perisitlerin

fibroblastlara 6zgli gen ifadeleri (tenascin-C ve kollajen tip 1) bir de kantitatif
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gercek zamanli PZR ile test edildi. PGM ile kiltirleri yapilan perisitler negatif
kontrol grubu, fibroblast bliyiime besiyeri (FGM, Promocell) ile kiltlrleri yapilan
siinnet derisi fibroblastlari (ATCC) ise pozitif kontrol grubu olarak degerlendirildi.
Total hiicresel RNA, EZ-10 Spin Column Total RNA Mini-Preps Kit (Bio Basic Inc.)
kullanilarak izole edildi. izole edilen RNA konsantrasyonu, NanoDrop ND-1000
spektrofotometre (Thermo Ficher Scientific Inc.) kullanilarak 260 nm’ de ol¢ildi
ve A260/A280 orani RNA ekstraksiyon kalitesini 6lgmek amaciyla kullanildi.
iScript cDNA Synthesis Kit (Bio Rad, ABD) kullanilarak RNA 6rneklerinden cDNA
sentezi yapildi. Gergek zamanli kantitatif PZR ile gen ifadelerinin belirlenmesi
amaciyla LightCycler® 480 Il (Roche, Almanya) cihazi kullanildi. Son PZR
reaksiyonu, 384 cukurlu gPCR plagi kullanildigindan, 10 pL [8 puL master mix: 1X
primer-probe (Tagman Gene expression assays, Thermo Fisher Scientific Inc.), 1X
Light Cycler 480 probes master (Roche) ve niikleaz icermeyen su ve 2 puL cDNA]
olarak belirlendi. Kantitatif PZR kosulu: 95°C’ de 10 dakika denatirasyon
basamagi; toplamda 45 dongi olacak sekilde 95°C’ de 10 saniye, 60°C’ de 30
saniye ve 72°C’ de 1 saniye PZR basamagl ve 40°C’ de 30 saniye sogutma
basamagi olarak ayarlandi. Her farkli deney kosulu igin bes biyolojik tekrar (n=5)
calisildi ve her ornek icin Ug¢ teknik tekrar yapildi. LightCycler® 480 Il yazilimi
kullanilarak hedef ve referans genler icin crossing point (Cp) veya threshold cycle

(Ct) degeri hesaplandi.
3.3.3. Diiz Kas Hiicresine Farklilagma

Perisitleri damar diiz kas hicrelerine farkhlastirmak amaciyla farkh
yontemler kullanildi ve en etkili yontem ve besiyeri igerigi belirlendi. Birinci
yontem olarak hipoksik ortam kosullarina sahip inklbator (%5 02) kullanild
(166). Hiicreler alti kuyucuklu kiiltiir kaplarinda, 5x103 hiicre/cm? olacak sekilde
ekildi ve PGM iginde 37 °C’ deki %5’ lik COy’ li inkiibatérde konfluent duruma
gelene kadar inkiibe edildi. Konfluent duruma geldiklerinde kiiltlir besiyeri diiz
kas hiicre farklilasma besiyeri (SMCM) [Smooth Muscle Cell Basal Medium
(PromoCell) (0.05 mL/mL FBS, 0.5 ng/mL EGF (PeproTech, ingiltere), 2 ng/mL
basic fibroblast growth factor (bFGF, ImmunoTools, Almanya), 5 pg/mL insulin

(Santa Cruz Biotechnology), %1 Penicillin-Streptomycin (10.000 pg/mL, Life
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Technologies)] ile degistirildi ve hicreler iki glin PGM ve SMCM igerisinde
hipoksik ortamda inkiibe edildi. Normoksik kosullara sahip ortamda (37°C’ de %5’
lik COy’ li inklibator) inkibe edilen hiicreler kontrol grubu olarak kullanildi.

ikinci ydntem olarak, CD146+ hiicreler 21 giin kadar SMCM icerisinde
37°C'de %5’ lik CO2’ li inkiibatorde inkiibe edildi. Besiyeri her iki giinde bir
degistirildi. Elde edilen hicreler, diz kas hiicre ylizey markerlarina 06zgi
monoklonal antikorlar (anti-human a-SMA (Abcam), anti-human calponin (R&D
Systems), anti-human caldesmon (R&D Systems)) ile boyanarak immiinfloresan
boyamalar ve akim sitometrisi ile analiz edildi.

Uciincii ydntem olarak, farkhilastirma siiresini kisaltmak amaciyla, CD146+
hicrelerin diiz kas hiicrelerine farklilasmasi icin ¢ farkli besiyeri icerigi denendi.
Bu amacla H.U. Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenen ve asagida belirtilen g farkli besiyeri ortaminin denendigi proje

tamamlandi (Proje No: THD-2015-6461).

Besiyeri 1 (M1): DMEM-LG, 5 ng/mL TGFB-1 (Peprotech), 2,5 ng/mL Bone
Morphogenic Protein 4 (BMP4, Biolegend, ABD), %1 FBS ve %1 Pen-Strep.
CD146+ perivaskiler hicreler M1 besiyerinde, 37°C' de %5 CO2' |i nemli

inkGibatorde yedi giin inkiibe edildi ve iki glinde bir besiyeri degisimi yapildi (167).

Besiyeri 2 (M2): DMEM-LG, 1 ng/ml TGFB-1, 30 uM L-ascorbic acid (L-AA), %20
FBS ve %1 Pen-Strep. CD146+ hiicreler M2 besiyerinde 37°C’ de %5 CO;’ li nemli

inkliibatorde yedi glin inkiibe edildi ve iki glinde bir besiyeri degisimi yapildi (168).

Besiyeri 3 (M3): DMEM-LG, %2 at serumu ve %1 Pen-Strep. CD146+ hiicreler M3
besiyerinde 37°C’ de %5 CO;’ li nemli inkiibatérde yedi giin inkiibe edildi ve iki
ginde bir besiyeri degisimi yapildi (169).

Yedi giin sonunda hiicreler, diiz kas hiicre ylzey belirteclerine 6zgi
monoklonal antikorlar (anti-a-SMA, anti-calponin, anti-caldesmon) ile boyanarak
immunfloresan boyamalarla analiz edildi. Analizler floresan mikroskop ile
gerceklestirildi.

ikinci bir BAP projesi kapsaminda (Proje No: THD-2016-10504), CD146+

hiicrelerin damar diz kas hiicrelerine ve fibroblastlara farklilasma kapasiteleri
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gercek zamanh PZR yontemi ile incelendi. Bu amagla, CD146+ perivaskiler
hicreler PGM ile kiltire edildi ve ¢ogaltildi. %80-85 konfluent olan hiicreler
TrypLE soliisyonu ile muamele edilerek pasajlama yapildi ve hiicre sayisi tripan
mavisi ile boyanarak belirlendi. Pasaj Ulge getirilmis CD146+ hiicreler alti
kuyucuklu kaltir plaklarinda PGM ile ¢ogaltildi ve %80-85 konfluent olduklarinda
dort farklh diiz kas farkhlasma besiyeri (SMCM, M1, M2 ve M3) ile inklibe edildi.
Fibroblast farklilasmasi icin ise; pasaj Uce getirilmis CD146+ hicreler alti
kuyucuklu kultir plaklarinda PGM ile c¢ogaltildi ve %80-85 konfluense
ulastiklarinda FM ile 37°C’ de %5 CO2’ li nemli inkiibatérde 21 gilin inkiibe edildi.
iki glinde bir besiyeri degisimi yapildi. Kontrol grubu olarak PGM icinde kiiltiirii
yapilan hicreler kullanildi.

Farklilasma besiyerleri ile inkiibe edilen hiicrelerin ve pozitif kontrol diiz
kas hicreleri olarak kullanilan human umbilical artery smooth muscle cells
(hUASMC, Lonza, isvicre), diiz kas hiicrelerine (calponin, caldesmon ve a-SMA) ve
fibroblastlara 6zgl (tenascin-C, kollajen tip 1) gen ifadeleri kantitatif gercek
zamanl PZR ile analiz edildi (n=5). Total hiicresel RNA izolasyonu, cDNA sentezi
ve gercek zamanh kantitatif PZR ile gen ifadelerinin belirlenmesi islemleri

Oonceden belirtilen protokole gére yapildi.
3.4. Ug Boyutlu Damar Yapisinin Olusturulmasi

Damar yapisinda bulunan katmanlari taklit etmek amaciyla; CD146+
hicrelerden farkhlastirilan ve sirasiyla damarin orta ve dis katmaninda (tunika
medya ve tunika adventisya) bulundugu bilinen diz kas hiicreleri ve fibroblastlar,
yine damar yapisinda bulundugu bilinen ekstraselliiler matriks proteinleri ve
glikozaminoglikanlar ile bir araya getirilerek 3B yapilar olusturuldu. Bu amaca

yonelik farkli yontemler denendi.

Birinci ydontem kapsaminda; hiicre tabaka mihendisligi yontemi kullanilarak diiz
kas hicresi ve fibroblast tabakalari elde edildi (tunika medya ve tunika

adventisya tabakasi) ve aralarina kollajen tip | yerlestirildi.

ikinci ydntem olarak; tunika medya katmanini taklit etmek amaciyla kollajen tip |

ve elastin bir araya getirildi ve yapinin saglamhgi icin “crosslinking” yontemi
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uygulandi. Tunika advetisya katmanini taklit etmek amaciyla kollajen tip | ve
fibrin bir araya getirildi. Sonrasinda olusturulan bu katmanlar Uzerine diiz kas
hicreleri (tunika medya) ve fibroblastlar (tunika adventisya) ekildi ve kiltarleri

yapildi.

Ugiincii yontemde; tunika medya (kollajen tip |, elastin ve diiz kas hiicreleri) ve
tunika adventisya (kollajen tip |, fibrin ve fibroblastlar) katmanlari silindirik bir

formda bir araya getirildi ve kiiltirleri gerceklestirildi.

Dordiincii yontem olarak; damarin tunika medya (kollajen tip I, elastin, dermatan
sulfat ve diz kas hicreleri), tunika intima (fibronektin, heparin ve HUVEC) ve
tunika adventisya (kollajen tip |, fibrin ve fibroblastlar) katmanlari bir araya

getirilerek 3B tlbller damar yapisi olusturuldu.

3.4.1. Diiz Kas Hiicresi ve Fibroblast Tabakalarinin Elde Edilmesi ve Bu
Tabakalarin Ekstraselliller Matriks Proteinleriyle Bir Araya

Getirilmesi (Hiicre Tabaka Miihendisligi Denemesi)

Pasaj U¢ge getirilen CD146+ hiicreler diiz kas hiicrelerine ve fibroblastlara
farklilastirildi. 50.000 fibroblast ve 50.000 diiz kas hiicresi PNIPAAm kapli Nunc™
UpCell™ kultur plaklarina (Thermo Fisher Scientific) ekildi ve sirasiyla fibroblast
blylme besiyeri (Promocell) ve diiz kas hiicresi bliylime besiyeri (Promocell) ile
37°C’ de %5 CO7’ li nemli inkiibatérde cogaltildi. Fibroblast ve diiz kas hicre
tabakalari, Gretici firmanin talimatlarina goére (Nunc UpCell, Thermo Fisher
Scientific) elde edildi (Sekil 3.2). Kisaca, hicreler konfluent olduktan sonra
Uzerlerindeki besiyeri cekildi ve 50 pL’ ye yakin oda isisina getirilmis besiyeri
eklendi. Hiicrelerin lizerine membran (Thermo Fisher Scientific, USA) yerlestirildi
ve 24-25°C’ de hiicre tabakasi ylzeyden ayrilana kadar (15-40 dakika) beklendi.
Steril bir penset yardimiyla membran kaldirilarak yeni bir alana yerlestirildi ve
Uzerine 10-25 pL/cm? olacak sekilde besiyeri eklendi. Fibroblastlar Gistte olacak
sekilde yeni plakaya yerlestirilen hiicre tabakasi lzerine jel haline getirilmis
kollajen tip | (VitroCol®, Advanced BioMatrix, CA) eklendi. Fibroblast+kollajen tip

| yapisi Gizerine membran yardimiyla diiz kas hticre tabakasi eklendi. 30 dakika’ ya
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yakin 37°C’ de inklbe edilerek, hiicre tabakalarinin membrandan ayrilmasi
saglandi. Membran Uzerine 1 mL besiyeri eklendi ve steril penset yardimiyla
dikkatlice membran hiicre tabakasi Uzerinden cekildi. Fibroblast tabakasi +
kollajen tip | jel + diiz kas hiicre tabakasindan olusan (¢ kath yapi meydana

getirildi (Sekil 3.2). Yapi, 37°C" de %5 CO_’ li nemli inklibatérde inkibe edildi.

Yedinci glin sonunda bu yapidan alinan kesitler fikse edildikten sonra
paraffin bloklara gémildii ve Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali’nda Prof. Dr. Petek Korkusuz tarafindan transmission
electron microscopy (TEM) goruntuleri elde edildi (protokol icin Bkz. Sayfa 51).
Fikse edilen, parafin bloklara gomiilen ve kesitleri alinan Ui¢ kath yapi

Hematoxylin — Eosin (HE) ile boyandi.

FIBROBLASTLAR

‘ 22°%

DUz KAS HUCRELERI

‘ 2°%

Sekil 3.2. Hiicre tabaka miuhendisligi yaklasimiyla damar modeli olusturulmasi.

3.4.2. Tunika Medya + Tunika Adventisya (Crosslinking Denemesi)

Damarin orta katmani olan tunika medyada yer aldigini bildigimiz
ekstraselliiler matriks proteinlerinden kollajen tip | ve elastinin 6nce ayri ayri jel
yapilarinin olusturulmasi ve bu iki jel yapisinin iki farkli oranda birlestirilmesi
hedeflendi. 3B kollajen tip | jel yapisi Ureticinin talimatlari dogrultusunda
olusturuldu. Kisaca, sekiz birim kollajen tip | lGzerine yavasca bir birim 10X PBS
eklendi ve 0,1 M NaOH kullanilarak karisimin pH’si yaklasik 7,4’ e ayarlandi. Tim
islemler buz lizerinde gerceklestirildi.

Kollajen tip | ve elastin (Elastin Products Company, Inc., ABD), 2:1 ve 1:1,5

olacak sekilde iki farkh oranda karistirildi. Elde edilen kollajen tip | + elastin
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karisimlari 96 kuyucuklu kiltiir plagina paylastirildi. iki-ic saat 37°C’ de
bekletilerek jel olusumu saglandi. Olusturulan iki farkli matriks yapisi Gzerinde iki

farkl crosslinking islemi uygulandi.

1. Yontem:

e MES: 30 dk. oda sicakligi
e MES+NHS+EDC: 4 saat

e Na2HPO4: 1 saat

e Na2HPO4: 1 saat

e NaCl: 2 saat

e NaCl: 1 giln

e 1 kere distile su ile yikandi.

2. Yontem:

e EDC (5 mM in 90% ethanol): 18 saat
e Na2HPO4: 1 saat
e PBS: 1 saat

(MES: 2 -morpholinoethane sulphonic acid, NHS: N-hydroxysuccinimide, EDC: 1-
ethyl-3-(3-dimethylamino) propy! carbodiimide.)

Olusturulan matriks yapilari tzerine CD146+ hiicrelerden farklilastirilan
diiz kas hiicrelerinin ekimi yapildi. Yedi gliniin sonunda hicre+matriks yapilari
%10 formalin soliisyonu icerisinde fikse edildi. ikinci crosslinking ydnteminin
uygulandigl “kollajen tip | + elastin” ve hiicre karisimi annexin V + DAPI + Pl ile
boyandi. Bu amagla “The Dead Cell Apoptosis Kit with Annexin V Alexa Fluor™
488 & Propidium lodide” kiti (Invitrogen, ABD) kullanildi. Ureticinin talimatlari
dogrultusunda, éncelikle 6rnek tizerindeki besiyeri cekildi. Ornek énce soguk PBS
ile daha sonra 1X Annexin Binding Buffer (ABB) ile yikandi. 250 uL ABB lizerine
62,5 uL annexin V (her 100 uL icin 5 — 25 uL) ve 5 uL propidium iodide (Pl, 100
pug/mL) (her 100 pL icin 1 — 2 pL) solisyonundan eklendi ve 6rnegin Uzerine
uygulandi. Oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi. Ornek iki kere ABB ile yikandi
ve floresan mikroskopta gorintiilendi.

Damarin en dis katmani tunika adventisyada yer aldigini bildigimiz
ekstraselliler matriks proteinlerinden kollajen tip | ve fibrinin 6nce ayri ayri jel
yapilarinin olusturulmasi ve bu iki jel yapisinin birlestirilmesi hedeflendi. 3B

kollajen tip | jel 6nceden belirtilen protokole gore hazirlandi (Bkz. sayfa 43). 3B
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fibrin jel ise literatirde onceden tanimlanan yéntemle olusturuldu (170, 171).
Kisaca, 2 mL fibrinojen (6 mg/mL, Sigma, USA) ve 500 pL thrombin solisyonu [2
mL DMEM-LG icine 37,5 pL thrombin (2,5 Unite, Sigma, USA) ve 7,5 uL calcium
chloride (2N, Sigma, USA)] karistirildi. Olusturulan fibrinojen+trombin (fibrin)
karisimi 96 well plate kuyucuklarina paylastirildi. Ayrica olusturulan fibrin karisimi
ile kollajen tip |, 2:1 oraninda karistirilarak farkl kuyucuklara paylastirildi. iki-iig
saat 37°C’ de jel olusumu beklendi.

Olusturulan matriks yapilari (kollajen tip |, fibrin, kollajen tip I+fibrin)
Uzerine hiicre ekimi yapildi. Hicre ekimi yapilmayan matriks yapilari kontrol
olarak kullanildi. Yedinci gliniin sonunda %10 formalin sollsyonu icerisinde fikse
edilen kollajen tip |1, fibrin, kollajen+fibrin ve matriks+hiicre yapilari parafin

bloklar icine gdmildi. HE ve Masson’s Trichrome boyamalari yapildi.
3.4.3. Tunika Medya + Tunika Adventisya (Silindirik Yapi Denemesi)

Damarin orta katmanini meydana getiren kollajen tip | ve elastin 2:1
oraninda karistirilarak 3B silindirik yapida jel meydana getirildi. Uzerine ise
CD146+ hiicrelerden farkhlastirilan diz kas hicreleri ekildi (1x10® hiicre/mL)
(Sekil 3.3A). iki hafta boyunca hiicrelerin jel icerisine penetre olup tutunmasi

beklendi. Bir ay sonunda dis katman yapiya eklendi (Sekil 3.3B, C).

Sekil 3.3. iki katmanli damar modeli olusturma denemesi. A) Tunika medya-
benzeri yapinin olusturulmasi, B) Tunika medya (solda) ve tunika
adventisya (sagda) benzeri yapilarin hazirlandigi diizenekler, C) Tunika
medya ve tunika adventisya-benzeri yapilarin birlestirilmesi.
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Damarin dis katmanini meydana getiren ekstraselliiler matriks proteinleri
kollajen tip | ve fibrin 1:1 oraninda karistirilarak orta katman etrafina silindirik bir
yapi meydana getirecek sekilde eklendi. Jel icerisine CD146+ hiicrelerden
farklilastirilan fibroblastlar da karistirildi (1x108 hiicre/mL) (Sekil 3.3C). iki hafta
boyunca iki katmanli silindirik damar yapisi kiltirde bekletildi. Bu sirenin
sonunda iki katman birbirinden ayrildi ve karakterizasyon testlerinin
yapilabilmesi amaciyla histolojik doku takibi sonrasi parafin bloklar icine
gomdildi. Kizakli mikrotomda elde edilen 5-7 um kalinhgindaki seri kesitler
deparafinizasyon sonrasi, genel morfolojiyi saptamak igin HE ile, kollajen fibrilleri

gorintilemek icin Masson’s Trichrome yontemiyle boyandi.

3.4.4. Tunika Medya + Tunika intima + Tunika Adventisya (U¢ Katmanli

Damar Yapisi Olusturulmasi)

e Hiicre Canhlig ve Proliferasyon Testi

Diiz kas hiicreleri, fibroblastlar ve HUVEC' lerin (Lonza) ilgili matriks
proteini karisimlarinin icinde kiltirleri sirasinda tutunma ve canliliklart Water
Soluble Tetrazolium-1 (WST-1) Cell Proliferation Assay Kit (Cayman Chemical,
ABD) ile dlctldi. HUVEC' ler 5000 hiicre/well olacak sekilde, fibronektin (250
pug/mL) ve heparin (3,78 mg/mL) ile kaplanan 96 kuyucuklu kiltir kaplarina ekildi
ve Endothelial Growth Medium (EGM, Promocell) ile kilturleri yapildi. Haftada iki
kere kultir besiyeri degistirildi. Diz kas htcreleri kollajen tip | (1,6 mg/mL),
elastin (0,8 mg/mL) ve dermatan sulfat (0,01 mg/mL, R&D Systems) ile 5x10°
hicre/mL olacak sekilde karistirildi ve 96 kuyucuklu kultir kaplari icinde 37°C’ de
2-3 saat jel olusumu beklendi. Jellesme sonrasi hiicre-matriks karisimi Uzerine
SMCM eklendi ve 37°C’ de 5%’ lik CO; inklibatorde kilturleri yapildi. Haftada iki
kere kultiir besiyeri degistirildi. Fibroblastlar, kollajen tip | (1,6 mg/mL) ve fibrin
(1,6 mg/mL) ile 5x10° hiicre/mL olacak sekilde karistirildi ve 96 kuyucuklu kaltir
kaplari icinde 37°C’ de 2-3 saat jel olusumu beklendi. Jellesme sonrasi hiicre-
matriks karisimi Gzerine FM eklendi ve 37°C’ de 5%’ lik CO; inkiibatorde kiltirleri
yapildi. Haftada iki kere kiltiir besiyeri degistirildi. Hlicre proliferasyonu ve

canlihg, kiltlrlerin 1., 2., ve 3. haftalari sonunda kit Ureticisinin talimatlarina
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gore test edildi. Kisaca, 10 pL WST-1 karisimi 100 ulL kiltir besiyeri igeren hicre
kiltirleri ve sadece besiyeri iceren (blank) kuyucuklara eklendi. WST-1’ in
besiyeri ile homojen sekilde karismasi i¢in kiltlir plaklari 1 dakika hafifce
sallandiktan sonra, hiicreler 2 saat 37°C’ de 5%’ lik CO; inklibatorde inkibe edildi.
Reaksiyon sonucu olusan renk degisiminin homojen sekilde yayilabilmesi igin
kiltir plaklan 1 dakika hafifce sallandi. Son olarak her 6rnek icin olusan
absorbans degeri (OD) mikroplaka okuyucusu ile 450 nm dalga boyunda okundu.
Veriler; (Ornegin OD Degeri-Blank’in OD degeri) x 100/Ornegin OD Degeri
seklinde hesaplandi. Matriks proteinleriyle karistirilmayan hicrelerin kulttrd

sonucu yapilan WST-1 testleri, kontrol gruplari olarak degerlendirildi.

e Ug Katmanl Damar Yapisinin Olusturulmasi

Damarin orta katmani olan tunika medya tabakasini olusturmak amaciyla,
bu tabakada bulundugu bilinen, insan kaynakli kollajen tip I, elastin ve dermatan
sulfat, CD146+ hicrelerden farklilastirilan diz kas hicreleri ile karistirildi.
Kollajen tip | soliisyonu, bélim 3.4.1.” de tanimlanan prosedirden farkh olarak,
malzeme icinde yer alan  hicrelerin jellesme sirasinda canliliklarinin
korunabilmesi i¢cin 10X PBS vyerine 10X DMEM-LG kullanilarak hazirlandi.
Hazirlanan kollajen tip | sollisyonu, insan kaynakli elastin ve rekombinant
dermatan silfat (R&D Systems, USA) ile, son konsantrasyonlari sirasiyla 1,65
mg/mL, 0,83 mg/mL ve 0,01 mg/mL olacak sekilde karistirildi (172, 173). Tum bu
islemler buz Gizerinde gergeklestirildi. Bu karisima son olarak CD146+ hiicrelerden
farkhlastirilan diiz kas hucreleri 5x10° hiicre/mL olacak sekilde eklendi ve 35mm'
lik petri icerisinde 37°C’ lik inklibatérde 2-3 saat jel yapisinin olusmasi beklendi.
Jel olusumundan sonra tunika medya yapisinin Gizerine SMCM eklendi. Bu yapinin
15 glin boyunca 37°C’ de 5%’ lik CO; ‘li inklibatorde kultlri yapildi (Sekil 3.4A).
Uc glinde bir kiiltiir besiyeri degistirildi.

Damar vyapisinin limen kismini (tunika intima) olusturmak amaciyla,
olusturulan tunika medya katmaninin ylizeyi, 2 saat 37°C’ de inkiibasyonla,
fibronektin (250 ug/mL, Sigma, USA) ve heparin (3,78 mg/mL, Mustafa Nevzat,
Turkiye) karisimi ile kaplandi. Sonrasinda, HUVEC bu yiizey lzerine “hiicre tabaka

mihendisligi” yontemi kullanilarak tabaka seklinde aktarildi. Bu islem igin
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HUVEC'ler, PNIPAAm kaph hicre kultiir plaklarina ekildi ve EGM ile konfluent
olana kadar 37°C’ de 5%’ lik CO;' li inkibatorde kaltirleri yapildi. HUVEC
tabakasi, Nunc Upcell yizeyinden, Uretici firmanin sagladigi membran yardimiyla,
sicakhgr 15-40 dakika boyunca 24-25°C’ ye duslrerek kardirildi. Membran
Uzerindeki HUVEC tabakasi, fibronektin ve heparin ile kaplanan tunika medya
yapisinin Uzerine transfer edildi. 37°C’ de 30 dakikalik inklilbasyondan sonra,
membran, steril bir penset yardimiyla, HUVEC tabakasini tunika medya Gzerinde
birakacak sekilde ylzeyden cekildi. Tunika medya + tunika intima tabakalarinin
birlikte yedi glin boyunca EGM ile 37°C’ de 5%’ lik CO.’ li inkUibatorde kiltiirl
yapildi (Sekil 3.4A, B). Ug giinde bir kiiltiir besiyeri degistirildi.

Damarin dis katmani olan tunika adventisya tabakasini olusturmak
amaciyla, bu tabakada bulundugu bilinen, insan kaynakh kollajen tip | ve fibrin,
CD146+ hicrelerden farklilastirilan fibroblastlar ile karistirildi. Kollajen tip |
solisyonu bolim 3.4.4." de tanimlanan prosediir ile hazirlandi. Fibrin sollisyonu
(fibrinojen ve thrombin karisimi) ise bolim 3.4.2." de tanimlanan prosedir ile
hazirlandi. Kollajen tip | ve fibrin sollsyonlari, son konsantrasyonlari ikisinin de
1,65 mg/mL olacak sekilde karistirildi (170). Tum bu islemler buz tzerinde
gercgeklestirildi. Bu karisima son olarak CD146+ hicrelerden farklilastirilan
fibroblastlar 5x10°> hucre/mL olacak sekilde eklendi. Olusturulan tunika
adventisya karisimi, kicik petri (35mm capli) icerisinde bulunan tunika medya-
tunika intima yapisi Uzerine eklendi. 37 °C’ lik inklibatorde 2-3 saat jel olusumu
beklendi. Jel olusumundan sonra, (¢ tabakali (tunika adventisya+tunika
medya+tunika intima) yapinin lizerine FM eklendi ve 15 giin 37°C’ de %5’ lik CO>’
li inkiibatorde kiltiiri yapildi (Sekil 3.4A, C). Ug¢ giinde bir kiiltiir besiyeri
degistirildi.

Petri kabi icinde 15 giin kiltlri yapilan, G¢ katmanli damar yapisi, metal
mandrel etrafina sarilarak tibiler (4mm capa sahip) yapida bir greft elde edildi.
Bir glin slreyle kiltir besiyeri icerisinde 37°C' de %5’ lik inkiibatorde
bekletildikten sonra, bu tlibller yapidan karakterizasyon testleri icin drnekler

alindi Sekil 3.4D).
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TM+TI+TA
HUVEC Fibronektin ILE 2
B A *| (Planar formdaki
hiicre Heparin 2

tabakasi
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Sekil 3.4. Ug tabakali damar modelinin olusturulmasindaki ana basamaklar. A)
CD146+ perisitlerin insan gobek kordon veninden izole edilmesi ve
diz kas hicrelerine ve fibroblastlara farklilastirildiktan sonra insan
ekstraselliler matriks proteinleri/glikozaminoglikanlarla birlestirilerek
damar tabakalarinin olusturulmasi, B) Tunika medya (TM) ve tunika
intima (Ti) benzeri iki tabakali yapinin petri kabi icerisindeki
gérinimi, C) TM+Ti+tunika adventisya (TA)-benzeri (¢ tabakali
damar yapisinin petri kabi icerisindeki goriiniimi, D) Metal mandrel
etrafina sarilan Ug¢ tabakali damar yapisinin gérinimi.

e Trombosit Adezyon Testi

Kordon Kani MNH’ leri icerisinden CD34+ hiicrelerin izolasyonu 6nceden
tanimlanan yonteme gore yapildi (174). Taze veya dondurulmus 4-5 dondre ait
MNH’ ler birlestirildi ve konsantrasyonu 2x107 hiicre/mL olacak sekilde ayarlandi.
CD34 + hiicreler negatif secilim yontemiyle Easy Sep Cell Separation System ve
Human Progenitor Enrichment Cocktail (STEMCELL Technologies, Kanada)
kullanilarak Greticinin talimatlari dogrultusunda izole edildi. CD34+ hiicre
populasyonunun safligi akim sitometri yontemiyle dogrulandi (174). CD34+

hiicrelerce zenginlestirilmis kordon kani hiicreleri 12 giin boyunca kiltur edildi.

Megakaryosit/Trombosit farklilasmasi: CD34+ hiicreler /Iscove's Modified
Dulbecco's Medium (IMDM, Invitrogen) besiyeri [%20 serum sollisyonu (BIT,
Stem Cell Technologies), 40 pg/mL LDL (Sigma), 5x10° M 2-mercaptoethanol

(Sigma) ve farkli kombinasyonlarda insan sitokinleri; thrombopoietin (TPO), stem
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cell factor (SCF) ve FIt-3 ligand, PeproTech) ile zenginlestirerek] ile kultlr edildi.
CD34+ hicreler, 2x10* hiicre/mL olacak sekilde OMPC [TPO (35 ng/mL), SCF (10
ng/mL), FL (11 ng/mL)] iginde altinci giinde ve 10. glinde dillisyonlar yapilarak 12
gin kaltirde tutuldu. Akim sitometri yontemiyle, farkhlastirilan hicrelerde,
trombositlere 6zgli belirteg (CD41 ve CD61) ifadeleri 6l¢lildi. 11. glinde Giemsa
boyama yontemiyle megakaryosit morfolojisi incelendi.

Planar yapida olusturulan, HUVEC ekimi yapilip yedi gin kiltirde
bekletilen t¢ katmanli damar yapisi tGzerinden kiiltlr besiyeri ¢ekildi. Bir kez PBS
ile yikama yapildi. Damar yapisinin endotel tabakasi lGzerine 2 mL trombosit
sispansiyonu eklendi ve 37°C’ de %5’ lik CO2’ li inkibatorde iki glin statik
kosullarda kiiltiire edildi. inkiibasyondan sonra trombosit siispansiyonu yapinin
Uzerinden cekildi ve yapismayan hiicreleri uzaklastirmak amaciyla bir kez yavasca
sallayarak PBS ile yikandi. Yapinin lzerine 1 mL PBS eklenerek 6rnegin
kurumamasi saglandi. Ornek iki parcaya kesildi ve bir parcasi dik, bir parcasi yatay
olacak sekilde parafine gémiildi. Sonrasinda yatay parcadan (endotel tabakasi
tarafindan) alinan parafin kesitler, imminfloresan boyama yodntemiyle (anti-
human CD41a - FITC ve anti-human CD61 - PE) boyandi. Gorintller floresan
mikroskopla alindi.

e Hiicre Canhlig Testi

Olusturulan 3B vyapi icerisindeki hicrelerin canlihgi “The Dead Cell
Apoptosis Kit with Annexin V Alexa Fluor™ 488 & Propidium lodide” Kkiti
kullanilarak 6l¢tldi (Protokol icin Bkz. Sayfa 44). Hiicreler konfokal lazer taramali

mikroskopta (LSM Pascal, Zeiss, Almanya) gorintilendi.

e Parafin ve Frozen Kesitlerin Histokimyasal ve immiinfloresan

Boyamalarla Analizi

Histokimyasal analiz icin, damar yapisindan alinan bir parca 6ncelikle %10
formalin (pH: 7,0) icerisinde oda sicakliginda fikse edildi, PBS ile yikandi ve alkol
serilerinden gecirilerek dehidrate edildi. Otomatize doku gomme cihazi ile
parafin blok icine gomiuldikten sonra 5-7 um kalinlikta seri kesitler alindi.
Kesitler, HE, Verhoeff Van Gieson, Mallory ve Masson Trikrom boyama

yontemleri kullanilarak boyandi. Boyanan kesitlerin 1sik  mikroskobunda
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incelenerek, baglantili dijital kamera (Leica DMR, DC500, Wetzlar, Germany) ile
gorintileri elde edildi.

imminfloresan analiz icin, damar yapisinin diger bir parcasi sivi nitrojen
icerisine daldirilarak donduruldu ve -80°C’ de muhafaza edildi. Poly-L-lizin kapl
lamlar Uzerine kriyostat ile 5-7 um kalinlikta alinan kesitler, indirekt
imminfloresan isaretleme yontemiyle boyandi (161). Boyama islemi bolim
3.2.3." te aciklanan yéntem modifiye edilerek gerceklestirildi. U¢ tabakali damar
yapisina eklenen fibroblastlar, diiz kas hticreleri ve endotel hiicreleri sirasiyla
mouse anti-human Tenascin-C, mouse anti-human a-SMA ve mouse anti-human
VEGFR1 antikorlari ile bir gece +4 °C’de inklbe edilerek isaretlendi. Yikama ve
serum blokaji islemlerinden sonra, sekonder antikor Alexa Fluor® 488 —konjuge
rabbit anti-mouse 1gG (Thermo Fisher Scientific) ve cekirdek boyasi DAPI
(Applichem) ile 1 saat oda sicakliginda isaretlenen hiicreler, floresan mikroskop
(Leica) ile incelenerek baglantili kamera ile gorintilendi. Kontrol grubu olarak,
primer antikor boyama basamaginda Uzerine antikor eklenmeyen hiicre grubu

kullanildr.
e Gegirimli ve Taramali Elektron Mikroskobu (TEM ve SEM) Analizleri

Gecirimli elektron mikroskobu analizi icin, damar vyapilan %2,5
glutaraldehit (0,01 M PBS icinde, pH 7.0) icinde bir gece +4°C’ de fikse edildikten
sonra PBS ile yikandi ve %1 osmiyum tetroksid ile 4°C’ de 2 saat tekrar fikse
edildi. Alkol serilerinden gecirildikten sonra otomatize doku gémme cihazi ile
araldit (EMS, Almanya) icine gomiuldi. Yari ince kesitler metilen mavisi Azur I,
ince kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile boyandiktan sonra TEM (Jeol,
JEM1400, Japonya) ve ona bagl dijital kamera (Orius, Almanya) ile analiz edildi.

Scanning electron microscopy analizi icin, damar vyapilart %2,5
glutaraldehit (0,01 M PBS icinde, pH 7.0) icinde bir gece +4°C’ de fikse edildikten
sonra PBS ile yikandi ve alkol serilerinden gecirildi. Kritik nokta kurutucu
(Tousimis, Tayvan) ile kurutulduktan sonra 10 nm kalinhginda palladyum altin ile
kaplandi (Precision etching coating system, GATAN 682, ABD). Bloklar yiksek
voltajli SEM (Fei Quanta 200F, ABD) ve ona bagh 3B dijital gérintileme sistemi
(GATAN) ile gorintilendi.
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4. BULGULAR

4.1. iki Ayri Yontem ile izole Edilen insan Gobek Kordonu Veni CD146+

Perisitlerin Karsilastiriimasi
4.1.1. Morfoloji ve Population Doubling Time

insan gdbek kordonu veni etrafindan iki ayri ydntemle izole edilen ve
kiltire alinan CD146+ hicreler, bir-iki gin icerisinde kultir kabi ylzeyine
yapismaya basladi. 1. Grup’ ta yer alan hicreler iki-l¢ hafta igerisinde %80-85
oraninda konfluense ulasirken, 2. Grup’ ta yer alan hiicrelerin sayilarini ikiye
katlama sireleri daha uzun oldugundan daha ge¢ konfluense ulastiklari ve
genellikle konfluens oranlarinin %70’ i gecmedikleri gbzlemlendi. Pasaj licte elde
edilen 15tk mikroskobu gorintilerine gore, 1. grup hicreler PGM, 2. grup
hicreler zenginlestirilmis DMEM-HG ile kilture edildiklerinde, morfolojik olarak
blylk, dizensiz uzantilari olan, ig bicimli, fibroblast gérinimli hicreler olarak
tanimlandi (Sekil 4.1). iki grup hiicre benzer gériiniime sahip olmalarinin yaninda,
1. Grup’ taki hicrelerin daha c¢ok fibroblast benzeri gériinime sahip oldugu
gozlemlendi (Sekil 4.1). Population doubling time grafigine gore, 1. Grup’ taki
hiicrelerin 2. Grup’ takilere gore kiltirde sayilarini ikiye katlama siireleri daha

kisa olup daha hizli konfluense ulastiklari saptandi (Sekil 4.1).
4.1.2. Adipojenik ve Osteojenik Farklilasma Kapasiteleri

iki gruba ait CD146+ hiicrelerin, adipojenik ve osteojenik farklilasma
kapasiteleri, adipojenik ve osteojenik farklilasma besiyerleri ile 21 giin kiltarleri
sonunda, sirasiyla oil red o ve alizarin kirmizisi boyama yontemleri kullanilarak
tayin edildi. Adipojenik indiiksiyon sonucu, iki gruba ait CD146+ hiicrelerin
sitoplazmalar icinde oil red o ile boyanan yag damlaciklarinin biriktigi
gozlemlendi (Sekil 4.2). iki gruba ait CD146+ hiicrelerin, osteojenik farklilasmalari
sonucu olusmasi ve alizarin kirmizisi ile boyanmasi beklenen kalsiyum agregatlari
nadiren gozlendi ya da hi¢ gézlenmedi (Sekil 4.2). 21 giin boyunca PGM (1. Grup
CD146+ hiicreler icin) ve DMEM-HG (2. Grup CD146+ hiicreler icin) ile kaltdra
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gerceklestirilen hiicrelerde (kontrol grubu) osteojenik ve adipojenik farkhlasma

gozlenmedi (Sekil 4.2).

_Morfoloji

=@=1.Grup =0=2.Grup

20,02

=
o

Population Doubling Time
(Giin)
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PO-P1 P1-P2 P2-P3

Sekil 4.1. iki farkli yéntemle izole edilen insan gdbek kordon veni perisitlerinin
PGM (1. Grup) ve zenginlestirilmis DMEM-HG (2. Grup) ile kilturleri
sonucu ig bicimli morfolojik gériinimleri ve population doubling time
grafigi. Bar = 200 um.

1.grup 2.grup

Adipojenik
Farkhlagma

Osteojenik
Farkhlagma

Sekil 4.2. iki gruba ait insan gdbek kordon veni perisitlerinin adipojenik ve
osteojenik farklilasma kapasitelerinin oil red O ve alizarin kirmizisi
boyama yontemleriyle test edilmesi. Bar = 200 um.
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4.1.3. iki Gruba Ait CD146+ Hiicrelerin Gen ifade Profilleri

iki farkh yéntemle izole edilen Uger dondre ait CD146+ hiicrelerin
transkriptom profili insan MKH transkriptomu ile karsilastirildi. Bu yaklagimda, iki
farkli grubun birbirine benzerligini test etmek igin, torrent server tarafindan
otomatik olarak hesaplanan korelasyon katsayilari incelendi. insan Ki kaynakli
MKH’ ler referans olarak kabul edildiginde iki grup arasinda anlaml bir fark
saptanmadi ve iki grubun da MKH’lere esit derecede benzedigi gosterildi.

Korelasyon analizlerinde fark saptanmayan deney gruplarinin birbirleri ile
karsilastirmali analizi yapildi. Bu yaklasimda ise Ugli gruplarin once kendi
iclerinde ortalamasi alindi ve ardindan karsilastirmaya gecildi. Gen ifade degerleri
kantitatif olarak kiyaslanirken doért kat ve Uzerinde olan ifade degisimleri
listelendi. ifade degisimi saptanan bu genlerin MKH-6zgiil gen olup
olmadiklarinin kontroli igin transkriptom verilerinden yararlanildi. Saglikli MKH
hiicrelerinde ifade olmayan 17 genin 2. Grup’ ta yer alan hiicrelerde, 17 genin ise
1. Grup’ ta yer alan hiicrelerde yiiksek ifadesi saptandi. Bununla beraber, MKH’
lerde ifadesi gbzlenmesine karsin, 12 genin 1. Grupta, 6 genin ise 2. Grupta ifade
edilmedigi gézlendi. 1. Grup’ taki hiicrelerin, 2. Gruba gére; MKH spesifik oldugu
duslinulen genlerden CXCL3, CYGB, PLAU, ESM1, HGF, MT1L, KCNH1, TBX2, EGR1
ve RPLOP2’i daha yiksek diizeyde ifade ettigi gorildi. Buna karsin PRUNE2,
GPC4, TINAGL1, SRGN, EPHA ve HLA-C genlerinin ise 2. Grup hiicrelerde yiiksek
ifadesi tespit edildi. Transkriptom analizlerine gbre, 1. Grupta yer alan hiicrelerin
PDGFRa, CXCL3, STC1, HGF, CYGB, ESM1, E2F7 gen ifadelerinin perisitlere 6zgi
gen ifadeleri olarak literatlirde yer aldiklari bilinmektedir. 1. Grupta yer alan
hiicrelerin bu gen ifadeleri, 2. Grupta yer alan hicrelerinkine kiyasla 9, 40, 29, 12,

25, 14 ve 10,5 kat daha fazla bulunmustur.
4.2. 1. Grup CD146+ Perisitlerin ileri Karakterizasyon Testleri
4.2.1. Hiicreye Ozgii Yiizey Belirteglerinin Tayini- Akim Sitometri Analizi

Uclincii pasaja getirilmis insan gobek kordonu veni perisitlerinin
bulundurduklari ylzey belirtecleri akim sitometri yontemiyle belirlendi. Elde

edilen sonuclara gore; perisitlerin MKH’ lerden 4,8 kat daha yiksek oranda
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CD146 (%50,4 + 6,2 vs. %10,4 + 4,2, p=0,005) ve MKH' lerle benzer oranda CD105
(%84,6 + 12,2 vs. %81,6 + 5,1) belirteci ifade ettikleri gosterildi (Sekil 4.3A). Bir
endotel hicresi belirteci olan CD31 ifadesi ise beklendigi Gizere iki hiicre tipinde
de dislik oranda (%3,2 £ 0,9 vs. %2,2 + 1,0) saptandi (Sekil 4.3A). Hematopoetik
kok hicre ylzey belirtegleri olan CD34 (%3,0 + 0,6 vs. %1,2 £ 0,2) ve CD45 (%1,8
1+ 0,4 vs. 1,8 £ 0,8) ifadelerinin ise beklendigi tizere iki hiicre tipinde de benzer bir
sekilde dusik oranda saptandi (Sekil 4.3A). Bu, kiltirde hematopoetik ve endotel
hiicresi kontaminasyonunun olmadiginin gostergesi olarak kabul edildi. CD146+
hicrelerin, yiksek oranda CD146 ifade etmelerinin yaninda, MKH’ lere benzer

olarak az oranda (%5,9) a-SMA ifade ettikleri gosterildi (Sekil 4.3C).
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Sekil 4.3. Perisitlerin karakterizasyonunda akim sitometri analizleri. A) Perisit ve
MKH’lerin hiicre yizey belirte¢ (CD146, CD31, CD105, CD34, CD45), B)
(a-SMA) ifadelerinin akim sitometri analizi ile karsilastirilmasi (161).

4.2.2. Hiicreye Ozgii Belirteglerin Tayini — immiinfloresan isaretleme

CD146’nin yaninda, perisitlere 6zgi belirtecler olarak kabul edilen MAP1B

ve NG2 belirteclerinin varligi immiinfloresan isaretleme yontemiyle tayin edildi.
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Perisitlerin beklendigi Uzere bu hicre belirteglerini tasidigi Sekil 4.4’te

gosterilmistir (yesil floresan).

NG-2 MAP1B

Sekil 4.4. Perisitlerin immiinsitokimyasal karakterizasyonu (162). [Cekirdekler:
DAPI (mavi floresan), NG-2 ve MAP-1B belirteglerinin ifadesi: Alexa
488 (yesil floresan)]. Bar = 100 um.

4.3. Perisitlerin Damar Hiicre Tiplerine Farklilagsma Kapasiteleri
4.3.1. Endotel Hiicresi Farklilagmasi

insan gobek kordonu veninden izole edilen perisitler endotel hiicresi
farklilasma besiyeri ile 14 giin muamele edildikten sonra CD31, VEGFR-1 ve
VEGFR-2 ylizey belirteci ifadesi acisindan akim sitometride incelendi. Buna gore,
farklilastirilan hiicrelerin, endotel hiicrelerine 6zgi belirtecleri %1' den disiik
oranda sentezledikleri bulundu (Sekil 4.5). Bu nedenle, olusturulmasi planlanan
damar modelinin tunika intima tabakasini olusturmak amaciyla HUVEC hatti
kullanildi. Akim sitometri analizlerine gére, HUVEC’ lerin yiksek oranda CD31 ve

VEGFR1, diisik oranda VEGFR?2 ifade ettikleri gozlemlendi (Sekil 4.6).
4.3.2. Fibroblast Farklilasmasi

Perisitler PGM ve FM ile 21 giin inklibe edildikten sonra anti-tenascin-C ve
anti-kollagen tip | antikoru ile immiinfloresan isaretleme yontemiyle
gorintilendi. Sonug olarak PGM ile inklibe olan hiicrelerin tenascin-C belirteci
yonliinden pozitif, FM ile farklilasmalari indiklenen hicrelerin tenascin-C ve
kollagen tip | belirtecleri yoniinden pozitif olarak boyandiklar gozlendi (Sekil

4.7A).
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Sekil 4.5. Endotel hiicresi farklilasma prosediiri sonrasi perisitlerin CD31, VEGFR-
1 ve VEGFR-2 ylizey belirteci ifadelerinin akim sitometri analizleri.
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Sekil 4.6. HUVEC'lerin ylizey belirteci ifadelerinin akim sitometri analizleri.

CD146+ perisitlerden farkhlastirilan fibroblastlarin ve (+) kontrol
fibroblastlarin (slinnet derisi fibroblastlari) tenascin-C ve kollajen tip | gen
ifadeleri kantitatif gercek zamanli PZR ile karsilastirildiginda, farkhlastiriimis
olanlarin her iki geni de ifade ettikleri ve hatta kollajen tip I’ i pozitif kontrolden
daha fazla ifade ettikleri tespit edilmistir (n=3) (Sekil 4.7B). Elde ettigimiz
immiunfloresan boyama ve PZR sonuglarina gore, insan gébek kordonu kokenli
perisitlerin tenascin-C ifade ettikleri ve kollajen tip I’ in ifadesindeki artisa gore,

FM’nin bu hicrelerin fibroblast farklilasmasinda etkin oldugu séylenebilir.
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PGM FM

B Kollajen tip |

O Tenascin-C

Perisitlerden Farklilagtirilan (+) Kontrol
Fibroblastlar Fibroblastlar

CD146+ perisitlerin fibroblast farklilasma sonuglari. A) Perisitlerin
pericyte growth medium (PGM) ve fibroblast farklilasma besiyeri (FM)
ile kaltarleri sonrasi tenascin-C ve kollajen tip | ifadelerinin
imminfloresan mikroskop gorintileri (162). [Cekirdekler: DAPI (mavi
floresan), tenascin-C ve kollajen tip | belirteclerinin ifadesi: Alexa 488
(yesil floresan)]. Bar = 100 um. B) CD146+ perisitlerden farklilastirilan
fibroblastlar ve (+) kontrol fibroblastlarin tenascin-C ve kollajen tip |
gen ifadelerinin kantitatif gercek zamanl PZR ile karsilastiriimasi.

4.3.3. Diiz Kas Hiicresi Farklilagsmasi

Perisitler, normoksik ve hipoksik ortamda PGM ve SMCM icerisinde

inklibe edildi ve sonrasinda CD146 ve a-SMA belirtecglerinin ifadesi yoniinden

akim sitometri ile analizleri yapildi. Elde edilen sonuglara gére CD146+ hiicrelerin,
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SMCM ile normoksik ve hipoksik ortamda inkilibe edildiklerinde PM’ ye gore daha
fazla a-SMA ifadesi gosterdikleri, ancak istatistiksel anlamda anlamli olmadiklari

bulundu (Sekil 4.8).

Perisitler, PGM ve SMCM ile normoksik kosulda inkiibe edildikten sonra
anti-a-SMA, anti-caldesmon ve anti-calponin antikorlari ile imminfloresan
boyamalarla boyandilar. Sonug olarak, PGM ile inkiibe olan hiicreler caldesmon
(Sekil 4.9A) ve disuk oranda a-SMA (Sekil 4.9B) belirtecleri yoniinden pozitif,
SMCM ile farklilagmalari indiklenen hicreler caldesmon (Sekil 4.9D), calponin
(Sekil 4.9E) ve a-SMA (Sekil 4.9F) belirtecleri yoniinden yiliksek oranda pozitif
olarak boyandilar. Ayrica SMCM ile farklilasmalari indiklenen hiicrelerin birden

fazla cekirdege sahip olduklari gozlendi (Sekil 4.9F).

25,0
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Sekil 4.8. Perisitlerin normoksik ve hipoksik ortamda inkiibasyonlari sonrasinda
a-SMA ifadelerinin akim sitometri analizi.

Perisitlerin diiz kas farkhlasmasi igin gerekli 21 glinlik slreyi azaltmak
amaciyla, uc¢ farkli farklilasma besiyerinin (M1, M2 ve M3) etkinligi denendi.
Hiicrelerin bu Uc¢ besiyeri varliginda yedi giinde diz kas hicrelerine farkhlasmalari
ve bunlarin arasindan en etkili besiyerinin secilmesi amacglandi. Bu U¢ besiyerinin
diiz kas farklilasmasindaki etkileri imminfloresan isaretleme ile analiz edildi ve
karsilastirildi. Elde edilen sonuglara gore, 1. besiyeri ile inklibe edilen hiicrelerin
ylksek oranda a-SMA ve dislik oranda caldesmon ifade ettikleri fakat calponin

ifade etmedikleri gozlendi (Sekil 4.10).



Caldesmon a-SMA Calponin

PGM

SMCM

Sekil 4.9. Perisitlerin PGM ve SMCM ile inkiibasyonu sonucu caldesmon, a-SMA
ve calponin ifadelerinin imminfloresan boyamayla incelenmesi. PGM
ile inklibe olan hiicreler caldesmon ve disiik oranda a-SMA belirtegleri
yonilinden pozitif (A, B), SMCM ile farklilasmalari indiklenen hiicrelerin
caldesmon, a-SMA ve calponin belirtegleri yoniinden pozitif olarak
boyandiklari gozlendi (D, E, F). Ayni zamanda birden fazla cekirdege
sahip olan hiicreler tespit edildi (F). [Cekirdekler: DAPI (mavi floresan),
a-SMA, calponin ve caldesmon belirteglerinin ifadesi: Alexa 488 (yesil
floresan)]. Bar = 100 um.

3. besiyeri ile inkiibe edilen hiicrelerin, yiksek oranda a-SMA ve duslik
oranda caldesmon ifade ettikleri ve ayni zamanda 1. besiyeri ile elde edilen
sonuglardan farkli olarak dislik oranda calponin ifade ettikleri gozlendi (Sekil
4.10). 2. besiyeri ile bir hafta inklibe edilen hicrelerin (¢ belirteci (a-SMA,
calponin ve caldesmon) de ifade ettikleri gozlendi (Sekil 4.10). Bu verilere gore
TGF-B1 ve L-AA iceren 2. besiyerinin perisitlerin diiz kas farklilasmasinda daha
etkili oldugu sonucuna varildi.

Perisitleri dliz kas hiicrelerine farklilastirmak amaciyla kullanilan SMCM ile
hiicreler 21 giin kiiltlirde tutuldu. 21 giin sonunda hiicrelerin diiz kas hiicrelerine
0zgli gen (calponin, caldesmon ve a-SMA) ifadeleri kantitatif PZR ile analiz edildi.
Elde edilen sonuclara gore; diger Uc¢ besiyeri ile karsilastirildiginda, SMCM’nin
hiicrelerin diiz kaslara 06zgli gen ifadelerini anlamli derecede arttirmadigi

gozlemlendi (Sekil 4.12).



61

Calponin Caldesmon a-SMA

M2 M1 Kontrol (PGMW)

M3

Sekil 4.10. Uc farkli besiyerinin (M1,M2 ve M3) insan gdbek kordon veni
perisitlerinin diiz kas farklilagsmasindaki etkisinin immiinfloresan
isaretleme ile gosterilmesi (162). [Cekirdekler: DAPI (mavi floresan),
a-SMA, calponin ve caldesmon belirteclerinin ifadeleri: Alexa 488
(yesil floresan)]. Bar = 100 um.

Bu sonucglara gore diz kas farklilasmasi icin 21 giin beklenmesi
gerekmedigi, uygun icerige sahip farklilasma besiyeri kullanarak yedi gin

inkibasyonun yeterli olacagi sonucuna varildi.
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Sekil 4.11. Ug farkh besiyerinin (M1, M2 ve M3) insan gdbek kordon veni
perisitlerinin diz kas farkllasmasindaki etkisinin gercek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu ile gosterilmesi (n=5).
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Sekil 4.12. Dort farkh besiyerinin (M1, M2, M3 ve SMCM) insan gbébek kordon
veni perisitlerinin diz kas farklilagsmasindaki etkisinin gercek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu ile gosterilmesi (K7: 7. giin kontrol, K21:
21. glin kontrol) (n=5).
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4.4. Ug Boyutlu Damar Modeli Olusturulmasi ve Karakterizasyonu
4.4.1. Birinci Yontemle Elde Edilen Model

Hiicre tabaka muhendisligi yaklasimiyla elde edilen birinci modelden elde
edilen ornekler 1sitk ve elektron mikroskobunda degerlendirildi. TEM’ de
ekstraselliiler matriks icinde yerlesmis hiicreler ve aralarindaki baglantilar
gozlendi (Sekil 4.13, Sol Kolon). Isik mikroskobunda kollajen tip | matriks yapisi
(pembe renk) ve bu matriks Uzerinde yer alan hiicreler (koyu pembe, kirmizi
renk) gozlendi (Sekil 4.13, Sag Kolon). Hicreler tek tabaka seklinde ekildiginden
dolayr yapidaki hicre yogunlugu c¢ok distik bulundu. Bundan sonraki
denemelerde hiicrelerin matriks yapisi lizerine ya da matriks proteinleriyle

karistirilarak ekilmesine karar verildi.

HE

Sekil 4.13. Hiicre tabaka muhendisligi yaklasimiyla elde edilen damar modelinin
1sik (sol kolon) ve elektron (sag kolon) mikrograflaridir. Sol kolondaki
siyah oklar hicreleri, sag kolondaki kirmizi oklar ise hiicrelerin
icindeki lizozomlari gostermektedir. Sol kolon HE, sag kolon
uranilasetat kursun sitrat. Sag kolondaki Bar = 200 um.
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4.4.2. ikinci Yontemle Elde Edilen Model

Crosslinking yontemiyle elde edilen damar medya modeli (kollajen tip | +
elastin ve diiz kas hiicre karisimi) Annexin-Pl ile boyandi. Yine ayni yontemle elde
edilen damar adventisya modeli (Kollajen Tip I+Fibrin ve fibroblast) HE, Masson’s
Trichrome (MT) boyamalari ile boyandi. Elde edilen HE boyama goérintilerinde
hicreler hem matriksten bagimsiz hem de matriks yapisi icerisinde gozlendi
(Sekil 4.14). Kollajen matriks yapisi ve fibrin matriks yapisi ayri ayri
gorintilenebildi. Masson’s Trichrome boyama ile kollajen matriks yapisi mavi

renkte, hiicre cekirdegi kirmizi renkte gézlendi (Sekil 4.14).

A HE B MASSON’S TRICHROME

Sekil 4.14. Crosslinking yontemiyle elde edilen damar adventisya modelinin HE
(A) ve Masson’s Trichrome (B) ile boyanmis mikrograflarinda,
diizensiz yerlesimli kollajen fibriller sirasiyla pembe (A) ve mavi (B)
renkte gorinmektedir. Bar: 50 um.

iki farkli oranda hazirlanan kollajen tip | ve elastin karisimlari jel olusumu
yonunden degerlendirildi. 1. kollajen tip I/elastin karisiminda (2/1) elde edilen jel
yapisi 2. karisima (1/1,5) gore daha dayanikli ve kati olarak gozlendi. 1.
“Crosslinking” yonteminin uygulandigi iki farkl jel yapisi bozuldugundan dolayi
kaybedildi. En iyi yapinin 2. crosslinking yonteminin uygulandigi 1. kollajen tip
I/elastin karisimi oldugu saptandi. Fakat tim yapilarin bitUnliguntn farkl
oranlarda korunamamasi nedeniyle, matriks yapilari {zerinde crosslinking
yonteminin uygulanmamasina karar verildi.

Damar medya modeline yapilan Annexin V + DAPI + Pl boyamasl sonucu

elde edilen gorintilerde matriks yapisi icerisinde yer alan hicreler (yesil
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floresan) gozlendi (Sekil 4.15). Apoptotik hiicreler FITC kanalinda yesil floresans
verirken, canli hiicreler zayif yesil floresans verdi. Olii veya nekrotik hiicrelerin

verdigi kirmizi floresansa rastlanmadi.
4.4.3. Ugiincii Yontemle Elde Edilen Model

Damarin orta ve dis katmanini meydana getiren ekstraselliiler matriks
proteinleri ve hicreler iki ayri tabaka seklinde olusturuldu ve birlestirilerek
birlikte kilturleri yapildi. Deney sonunda, iki katman, birbirinden ayrildi fakat
karakterizasyon testlerine devam edildi. iki katmanin ayri ayri elde edilen paraffin
kesitlerine HE ve Masson’s Trichrome boyamasi yapildi. Boyamalar sonucunda
matriks yapisi icinde yeralan hiicreler gézlendi (Sekil 4.16) (Cekirdek: mavi/mor,
sitoplazma: kirmizi, kollajen: pembe (HE), mavi (Masson’s Trichrome). Bu yontem
sonunda iki katmanh yapi bitinlGglini koruyamadigindan bir baska yontemin

denenmesine karar verildi.

Annexin V ve Pl Boyama

Sekil 4.15. Crosslinking yontemiyle elde edilen damar medya modelinin Annexin
V ve Pl boyama goriintilerinde cekirdekler DAPI ile mavi, apoptotik
hiicreler yesil gorinmektedir. Bar = 200 um.
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Kollajen Tip | + Elastin + Diiz Kas Hiicreleri Kollajen Tip I + Fibrin + Fibroblastlar
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Sekil 4.16. Damarin orta (Sol Kolon) ve dis katmani (Sag Kolon) olarak olusturan
tabakalarin HE (Ust Sira) ve Masson's Trichrom (Alt Sira) ile boyali
mikrograflarda kollajen fibriller pembe (A, B) ya da mavi (C, D) renkte
izlenmektedir.Matrikse gobmull hiicreler okla isaretlenmistir. Bar: 25
um.

4.4.4. Dordiincu Yontemle Elde Edilen Model

Perisitlerden farklilastirilan diiz kas hicreleri ve fibroblastlarin damari
olusturan dogal ekstrasellller matriks proteinleri ile bir araya getirildigi 3B yapida
ve HUVEC' lerin heparin ve fibronektin kapli ylizeyde canliliklarinin olcilmesi
hedeflendi. Bu amacgla Oncelikle damarin dis katmanini (tunika adventisya)
meydana getiren ekstraselliiler matriks proteinleri (kollajen tip | ve fibrin) ile
fibroblastlar belirli oranlarda karistirilarak 3B bir yapi elde edildi. Diger yandan;
damarin orta katmanini (tunika medya) meydana getiren ekstraselliiler matriks
proteinleri (kollajen tip | ve elastin) ile diiz kas hiicreleri farkli konsantrasyonlarda
karistinlarak 3B bir yapi olusturuldu. HUVEC' ler heparin ve fibronektin kaph
ylizeye ekildi. Sonrasinda 1., 2. ve 3. hafta kultirleri sonunda hicrelerin bu
malzemeler igerisindeki canliliklari WST-1 testi ile 6l¢lildii. Elde edilen sonuglar

kontrol grubuyla karsilastirildiginda; hiicreler bu 3B kiltlir modellerinde
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tutunmus ve canliliklarini korumuslardir (Tablo 4.1). WST-1 testi sonugclarina
gore, HUVEC' lerin proliferasyon ve canliliklari, fibronektin ve heparin kapli
ylzeyde neredeyse li¢ hafta boyunca degismeden kalmistir (Tablo 4.1). Kollajen
tip l-elastin-dermatan silfat iskelesi icinde kiltlir edilen diiz kas hicreleri ve
kollajen tip I-fibrin iskelesi icinde kiiltlir edilen fibroblastlarin proliferasyonlari 21
gln boyunca artmistir. Hiicre canliliklari matriks proteinleri varliginda zamanla

azalmamistir.

Tablo 4.1. 1., 2. ve 3. hafta sonunda ilgili matriks proteinleri ve
glikozaminoglikanlar ile kdiltire edilen proliferatif ve canli
hicrelerin oranlari. (Bagimsiz deneylerin sonuglari Ortalama *
standart sapma olarak verildi. Anlamli farkliliklar Student t-test ile
belirlendi; *: p <0,05).

87,79+0,17 84,20+0,30* 86,78+3,78

63,10+1,15 78,15+5,88 81,71+0,76

74,17+2,31 91,95+1,93 90,84+1,21

CD146+ perisitlerde farkhlastirilan diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar dogal
insan kaynakli ekstraselliiler matriks proteinleri ve glikozaminoglikanlarla
biraraya getirilerek damar katmanlari olusturuldu. Tunika adventisya katmani
yaplya eklendikten 24 saat sonra petri kabi icindeki 3B yapi Ugte bir oraninda
kompakt hale geldi ve kiigildl (Sekil 4.20A).

Petri kabi iginde bulunan U¢ katmanli yapinin HUVEC tabakasi {zerine
CD34+ hicrelerden farklilastirllmis  megakaryositler/trombositler eklenip
adezyon testi yapildi. Bu test yapilmadan 6nce akim sitometri ve Giemsa
boyamasi yontemleriyle megakaryositlerin/trombositlerin karakterizasyonlari
gerceklestirildi  (Sekil 4.17). Akim sitometri analizi sonucu, hicrelerin

trombositlere 6zgl belirtegleri (CD41 ve CD61) ifade ettikleri gosterildi (Sekil
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4.17A). Giemsa boyamasi ile, kendilerine 6zgli morfolojik 6zellikleriyle; genis
sitoplazmali, blyulk ¢ekirdekli megakaryositler gorintilendi (Sekil 4.17B).
Sonrasinda, HUVEC tabakasi Uzerine hicrelerin tutunup tutunmadgi,
CD41 ve CD61 varhginin imminfloresan boyama ile bakilmasiyla test edildi.
Sonug olarak, bu belirteclere ait az oranda (birkag¢ hiicre) floresan isima tespit
edildi (Sekil 4.18). Ylzeye yapisan hicrelerin sayisinin yok denecek kadar az
olmasi, HUVEC tabakasinin  anti-trombojenik  6zelligini  korudugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.17. Akim sitometri (A) ve Giemsa boyamasi (B) ydntemleriyle
megakaryositlerin ve trombositlerin karakterizasyonu.
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Sekil 4.18. HUVEC tabakasi uzerinde, trombositlere 6zgii belirteglerin (CD41 ve
CD61) varliginin immiinfloresan boyama ile test edilmesi. Cekirdekler DAPI ile
mavi, hiicreler yesil ve kirmizi gérinmektedir. Bar = 100 pm.

Olusturulan 3B damar yapisi icinde bulunan hiicrelerin canliliklari Annexin
V-PI boyamasi ile test edildi. Elde edilen konfokal mikroskop goriintilerine gore,
yap! icerisinde canli hiicrelerin yaninda, beklendigi lizere, az oranda da olsa 6l
ve erken apoptotik hiicrelerin varligi da tespit edildi (Sekil 4.19).

Petri kabi icinde bulunan U¢ katmanli yapi metal mandrel etrafina
sarildiginda meydana gelen tibiler yapinin uzunlugu yaklasik 1,5-2 cm kadar,
capt 4 mm civarindadir (Bkz. Sekil 3.4D). Histolojik, elektron mikroskobu ve

immiunfloresan analizleri bu tibller yapi Gizerinden yapildi.
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Sekil 4.19. 3B damar yapisi icinde bulunan hiicrelerin canhliklarinin test edilmesi
amaciyla yapilan Annexin V-Pl boyamasinin konfokal mikroskop
goruntdleri. Canl hiicreler zayif yesil, erken apoptotik hiicreler yesil,
OlG hiicreler kirmizi gériinmektedir.

Methylene Mavisi Azur 1l Masson’s Trichrome
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Sekil 4.20. 3B damar modeli. A) U¢ katmanli damar yapisinin petri kabi
icerisindeki makroskopik gériinimi. 3B damar yapisinin B) Yari ince
ve C) parafin kesitlerinin metilen mavisi (B) ve Masson’s Trichrome
(C) boyamasi sonrasi mikrograflarda tunika intima, medya ve
adventisyanin  batlnligini korudugu goérilmektedir. [Kollajen
fiberler: mavi (metilen mavisi), yesil-mavi (Masson’s trichrome), Et:
Endotel Huicresi].
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U¢ boyutlu damar yapisinin 15tk mikroskobu ve elektron mikroskobu
diizeyinde yapilan morfolojik analizleri (i¢ damar katmaninin varligini ortaya
koymustur (Sekil 4.20B ve C). Tunika intima tabakasi ince tek katmanli endotel
hiicresi tabakasini icermektedir. Bu tabaka mikroskopik incelemeler igin 6rnek
hazirlama asamasinda yer yer zarar gordli. Subendotelyal tabaka gorilmedi fakat
tunika medya ve tunika adventisya tabakalar, ekstraselliiler matriks protein
fiberleri arasina yerlesmis hiicre katmanlari seklinde gortldi (Sekil 4.20B ve C,
4.21). Histokimyasal boyamalar ile hiicre disi matriks proteinleri arasinda kollajen
ve elastik fiberler gézlemlendi (Sekil 4.20B ve C, 4.21A, C ve E). immiinfloresan
isaretleme ile tunika intima icerisinde VEGFR1 ifade eden endotel hiicreleri (Sekil
4.21B), tunika medya icerisinde a-SMA ifade eden diiz kas hticreleri (Sekil 4.21D),
tunika adventisya igerisinde tenascin-C ifade eden fibroblastlar (Sekil 4.21F)
ortaya cikarildi.

Taramali elektron mikroskobu ve TEM ile gergeklestirilen ultra yapisal
analizlerle, 3B damar yapisinin birbiriyle bitinlik saglayan ic damar katmanini
icerdigi ve boylelikle dogal damar duvarina benzedigi kanitlanmistir (Sekil 4.22).
Tunika intimada endotel hiicreleri ve kollajen fibriller gézlenmistir (Sekil 4.22A ve
B). Tunika medyada pinositotik vezikiilleri olan fuziform diiz kas benzeri hiicreler,
elastik ve kollajen fibrilleri iceren amorf yapidaki ekstraselliler matriks
proteinlerinin icine gdmiilii sekilde izlenmistir (Sekil 4.22C, D, G ve H). ig veya
oval sekilli fibroblast benzeri hiicreler, lizozomlardan zengin sitoplazmalariyla
yliksek endozomal aktivite sergilemektedir. Bu fibroblastlar, tunika adventisya
icindeki kollajen fibriller ve ekstraselliler matriks bilesenleri arasinda
dagilmislardir (Sekil 4.22E, F, | ve J). Elektron migrograflarda kollajen fibrillerin
tipik ultra yapisal ozellikleri ve diizensiz yapida elastik fibriller ortaya konmustur
(Sekil 4.22G, H, | ve J). Ekstraselliler matriks proteinlerinin gériinen bu yapisal

Ozellikleri, literatlirde tanimlanan o6zelliklerle birebir 6rtismektedir.
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Sekil 4.21. Histokimyasal ve imminfloresan olarak isaretlenmis 3B damar
yapisinin histolojik katlarina ait mikrograflar. Kollajen fibriller (Col),
elastin (El), fibroblastlar (Fb), miyositler (My), endotel hiicreleri (Et),
alfa duiz kas aktin (a-SMA)]. Cekirdekler DAPI ile mavi boyanmistir.
HE: Hematoxylin-Eozin (A), MT: Mallory Trikrom (C), VvG: Verhoeff

van Gieson (E). A-F: x630.
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Tunika intima

Tunika medya

Tunika adventisya

Tunika medya,

Tunika adventisya,

Sekil 4.22. 3B damar modeline ait taramali (sol kolon) ve gegirimli (sag kolon)
elektron mikrograflari. Endotel hicreleri (Et), diiz kas hiicresi (My),
fibroblast (Fb), kollagen fibriller (col), pinositotik vezkiller (Pv),
elastik fibriller (El), estraselliiler matriks proteinleri (EMP), lizozomlar
(Ly), fibrin (F), cekirdek (N). A, B, C, E, F: x15 000, D: x30 000, H, I, J:
x80 000.
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5. TARTISMA

Bu tez c¢alismasinda, insan gbbek kordon veni perisitlerinden
farkhlastirilan damar hiicreleri (diiz kas hticreleri ve fibroblastlar), HUVEC' ler ve
insan ekstraselliler matriks proteinleri/glikozaminoglikanlar (kollajen tip |,
elastin, fibrin, heparin ve dermatan silfat) kullanilarak in vitro 3B damar modeli
meydana getirildi. Oncelikle CD146+ perivaskiiler hiicreler (perisitler) insan
gobek kordonu veni etrafindan iki farkli grup olarak, onceden yayinlanan
calismamizda acikladigimiz yontem (161) ve modifiye edilmis farkl bir yéntem
(93) kullanilarak izole edildi ve bu iki yontemin etkinligi birbiriyle karsilastirildi. Bu
calismaya benzer olarak, Sarugaser ve ark., insan gobek kordonu perivaskiler
hicrelerini tg¢ farkli yontemle izole etmisler (mekanik yikim-eksplant kiltir,
dispaz ile enzimatik yikim ve kollajenaz ile enzimatik yikim) ve bu yontemler
sonucu elde ettikleri hiicreleri fenotipik 6zellikleri yéniinden karsilastirmislardir
(93). Sonug olarak kollajenaz enzimini kullanarak yaptiklari izolasyon iglemi
sonrasl, hlcrelerde MKH ve perivaskiler hiicre belirteglerinin ¢ok daha fazla
oranda gorildigini tespit etmislerdir (93). Bu tez calismasinda ise, “kollajenaz
ile enzimatik yikim” ve “enzimatik yikim+eksplant kiltir” yontemleri kullanildi ve
bu yontemler sonucu kiltirde Uretilen hicrelerin arasindan CD146+ olanlar
ayrildi. Bu iki hicre grubu, morfolojileri, farklilasma kapasiteleri ve gen ifade
profilleri yonliinden karsilastirildi. 1. Grup ve 2. Grup CD146+ perisitlerin,
fibroblast benzeri morfolojileri, diger calismalarda bu tip hicrelerin sahip
olduklari mikroskobik goriintiler ile benzer olduklari goézlendi (89, 90). Ayrica bu
morfolojik 6zellikler, Crisan ve ark., blyik ve yildiz bigimli hiicreler olarak
tanimladig1 perisit morfolojisiyle ortismektedir (29). Zaniboni ve ark., domuz
aortundan izole ettikleri perisit-benzeri hiicrelerin replikasyon siirelerinin pasaj
ikiden sonra arttigini tespit etmislerdir (175). Bizim elde ettigimiz verilere gore, 1.
Gruptaki hicrelerin kiltlirde sayilarini ikiye katlama streleri, 2. Gruptaki
hiicrelere gore daha kisa bulundu. 2. Gruptaki hiicrelerin 1. Gruptakilere goére
kiltlirde cok daha yavas ¢ogaldiklari gbzlendi. Transkriptom analizlerine gore, 1.
Grupta yer alan hiicrelerin PDGFRa, CXCL3, STC1, HGF, CYGB, ESM1, E2F7 gen

ifadelerinin perisitlere 6zgli gen ifadeleri olarak literatiirde yer aldiklari
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bilinmektedir. 1. Grupta yer alan hiicrelerin bu gen ifadeleri, 2. Grupta yer alan
hicrelerinkine kiyasla 9, 40, 29, 12, 25, 14 ve 10,5 kat daha fazla bulunmustur.
Her iki grup hiicrenin de benzer diizeyde insan Ki kaynakli MKH’ lere benzedigi
tespit edildi. Birbirleriyle karsilastirildiklarinda, her iki grubun da digerinden daha
ylksek diizeyde ifade ettigi MKH’ lere 6zgl genler bulundu. Bu genlerin rol aldigi
hicresel olaylar ele alindiginda, 1. Gruptaki hiicrelerin daha ¢ok endotel hiicreleri
aracitligiyla etki gosterdigi, miyosit farklilasmasinda, oksijen transportunda,
anjiyogenez ve doku yenilenmesinde rol aldig1 sdylenebilir (176). insan gdbek
kordonu kokenli CD146+ perisitlerin izolasyonu amaciyla kullanilan bu iki farkh
yontemi birbiriyle karsilastiran baska bir calisma bulunmamaktadir.

Adipojenik ve osteojenik farklilasma deneyleri sonunda yapilan oil red o
ve alizarin kirmizisi boyamalari sonuglarina gore, iki gruba ait perisit poplilasyonu
da adipojenik farkhlasma gostermelerine ragmen osteojenik farklilasma
kapasitelerinin zayif oldugu gozlemlendi. Bu sonuglara gore, kordon kani MKH’
leri ile perisitler karsilastirildiginda, iki grup hicrenin birbirlerinden farkl diizeyde
multipotent farklilasma 6zelligi gdsterdikleri soylenebilir. Fakat literatlirde bunun
tersini gosteren yayinlar bulunmaktadir (89, 90, 177-181). Montemurro, Tsang ile
Ennis ve ark.” na gore, gobek kordonu perivaskiler hicrelerinin osteojenik
farklilasma kapasiteleri vardir (89, 90, 178). Greenwood-Goodwin ve ark.
calismalarinda elde ettikleri sonuglara gore, perivaskiler 6ncil hiicrelerin
multipotent farklilasma 06zellikleri yoktur fakat bu hiicrelerin, osteojenik
potansiyeli olan veya perisit-benzeri fonksiyona sahip diger oncul hiicreleri
meydana getirme potansiyelleri vardir (179). Murray ve ark., yayinlarinda,
CD146+ perivaskiiler MKH oncillerinin, osteojenik farklilasma kapasitelerinin, bu
hicrelerin  endotel hiicreleriyle ko-kiltiirleri sonucu korunabilecegini ve
arttirilabilecegini belirtmislerdir (180). An ve ark., gébek kordonu perivaskiler
hiicrelerinin, enzimatik olmayan vyontemle izole edildiklerinde, yliksek
homojenite gosterdiklerini ve daha vyiiksek osteojenik potansiyele sahip
olduklarini gostermislerdir (181). Bu tez calismasinda ise, her iki izolasyon
tekniginde de kollajenaz enziminin kullanildigi enzimatik yikim yontemi
kullanilmistir. Bu da diger damar hiicrelerinin icinde bulundugu heterojen bir

hiicre popilasyonu elde edilmesine ve boylelikle osteojenik farklilasmanin daha
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az meydana gelmesine sebep olmus olabilir.  Perivaskiiler hicre
populasyonlarinin, izole edildikleri alana, izolasyon yontemine ve in vitro kiltir
kosullarina bagh olarak, birbirleri arasinda degisken farkhlasma kapasitelerine
sahip olduklari diisiinilmektedir (55, 161, 177, 179, 181).

Perisit izolasyonu ve karakterizasyonunu igeren bir¢ok ¢alisma
yapilmasina ragmen, heniliz perisitlere 06zgli belirtegler kesin olarak
belirlenememistir (30). Fakat CD146, NG-2 ve PDGFR-B gibi bazi perivaskiler
hiicre belirtegleri, perisitleri tanimlamak amaciyla kullaniimaktadir (29). Crisan ve
ark., CD146 ve NG-2 belirteglerini perivaskiiler bolgede, PDGFR-f ve a-SMA
belirteglerini kilcal damarlarda degil arteriyol ve venlllerde tespit etmislerdir
(29). MAP-1B de perisitler tarafindan ifade edilmektedir (101). Bu bilgilere benzer
olarak, insan gdbek kordonu veni perisitlerinin CD146, NG-2 ve MAP-1B ifade
ettikleri akim sitometri ve immiinfloresan boyama ile bu doktora ¢alismasinda
gosterilmistir. Murray ve ark. vyayinladiklari derlemede belirttikleri Gzere,
perisitler MKH belirteclerini ifade etmektedirler (55). izole ettigimiz perisitlerin,
CD146+ belirtecinin yaninda MKH’ lere ait CD105 belirtecini de ifade ettigi, akim
sitometri analizleriyle tayin edildi.

Kiglik ve buylk capli kan damarlarinin yapisinda bulunarak, onlarin
gelisiminde, yeniden modellenmesinde ve fonksiyonunda onemli rollere sahip
perisitlerin, son yillarda damar doku miihendisligindeki kullanimlari 6n plana
citkarak hiz kazanmistir (32-34, 139). Bu nedenle bu tez calismasinda,
olusturulmasi planlanan doku miihendisligi kaynakli damar grefti yapisindaki
hiicrelerin kaynagi olarak perisitler kullanildi. Damar medya tabakasinin
yapisinda bulunmasi gereken diiz kas hiicrelerinin perisitlerden farklilastiriimasi
hedeflendi. Literatlirde, perisitlerin diz kas farklilasmasi igin tanimlanmis bir
protokol bulunmadigindan, MKH’ lerin farklilasmasini saglayan farkli protokoller
denendi. MKH’ lerin damar diiz kas hiicrelerine farklilasabildigini gosteren
c¢alismalarda, TGF-B1l’ in bu amacg icin kullanilan ©6ncll faktor oldugu
gorilmektedir (167, 182, 183). Bu faktoriin ayrica embriyonik gelisim evresinde
vaskilogenezde ve diiz kas hicre farklilasmasinda kritik rolt vardir (184). BMP-4’
Un de vaskilogenezin asil dizenleyicilerinden oldugu gosterilmistir (185). Lagna

ve ark., TGF-f1 ve BMP-4’" in birlikte, a-SMA gibi diz kas genlerinin
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aktivasyonunu ve farklilasmis diz kas hicre fenotipinin devamhhligini
sagladiklarini gostermislerdir (186). Wang ve ark., TGF-f1 ve BMP-4’ (n tek
baslarina, insan adip6z kokenli kok hicrelerin diiz kas farklilagmasini uyardigini
fakat birlikte kullanildiklarinda sinerjistik olarak diiz kas yoniinde farklilagsmayi
daha kuvvetli sekilde indiklediklerini 6ne stirmuslerdir (167). Calismalarinda bu
faktorlerin, farkhlasma besiyerinde kullanilmasi gereken uygun konsantrasyonlar
belirlenmistir (167). immiinfloresan boyama ve gercek zamanli PZR sonuglarina
gore, yedi gun farklilasma besiyerinde kiltir edilen hiicrelerin, smooth muscle
protein 22-alpha (SM22a), calponin, a-SMA ve smooth muscle myosin heavy
chain (SM-MHC) ifadelerinde anlamh diizeyde artma gorilmuistir (167). Bu tez
¢alismasinda, perisitlerin diiz kas farkhlasmasini saglamak amaciyla kullanilan ilk
besiyerinde (M1) Wang ve ark. belirledigi TGF-B1 ve BMP-4" {in uygun
konsantrasyonlari kullanildi. PZR analizi ve immiinfloresan boyama sonuglarina
gore, hiicrelerin a-SMA ifadesinde artis gozlemlenirken, caldesmon ifadesi diisik
bulundu. Calponin ifadesi imminfloresan boyama sonucunda gézlemlenmezken,
PZR ile tespit edildi.

Franke ve ark., FBS ve at serumunun, a-SMA ifadesi Uzerindeki etkisi
incelenmis ve at serumunun bu konuda FBS’den daha etkili oldugu kanitlanmistir
(187). Ayrica bir baska ¢alismada, farklilagsma besiyeri igcerisinde FBS yerine %2’ lik
at serumu kullanildiginda, hiicrelerin diiz kasa 6zgii gen ifadelerinde (SM22a, SM-
calponin, caldesmon, SM myosin light chain kinase, SM-actin ve SM-MHC) artis
oldugu tespit edilmistir (169). Bu c¢alismalar dikkate alinarak, diz kas
farklilasmasi, “M3” besiyeri icerisine blylime faktorleri ya da FBS yerine %2’ lik at
serumu eklenmis ve perisitlerin diiz kas farklilasmasi tzerine ektisi arastirilmistir.
a-SMA ve caldesmon ifade dlzeyleri dikkate alindiginda birinci (M1) besiyeri ile
benzer sonuclar alinmistir. Fakat calponin ifadesi distik bulunmustur ve
farklilasmis hiicrelerin morfolojileri farklilasmamis olanlarla benzer gériilmustir.

Narita ve ark., insan Ki MKH’ lerinin diiz kas farklilasmasi Gizerinde TGF-B1
ve L-AA' nin birbirlerine bagli etkilerinin bulundugunu ortaya ¢ikarmislardir (168).
Bu faktorleri iceren farklilasma besiyeri ile yedi giin kiltiir sonrasi, kantitatif PZR,
immunfluoresan boyama ve western blot analizlerine goére, MKH’ lerde diiz kasa

0zgl belirteclerin (SM22a, calponin ve a-SMA) ifadesi artmistir (168). Bu sonuca



78

bagh olarak g¢alismamizda kullanilan ikinci diz kas farklilasma besiyeri (M2)
icerisine TGF-B1 ve L-AA eklenerek, perisitlerin yedi gin kultiria yapildi.
immiinfluoresan boyama ve PZR sonuglarina gére perisitlerin yedi giin sonunda
diiz kas hicrelerine 6zgli belirtegleri (a-SMA, caldesmon ve calponin) ifade
ettikleri, Ozellikle calponin ifadesinin yilksek seviyede oldugu goézlemlendi.
Boylelikle TGF-B1 ve L-AA iceren M2 besiyerinin, perisitlerin diiz kas farklilagsmasi
Uzerine diger iki besiyerine (M1 ve M3) gore daha etkili oldugu sonucuna varildi.

Perisitlerin, duz kas hicrelerine farklilasmasini saglamak igin, cesitli
blylime faktorlerinin kullanimi yerine 6zel kiltir kosullarinin  denendigi
calismalar da mevcuttur (166, 188, 189). Wang ve ark., sican akcigerinden izole
ettikleri perisitlerin diz kas farklilasmasini uyarmak amaciyla hipoksik kaltir
kosullarini (%3 02, %5 CO2 and %92 N3) denemis ve iki giin sonunda hicrelerde
daha yiksek bFGF RNA ve protein ifade miktari tespit etmislerdir (166). Elde
ettikleri bu sonug, damar diiz kas hicre farkhlasmasi ile iliskilidir (166). Truettner
ve ark., primer sigan kortikal perisitlerini hipoksik kosullarda (%1 O3) iki gln
kiltir etmisler ve TGF-B1l ifadesi gibi farkli mRNA ifade profilleri tespit
etmislerdir (188). Yang ve ark. ise calismalarinda, insan perisitlerini 24 saat
hipoksiye maruz birakmislar ve a-SMA ifadesinde artis tespit etmislerdir (189).
Bu tez calismasinda, hipoksik kiltiir kosullarinin, insan goébek kordon veni
perisitlerinin diiz kas farklilasmasinda bir etkisinin olmadigi ortaya kondu.
Sonuglardaki bu farklihgin, hiicrelerin izole edildigi dokularin farkh olusundan
kaynaklandigi dustnilmektedir.

Mezenkimal kok hiicrelerin, in vitro fibroblast farklilasmasinin CTGF ile
uyarildig yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (165, 190). Lee ve ark. yaptiklari
calismada, Ki MKH’ lerini dért hafta CTGF iceren besiyerinde kiiltiire etmisler ve
sonrasinda kollajen tip | ve tenascin-C gibi fibroblastlara 6zgli belirteclerin
sentezinin arttigini enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA, enzim ilintili
immuin test) testiyle tespit etmislerdir (165). Tong ve ark., yapay malzemeyle
olusturulmus bir iskele icindeki Ki MKH’ lerini CTGF ve L-AA iceren farklilasma
besiyeri ile 21 giin inkibe etmislerdir (190). Fibroblastlara 6zgl fibroblast-specific
protein-1, kollajen 1 ve kollajen 3 ifadesini kantitatif PZR ve immiinfloresan

boyama ile gostermislerdir (190). Bu tez calismasinda, perisitler, CTGF ve L-AA
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iceren besiyeri ile 21 glin kiltlre edilmisler ve sonrasinda yapilan imminfloresan
boyama ve PZR sonuglarina gore, fibroblastlara 6zgi belirtegler olan kollajen tip |
ve tenascin-C’ yi ifade etmislerdir. Fibroblastlara farklilastirilan perisitler, tez
¢alismasi sonunda olusturulan damar yapisinin tunika medya tabakasinda yer
almiglardir.

Perisit benzeri hicrelerin ve MKH’ lerin endotel farklilasmalarini
saglamaya vyonelik calismalar literatlirde mevcuttur (114, 115, 175, 191).
Janeczek Portalska ve ark. calismalarinda Ki MKH’ lerini ticari EGM ile énce 3B
calkalayici sonra Matrijel varliginda kiltiire etmisler ve endotel hicrelerine
farklilasmalarini saglamislardir (115). Wharton peltesi ve Ki' den elde edilen
MKH’ leri VEGF iceren farklilasma besiyeri kullanarak endotel hiicrelerine
farklilastiran baska calismalar da vardir (114, 191). Zaniboni ve ark., domuz aortu
etrafindan izole ettikleri perisit benzeri damar kok hicrelerini, 21 giin insan VEGF
iceren besiyerinde inkiibe etmisler, sonrasinda hiicrelerde, CD31, VE-cadherin,
vWF ve eNOS ifadelerindeki artisi kantitatif PZR, CD31 ve VvWF ifadelerini
immunfloresan boyama ile gbstermislerdir (175). Bu tez calismasinda, izole
edilen perisitlerin, damar yapisinin intima tabakasini olusturmak lzere endotel
hiicrelerine farklilastirilmasi hedeflendi. Literatiirdeki ¢alismalara yonelik olarak,
perisitler VEGF ve EGF igeren farklilagsma besiyeri ile 14 glin kiltiire edildi. Fakat
sonug¢ olarak endotel hicrelerine 6zgl belirteclerin (VEGFR1, VEGFR2, CD31,
VWEF) ifadesi akim sitometri ve immiinfloresan boyamalar sonucunda
gosterilemedi. Bunun, elde edilen hiicre tipinin ve izolasyon kaynaginin farkl
olmasindan kaynaklandigi diisiiniiimektedir.

Bu tez calismasinda, dogal insan kaynakl ekstraselliiler matriks proteinleri
(kollajen tip I, elastin, fibrin) ve glikozaminoglikanlar (dermatan stilfat ve heparin)
ile insan gobek kordonu kaynakh perisitlerden farklhlastirilan damar diiz kas
hiicreleri ve fibroblastlar birlestirilerek tunika medya + tunika adventisya
tabakalari, HUVEC' ler ile tunika intima tabakasi benzeri yapilar olusturuldu. Bu
¢ tabaka bir araya getirilerek 3B damar modeli meydana getirildi. Hicreler, hem
jel ile karistirilarak hem de hiicre tabaka muihendisligi yontemiyle elde edilen
katmanlar halinde yapiya transfer edilerek kiltire edildi, boylelikle dogal kan

damarinin sahip oldugu cok katmanli yapi taklit edilmeye calisildi. Damar greft
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modelinde bulunan bu ¢ tabakanin varligi 15tk ve elektron mikroskopi
incelemeleri ile dogrulandi. U¢ katmanli damar modeli olusturmadan énce, diiz
kas hicrelerinin, fibroblastlarin ve HUVEC' lerin, insan hiicre disi matriks
proteinleri ve glikozaminoglikanlar ile kultarleri sirasindaki canliliklari  ve
proliferasyon kapasiteleri, WST-1 testi ile olctldi. Bu testler sonucunda
hicrelerin, (i¢ hafta sireyle bu dogal malzemeler icinde canhliklarini koruduklari
(= %75) tespit edildi. Literatlrde, perisitlerin damar doku miihendisligi alaninda
kullanildiklar ¢alisma sayisi kisithdir (32-34). He ve ark. 2010 yilinda yaptiklari
¢alismada, insan iskelet kasindan elde ettikleri perisitleri, elastomerik, tiibuler ve
porlu yapidaki iskelelerle karistirmali biyoreaktor icerisinde kiiltiire ettikten sonra
bu grefti sican aortuna implante etmislerdir (34). Sekiz hafta sonunda damar
grefti incelendiginde, diiz kas ve endotel hiicresi tabakalarinin varligi yapilan
incelemelerle gosterilmistir (34). Bu ¢alismayla perisitlerin in vivo ortamda damar
tabakalarinda bulunan diger hiicre tiplerine farkllasabildigi kanitlanmistir. Van
der Meer ve ark.” nin g¢alismasi ise damar greft modeli olusturma esnasinda,
perisitlerin ve kollajen tip I’ in arasindaki etkilesimi vurgulayan tek ¢alismadir
(33). Ayni grup, bu tez ¢alismasindan farkl olarak, insan embriyonik kdk hiicre
kokenli perisitleri ve ksenojenik kollajen tip | kullanmislardir (33). 12 saat
sonrasinda, i¢ kismi olgun endotel tek tabakasi iceren, perisitlerin tibiler olusum
icerisine dahil oldugu, kan damarina benzer bir yapi meydana geldigi
gozlemlenmistir (33). Chong ve ark., insan gobek kordonu veni perivaskiiler
hiicreleri ve endotel hiicrelerini, sentetik malzemeden meydana gelen iskele
Uzerine ekerek, medya ve intima tabakalarindan olusan cift fazli damar modeli
olusturmuslardir (32). Sonug olarak, iki hiicre tipi birbirinden ayri olarak
bulunduklari kompartmanlarda konfluent tabakalar olusturmuslardir (32). Chong
ve ark.” nin calismasina benzer olarak, bu tez calismasinda, perisitler insan gébek
kordonu veninden izole edildi, fakat tunika medya ve adventisya tabakasinin
olusturulmasi icin bu hicreler damar hiicre tiplerine (diiz kas hicresi ve
fibroblast) farkhlastirildi. Calismamizda, biyouyumlu damar medya ve adventisya
tabakalarinin olusabilmesi icin, perisitlerden farkhlastirilan bu damar hicreleri
basarili bir sekilde insan kaynakh kollajen, elastin, fibrin heparin ve dermatan

silfat ile bir araya getirildi.
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Damar doku muhendisligi kapsaminda kullanilan sentetik materyallerin
sahip oldugu dezavantajlara karsilik kollajen tip I, fibrin ve elastin gibi insan
kaynakh dogal malzemelerin kullanimi, kiguk ¢apli damar greftlerin
olusturulmasinda on plana ¢ikmaktadir. Literatiirde, hiicreleri dogal malzemeler
ile birlestirerek, olusturulan damar yapilarinin 6zelliklerini iyilestiren arastirmalar
vardir (9-13, 148, 154-156, 192). Bunlardan ilki, Weinberg ve Bell’in 1986 yilinda
damar diz kas hicrelerini ve fibroblastlari kollajen iginde kullanarak tamamen
biyolojik yapiya sahip damar grefti olusturduklari calismadir (9). Bu ¢alisma
sonunda, VWF ifade eden endotel hiicreleri, dogal kan damari endotelyumuna
benzer yapi igerisinde tespit edilmis fakat Dacronun yapiya ilavesi sonucunda bile
mekanik dayaniklihk saglanamamistir (9). Sonrasinda bu alanda pek c¢ok
arastirmaci dogal ekstraseliiler matriks proteinlerini damari olusturan hiicrelerle
birlestirerek 3B damar vyapilari meydana getirmeye c¢alismistir. Tamamen
biyolojik yapiya sahip ve doku mihendisligi kaynakli damar yapiminda, L'Heureux
ve ark., hicre tabakalarini olusturma ve sonrasinda bu tabakalari tibiler
mandrel etrafina sarma yontemini kullanmislardir (148). Damar diz kas hicre
tabakasiyla tunika medya katmanini, fibroblast hiicre tabakasiyla tunika
adventisya katmanini ve tibdiler yapinin [imen kismina endotel hicrelerini
ekerek tunika intimayi olusturmuslardir (148). Buijtenhuijs ve ark. calismalarinda
¢O6ziinmeyen elastin ve kollajenden olusan, por6z yapiya sahip, 3B tlbiler bir
iskele meydana getirmisler ve gdbek kordonu kaynakl diiz kas hiicrelerinin bu
iskele tzerindeki canliliklarini ve davranislarini test etmislerdir (13). Elde ettikleri
verilere gore, 14 glinliik kiltlr sonrasinda hiicrelerin bu yapi lizerinde ve porlar
arasinda tutunarak cogaldiklari ve canhliklarini koruduklari gézlenmistir (13). Ayni
grup sonrasinda yaptiklari calismada bu damar yapisini biyoreaktor icerisinde
killtire etmisler ve statik kdltir kosullariyla karsilastirildiginda  doku
formasyonunun daha iyi oldugunu gozlemlemislerdir (192). Ryan ve O’Brien ayni
sekilde olusturduklari damar yapisinda kollajen tip | ile birlikte insolubl elastin
kullanmis ve boylelikle yapinin viskoelastik o©zelliginin arttigini ve diz kas
hiicrelerinin proliferasyonlarinin azaldigini ve kontraktil ozelliklerinin arttigini
gormislerdir (154). Daamen ve ark. damar grefti iskelesi meydana getirmek icin

kullandigi kollajen tip |, elastin ve kondroitin stilfat karisimi, bizim tunika medya
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tabakasi igin kullandigimiz karisimla (kollajen tip |, elastin ve dermatan siilfat)
benzerlik gostermektedir. Buna ek olarak, damar yapilarinin karakterizasyon
verileri de bizimkilerle uyumludur (155). Tez ¢alismamizda, kollajen tip I, elastin
ve dermatan silfat, perisitlerden farklilastirilan diz kas hicreleriyle
birlestirilerek, etkili bir sekilde tunika medya tabakasi taklit edildi. Isik (HE ve van
Gieson boyama) ve elektron (TEM, SEM) mikroskopi gorintileri ile, diz kas
hiicrelerinin  basarili  bir sekilde ekstraselliiler matriks proteinleri ve
glikozaminoglikanlar ile butinlestigi gozlemlendi.

Grassl ve Aper, olusturduklari damar grefti yapisi icinde sadece fibrin
kullanmiglar ve diiz kas hicrelerinin bu iskele igindeki canhliklarini
gostermislerdir (12, 156). Boylelikle yapiya dayanikhlik katip ayni zamanda jel
icerisinde  bulunan hicrelerin, ekstraselliler matriks sentezlemelerini
saglamislardir (12). Kollajen ve fibrin bazli damar yapilarini karsilastirdiklarinda,
fibrin 6rneklerinin ¢ok daha iyi organizasyona ve kollajen-fibrin yerlesimine sahip
olduklarini ve fibrinin damar yapisina dayaniklilk kattigini gostermislerdir (12).
Gui ve ark., damar diz kas hiicreleri ve dermal fibroblastlari, fibrin jel icerisinde
kiiltire ederek, damar yapisi icerisinde kollajen sentezinin yani sira elastin
Uretiminin artmasini hedeflemislerdir (11). 30 giin pulsatil akish biyoreaktorde
kiiltlir sonrasi mekanik ve biyokimyasal 6zellikleri dogal artere benzer, kiglik
caph, damar grefti olusturabilmislerdir (11). Bu arastirmacilarin meydana
getirdigi damar yapilarindan farkh olarak, bu tez calismasinda, fibrine ek olarak
kollajen tip | yapiya eklenerek perisitlerden farkhlastirilan fibroblastlar ile dogal
dokuya benzer bir tunika adventisya tabakasinin olusmasi saglandi. Tenascin-C
ifade eden fibroblastik hiicreler ve fibrin, kollajen fibrilleri icinde efektif bir
sekilde dagilmis olarak gozlendi. Tunika medya ve tunika adventisya tabakalarinin
birlikte iki hafta kiltird sonucu hiicrelerin yapiya adezyonu ve infiltrasyonu ve de
yap! icerisindeki canliliklari test edildi. Statik kiltir kosullari sonucu elde edilen
histolojik boyama sonuclarina gore diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar 3B damar
yapisina tutundu ve yapi icerisinde canliliklarini yiksek 6lctide koruyabildi. Loy ve
ark. kollajen tip I’ i fibroblastlar ve diiz kas hicreleriyle birlestirerek tunika
adventisya ve medya benzeri tabakalari, HUVEC' ler ile tunika intima benzeri

tabakay! olusturmuslardir (10). 24 saatte planar yapida bir damar modeli
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tasarlamiglardir (10). Ayni arastirmacilar, planar damar yapisini histolojik ve
imminfloresan analizler ile karakterize etmisler ve her bir tabakanin varligini ve
bu tabakalarda bulunan farkl hicre tiplerini ayri ayri géstermislerdir (10). Loy ve
ark. meydana getirdigi damar yapisina benzer olarak, bu tez ¢alismasinda da
kollajen tip | ve Uc¢ farkli damar hicresi kullanilarak, (¢ tabakali bir yapi
olusturuldu. Onlarin elde ettigi sonuglara benzer olarak, bu tez ¢alismasinda da
histolojik boyama ve imminfloresan isaretleme ile, VEGFR1 ifade eden HUVEC’
ler, a-SMA ifade eden diz kas hicreleri ve tenascin-C ifade eden fibroblastlar,
ekstraselliler matriks proteinleri ve glikozaminoglikanlar igcine gomili sekilde
tespit edildi. Ayrica yine benzer bir sonug olarak, olusturulan U¢ tabakali yapi diiz

7

kas hucrelerinin ve kollajen tip I’ in varli§i nedeniyle lg¢te bir oraninda
kompaktlasti (10). Fakat bu tez ¢alismasinda, onlarin galismasindan farkl olarak,
Uc katmanli bu yapinin adventisya tabakasina fibrin, medya tabakasina elastin ve
dermatan siilfat eklendi ve bdylelikle dogal damar dokusuna en yakin yapi
olusturulmaya ¢alisildi.

Bu tez calismasinda, ekstraselliiler matriks proteinleri perisitlerden
farklilastirilan damar hicreleriyle bir araya getirildi ve yeni bir endotelizasyon
yontemiyle intakt bir damar yapisi elde edilebildi. Endotelizasyonun basarili
sekilde gerceklesmesini saglamak icin, sicaklik-duyarl akilli ylizeylerin kullanildig
hiicre tabaka mihendisligi yaklasimiyla, kendi ekstraselliiler matriks yapisini
bozmadan, HUVEC tek tabakasi elde edilmeye calisildi. HUVEC ekiminden 6nce,
endotelizasyonun etkinligini arttirmak amaciyla, iki katmanlh damar yapisinin
medya tabakasinin Gzeri heparin ve fibronektin ile kaplandi (15, 17). Sonug
olarak, kollajen tip | fibrilleri Uzerine entegre olmus, VEGFR1 ifade eden ince
endotel hiicresi tek tabakasi basarili bir sekilde tunika intima tabakasi olarak
gozlendi. Bu uygulama, hiicre tabaka mihendisligi yaklasimiyla, endotel hiicresi
tabakasinin olusturuldugu ilk damar grefti uygulamasidir. Williams ve Backman,
damar doku mihendisligi kapsaminda, diiz kas hiicreleri ve MKH tabakalari elde
etmek amaciyla PNIPAAmM kapli ylzeyleri kullanmiglardir (19, 20). Hiicre bazli
damar greftlerinin olusturulmasinda istenilen tek kath hiicre tabakalarini elde
etmede basarili olmuslardir. Diger yandan, bu tez calismasinda, damar yapilarinin

endotelizasyonu icin hicre tabaka mihendisliginin efektif bir sekilde kullanimi
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gosterilmistir. Endotelizasyon uygulamalarinda karsilasilabilecek en 6nemli
sorunlardan bir tanesi, islevini yerine getiremeyen endotel hiicresi tabakasinin
kan pihtilasmasina sebep olmasidir. Loy ve ark. calismalarinda, kan pihtilasma
testi ile endotel hiicresi tek tabakasinin fonksiyonel oldugunu kanitlamislardir
(10). Bu tez ¢alhismasinda da benzer bir yontem olan trombosit adezyon testi ile
endotel hicresi tabakasina CD34+ hiicrelerden farklilastirilan megakaryositlerin
/trombositlerin  yapisip yapismadigl test edildi. Olusturulan endotel tek
tabakasinin anti-trombojenik 6zelligi, bu hicrelerin yapi Uzerinde az oranda
tespit edilmesiyle kanitlanmis oldu.

Doku mihendisligi kaynakh damar greftlerinin, cerrahi miidahalelere
dayanmalari, nakil sonrasi zorlu hemodinamik ¢evreye uyum saglayabilmeleri igin
yeterli mekanik kuvvete sahip olmasi gerekir ki bu o6zellikler uygun igerige ve
bltlnlige sahip olmalari ile saglanabilir (154). Damar greftinin uygun mekanik
Ozelliklere sahip olmasi gerekliligi disinda, iyilesme sirecindeki verdigi tepki de
onem tasimaktadir. Neointimal hiperplazi, tromboz ve enflamasyon
karsilasilabilecek en 6nemli sorunlardir (7). Bu ¢alismanin en énemli limitasyonu,
olusturulan bu damar yapisinin biyoreaktér iginde gelistiriimemis olmasi ve
boylelikle yeterli mekanik dayanikliliga sahip olmamasidir. Gui ve ark., fibrin, diz
kas hucreleri ve fibroblastlar ile olusturduklari damar greftini 30 giln
biyoreaktorde kiiltiire etmis ve greftin mekanik ve biyokimyasal 6zelliklerinin
dogal artere benzer olmasini saglamislardir (11). Syndein ve ark. ise damar
greftinin, mekanik dayaniklihgini gelistirebilecek bir biyoreaktor diizeneginde
yedi-dokuz hafta kiiltlirinG yapmuslardir (151).

Damar hastaliklarinin tedavisinde otolog ve allojenik kan damarlarinin
transplantasyonu oncelikli yontemdir. Ancak doku miihendisligindeki gelismeler,
kan damari ihtiyacini gidermek amaciyla Uretilen greftlerin alternatif yontem
olarak tedavide uygulanabilirliklerini ortaya koymaktadir. Yakin tarihli bir klinik
arastirmaya gore, 3686 hasta, Avrupa ve Avrasya Ullkelerinde hiicresel veya doku
mihendisligi kaynaklh tedaviler almistir. Bu hastalardan 2513 (%68) otolog
hiicrelerle, 1173'G (%32) allojenik hiicrelerle tedavi edilmistir. Bu baglamda,
kardiyovaskiler rahatsizliklarin endikasyonlari %12 oraninda gorilmis, bunlarin

%69' unda da otolog transplantasyon uygulanmistir (193). Bu nedenle,
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biyomimetik allojenik damar yapilarinin gelistirilmesi ve in vitro/in vivo testleri,
klinikte yeni doku miihendisligi kaynakh tedavilerin tasarimi igin ilk adimdir. Bu
amagla, bu tez galismasinda, yeni bir allojenik, biyomimetik 3B damar yapisi

Onerilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez galismasinda, Ug¢ tip damar hiicresi tamamen dogal malzemelerle
olusturulmus ve damar yapisinin igerisinde canliliklarini stirdiirebildi. Bu hicre-
ekstraselliiler matrik protein yapilariyla, dogal kan damarlarinin yapisina benzer
U¢ tabakali damar modeli olusturuldu. Bu model; KAH’In tedavisinde, kan
damarlarinin yapisina en yakin icerige sahip, tamamen dogal kii¢clik caph damar
greftlerinin olusturulabilmesi icin 6nemli bir basamaktir. Gelecekte, yapiyi
mekanik olarak gliclendirebilmek, iskele icerisine dagilmis htcreleri kolaylkla
besleyebilmek ve intima tabakasi igerigini kontrol altinda tutabilmek igin,
olusturulan damar yapisini peristaltik akisa sahip biyoreaktor icerisinde kdiltire
etmeyi hedefliyoruz.

Koroner arter hastaliklarinin tedavisine yonelik damar doku mihendisligi
kapsaminda Diinya’ da ve Turkiye’ de kigik capli damar greftlerinin
olusturulmasina yoénelik mevcut olan verilere ek olarak bu tez galismasi sonunda;

1. Go6bek kordonundan perisit izolasyonunun yapilmasinda kullanilan farkl
yontemler bir arada denendi ve en uygun yontem ortaya kondu,

2. CD146+ perisitler damar yapisinda bulunan diiz kas hticrelerine ve
fibroblastlara farkhlastirildi,

3. Gobek kordonu perisitlerinden farklilasmis hiicrelerden olusan damar
katmanlarinin dogal malzemelerle birlikteligi gésterildi,

4. Damar greftlerinin olusturulmasinda hiicre kaynagi olarak insan gdbek
kordon veni perisitlerinden kdken alan damar hiicreleri ve yéntem olarak

“hicre tabaka muhendisligi” ilk defa birlikte kullanildi,

5. Perisitlerin damar doku muihendisligi alaninda kullanildigi Tarkiye’ deki ilk
¢calisma oldu,

6. KVH nin tedavisinde kullanilabilecek kiicik capli damar greftleri
olusturulmasina yonelik bir damar modeli ortaya koyuldu,

7. lleride tasarlanacak biyoreaktérde gelistirilmesi planlanan damar greftinin
3B taslagi olusturuldu,

8. Klinik uygulamalara yonelik patentli bir Grliniin ortaya cikarilmasina

yonelik veriler elde edildi,
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9. Gelistirilmis olan hiicre izolasyon teknikleri ve ko-kultiir yontemleri kok
hicre c¢alismalari ve doku mihendisligi acisindan sonraki bilimsel

calismalara 1sik tutabilecek nitelige geldi.
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