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1. OZET

Giris ve Amag

Hasarli damarlarin onarimi veya replase edilmesi kalp damar cerrahisi ile birlikte plastik cerrahi
ve ortopedi gibi gesitli cerrahi disiplinlerin de ilgi alaninda olan énemli bir konudur. Onemli
arteriyel yapilarin hasar sonucu hedef organlara kan iletemedikleri durumlarda bu goérevi
uistlenecek ¢esitli damar greftleri kullanilir. Bu ¢alisma, doku miihendisligi tekniklerini
kullanarak otolog bir vaskiiler greft alternatifi gelistirmeyi amaglamaktadir. Silikon kateter
etrafinda kapsiil olusumunu takiben gergeklestirilen endotel hiicre tohumlamasinin, greft

biyouyumlulugunu ve fonksiyonunu artirmadaki potansiyeli aragtirilmistir.
Gere¢ ve Yontem

Calismada, 24 Sprague Dawley sicani rastgele ii¢ deney grubuna ayrilmistir. Tim gruplarda
bilateral silikon blok implantasyonu gergeklestirilmistir. Alt1 hafta sonra sag taraftaki silikonlar
cikarilmis ve grup 1’e sadece endotel tohumlama, grup 2’ye hyaluronik asit jel ile birlikte
endotel tohumlama, grup 3’e hyaluronik asit jel ve eksozom ile birlikte endotel tohumlama
islemi yapilmistir.Her siganin sol tarafi kontrol grubu olarak
degerlendirilmistir.Endotelizasyon, anjiogenez ve inflamasyon oranlart histolojik analizler ile

degerlendirilmistir.
Bulgular

Hyaluronik asit jel ve eksozom ile birlikte endotel tohumlama islemi yapilan 3.grupta diger
gruplara kiyasla anlamli derecede artmis endotelizasyon ve anjiogenez saptanmustir.

Endotelizasyon, 151k ve elektron mikroskobisinde gosterilmistir.
Sonug¢

Bu calisma; endotelyal hiicre tohumlama, hyaluronik asit ve eksozom temelli desteklerle
biyomiihendislik ile iretilmis otolog vaskiiler greftlerin potansiyelini ortaya koymaktadir.
Bulgular, bu kombinasyonun endotelizasyonu artirarak tromboz riskini azalttigim
gostermektedir. Daha fazla arastirmaya ihtiyag duyulmakla birlikte, bu sonuglar

biyomiihendislik ile tretilmis damar greftlerinin gelistirilmesi i¢in saglam bir temel



olusturmakta ve bu yaklasimin vaskiiler cerrahi sonuglarini iyilestirme potansiyeline sahip

oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler

Otolog vaskiiler greft, endotel hiicre tohumlama, silikon kapsiil modeli, eksozom, hyaluronik

asit



2. SUMMARY

Introduction and Aim

The repair or replacement of damaged blood vessels is a critical issue not only in cardiovascular
surgery but also in various surgical disciplines such as plastic surgery and orthopedics. When
major arterial structures lose their ability to deliver blood to target organs due to injury, different
types of vascular grafts are utilized to restore circulation. This study aims to develop an
autologous vascular graft alternative using tissue engineering techniques. Specifically, it
investigates the potential of endothelial cell seeding following capsule formation around a
silicone catheter to enhance graft biocompatibility and functionality.

Materials and Methods

In this study, 24 Sprague Dawley rats were randomly divided into three experimental groups.
Bilateral silicone block implantation was performed in all groups. After six weeks, the silicone
blocks on the right side were removed, and the following interventions were applied: Group 1
received only endothelial cell seeding, Group 2 received endothelial cell seeding combined with
hyaluronic acid gel, and Group 3 received endothelial cell seeding combined with both
hyaluronic acid gel and exosomes. The left side of each rat served as the control.
Endothelialization, angiogenesis, and inflammation levels were evaluated through histological

analysis.
Results

A significant increase in endothelialization and angiogenesis was observed in Group 3, which
received endothelial cell seeding in combination with hyaluronic acid gel and exosomes,
compared to the other groups. Endothelialization was confirmed using both light and electron

microscopy.
Conclusion

This study highlights the potential of bioengineered autologous vascular grafts supported by
endothelial cell seeding, hyaluronic acid, and exosomes. The findings suggest that this
combination enhances endothelialization and reduces the risk of thrombosis. While further

research is required, these results establish a solid foundation for the development of



bioengineered vascular grafts and demonstrate the potential of this approach to improve

vascular surgery outcomes.

Keywords

Autologous vascular graft, endothelial cell seeding, silicone capsule model, exosome,

hyaluronic acid



3.GIRIS VE AMAC

Hasarli damarlarin onarimi veya replase edilmesi kalp damar cerrahisi ile birlikte plastik cerrahi
ve ortopedi gibi gesitli cerrahi disiplinlerin de ilgi alaninda olan énemli bir konudur. Onemli
arteriyel yapilarin hasar sonucu hedef organlara kan iletemedikleri durumlarda bu gorevi
iistlenecek cesitli damar greftleri kullanilir. Bu amagla en yaygin kullanilan kaynak arterlere
kiyasla daha genis segenekler sunan ve ¢ofu zaman yine arterlere kiyasla daha kolay feda
edilebilen venlerden saglanir. Hem kalp damar cerrahisindeki koroner baypas’larda hem de
ekstremite yaralanmalarindaki revaskiilarizasyonlarda siklikla bagvurulan ilk segenek ven
greftleri olmaktadir. Bununla birlikte ven greftleri hem damar ¢aplart hem de damar duvari
yapilar ile ¢ogu major damar replasmanlarinda yetersiz kalabilmektedir. Bu nedenle uzun
zamandir gesitli sentetik materyallerin agirlikta oldugu birgok alternatif deneysel ve klinik
ortamlarda kullanilmakta ve ideal benzerlige ulasmak icin yenileri gelistirilmektedir. Yarim
asirdan fazla siiren sentetik vaskiiler greft gelistirme ¢aligmalarinin ardindan, su anda mevcut

malzemelerle elde edilen sonuglar iyilesme ve doku rejenerasyonu agisindan optimum degildir.

Koroner baypas operasyonlari, ¢esitli ekstremite yaralanmalar1 veya major arteriyel tikanmalar
interpozisyonel greft kullanimi gerektirir (Huynh et al., 2006; Robbs & Baker, 1978; Shah et
al., 1985). Benzer sekilde, askeri travmalarda goriilen kompleks vaskiiler yaralanmalar siklikla
interpozisyonel greftlemeye ihtiya¢ duyar (Fox et al., 2005; Rich et al., 1970; Vertrees et al.,
2009; Woodward et al., 2008).

Ekstremite arteriyel yaralanmalarinin onariminda, yiliksek patens oranlari ve sekonder greft
enfeksiyonlarmin daha diisiik insidans1 nedeniyle otojen damarlar, geleneksel olarak sentetik
greftlere tercih edilmistir (Fox et al., 2005; Mitchell & Thal, 1990; Perry et al., 1971; Rich et
al., 1970; Vertrees et al., 2009). Otojen ven greftleri ilk kez Kore Savasi sirasinda arteriyel
yaralanmalarin tedavisinde basarili bir sekilde kullanilmistir (Hughes, 1958).

Greft se¢iminde, otojen ven greftleri ile sentetik greftlerin kullanimi konusunda, potansiyel
olarak kontamine alanlara yabanci cisim yerlestirilmesine dair her zaman bir endise
bulunmaktadir (Halvorson et al., 2011). Vietnam Savasi sirasinda kontamine vaskiiler
yaralanmalar1 olan hastalar iizerinde yapilan bir ¢calismada, Rich ve Hughes, sentetik greft

kullaniminin olumsuz sonuglar dogurdugunu bildirmistir. Hastalarin %77’sinde enfeksiyon ve



tromboz nedeniyle greft basarisizli§1 yasanmis ve amputasyon orani %31 gibi oldukca yiiksek
bir seviyeye ulagmistir (Rich & Hughes, 1972). Ancak askeri travmalar, sivil yaralanmalardan
farklidir. Savag ortaminda, hastanin stabilizasyonu ve ilerleyen siirecte elektif onarim i¢in sevki
g6z Oniine alindiginda, politetrafloroetilen greftlerinin uzun vadeli basarisizligi kabul edilebilir
bir durum olarak degerlendirilmektedir. Sivil travmalar lizerine yapilan bir ¢alismada, alt
ekstremite vaskiiler yaralanmalar1 bulunan 188 hasta incelenmis; Martin ve ¢aligma arkadaglari,
iliak, femoral ve siiperfisyal femoral arterlerin onariminda genisletilmis politetrafloroetilen
greftler ile ven greftlerinin benzer patens oranlarina sahip oldugunu bildirmistir. Ancak, distal
anastomoz popliteal arter veya daha asagi seviyelerde yapildiginda, erken patens oranlarinda
onemli bir fark gdzlemlenmistir. Politetrafloroetilen greft kullanilan hastalarda basarisizlik

orani belirgin sekilde daha yiiksek bulunmustur (Martin et al., 1994).

Otogreftlere alternatif bir gereksinimin ortaya ¢ikmasiyla birlikte, biyoteknoloji isbirligiyle
tasarlanan greftler kullanim i¢in degerlendirilmistir. Bu greftler; sinirsiz erisilebilirlikleri, genis
malzeme yelpazesi ve 0zellikle nativ vaskiiler yapilarin mekanik 6zelliklerine uyacak sekilde
optimize edilebilmeleri nedeniyle otogreftlere giiclii bir alternatif olarak one g¢ikmaktadir
(Obiweluozor et al., 2020). 1980’lerde kriyoprezervasyonlu allogreft venlerin (KAV), baypas
operasyonlarinda otolog greftlerin yerine kullanilabilecegi fikri ortaya atilmistir. Bu tiir
allogreftler, yeterli otolog greft materyali bulunmayan hastalarda tercih edilmistir (Lamm et al.,
2001). Ancak, erken ve ge¢ patens oranlarinin diisiik olmasi nedeniyle kriyoprezervasyonlu
allogreft venler yaygin kabul gérmemistir (Conte, 1998). Genisletilmis politetrafloroetilen (e-
PTFE) ve polietilen tereftalat (PET) gibi ticari olarak temin edilebilen, biyolojik olarak
parcalanmayan sentetik greftler, yliksek akim ve diislik direng gerektiren aort, aortik ark
damarlar1 ve ortak femoral arter gibi biiylik arter rekonstriiksiyonlarinda basarili sonuclar
vermistir (el-Massry et al., 1993; Ingle et al., 2002; Roll et al., 2008). Literatiirdeki ¢alismalara
gore, bu greftler hastalarin ¢ogunda kalic1 patens saglamis ve tekrarlayan prosediirlere duyulan
ithtiyac1 azaltmistir. Ancak, baz1 hastalarda greft enfeksiyonu, dilatasyon ve okliizyon gibi
komplikasyonlar bildirilmistir (Lorentzen et al., 1985; Nehler et al., 1998). Bagka bir calismada
ise baypas prosediirlerinde e-PTFE kullanimimin 5 yil sonunda %39 patens sagladigi
gosterilmistir (Roll et al., 2008). Bu greftler, 6zellikle biiyiik ¢apli ve yiiksek akimli damarlarda,
antitrombotik destekle basarili sonuglar vermektedir. Ancak, limenlerinde Kkalici
endotelizasyon olusmadigindan dogal bir antitrombotik yiizey saglanamamakta ve olasi

okliizyon risklerine kars1 siirekli antitrombotik tedavi gerekmektedir.



Kiictik capli baypas greftleri, hem kisa hem de uzun vadeli gozlemlerde siklikla basarisizlik
egilimi géstermektedir. Kiiciik damarlarin daha diisiik kan akis hizlar, biiyiik kalibreli arteriyel
replasmanlarda basarili olan Dacron ve genisletilmis politetrafloroetilen greftlerinde
karsilagilmayan bir dizi yeni soruna yol agmaktadir. Kiigiik capli sentetik greftler, kaginilmaz
olarak anastomotik intimal hiperplazi, pihtilasma ve trombogenez gelisimine neden olmustur
(Graham et al., 1989; Pasic et al., 1995). Bu durum, greft ile dogal damarlar arasindaki yetersiz
endotel rejenerasyonu ve biyomekanik uyumsuzluk ile iliskilendirilmistir (L'Heureux et al.,
2007). Bu sorunun ¢oziilmesi, 6zellikle vaskiiler mikrocerrahi ve konjenital kalp hastaligiyla

dogan ¢ocuklarda morbidite ve mortalitenin azalmasina 6nemli katkilar saglayacaktir.

"Ideal" bir vaskiiler greft, hem mekanik 6zellikleri hem de implantasyon sonrasi iyilesme
stireciyle tanimlanabilir. Mekanik dayaniklilik, en 6nemli faktdrlerden biridir; arteriyel
dolasima yerlestirilen greftler, uzun vadeli hemodinamik strese dayanabilmeli ve anevrizmatik
degisiklikler sonucu katastrofik komplikasyonlara yol agmamalidir. Sentetik biyomalzemelerin
trombojenik yapisi nedeniyle, greftin luminal yilizeyinde spontan trombosit adhezyonu ve
agregasyonu meydana gelmekte, bu da damarin tekrar okliizyona ugramasina neden olmaktadir.
Bu trombojenik etkiyi azaltmak amaciyla hastalar antitrombojenik ajanlara bagimli hale
gelmistir. Trombojenik olmayan bir yiizey ihtiyaci, greft llimenine endotel hiicre (EH) ekimi
iizerine yapilan arastirmalar tesvik etmistir. EH ekimi, sentetik greftlerin acikligini artirsa da,
yeterli EH retansiyonu saglanamamistir (Deutsch et al., 1999; Thompson et al., 1994). Bunun
yani sira, sert sentetik malzeme ile elastik biyolojik doku arasindaki elastikiyet farklari,
anastomoz bolgesinde gerilim tutarsizliklarina yol acarak intimal hiperplazi gelisimine katkida
bulunur (Geary et al., 1994; Greisler et al., 1993; O'Connor et al., 2006). Greft ile damar
arasindaki uyumsuzluk, anastomoz bdlgelerinde kiigiik tiirbiilansli akis alanlar1 olusturabilir.
Bozulmus ve diisiik akis rejimleri ise grefti intimal hiperplazi nedeniyle yeniden tikanmaya
kars1 hassas hale getirmektedir. Ameliyat siiresini, riskini ve maliyetini en aza indirmek i¢in,
greftin kolay ulasilabilir, sutiire edilebilir ve kullanim agisindan pratik olmasi gerekmektedir.
Ayrica, hem tromboza hem de enfeksiyona direngli olmali, ideal olarak yapisal ve islevsel
acidan dogal bir damar1 andirmalidir. Ekonomik faktorler g6z 6niine alindiginda, diisiik maliyet
ve uzun vadeli dayaniklilik da ideal bir greftin 6nemli 6zellikleri arasinda yer almaktadir

(Conte, 1998).



Doku miihendisliginin temel amaci, hastanin dogal dokusuyla biitiinleserek fizyolojik islevi
geri kazandiran alternatif malzemeler gelistirmektir (Vacanti & Langer, 1999). Bu siirecte doku
iskeleleri, hiicre biiyiimesi ve yeni doku olusumu i¢in uygun bir ylizey saglamak amaciyla
sentetik veya dogal malzemelerden olusturulmaktadir. Doku ile entegrasyon tamamlandiktan
sonra bu yapilarin zamanla degradasyona ugramasi beklenir. Doku miihendisligi ii¢ temel
bilesenden olusmaktadir: doku olusumunu destekleyen iskele materyali, hiicrelerin veya hiicre
ikamelerinin izolasyonu ve kullanimi, ayrica hiicrelerin iskeleye eklenerek entegrasyonunu
saglayan tohumlama teknikleri (Langer & Vacanti, 1993). Implantasyon sonrasinda biyolojik
sinyallemenin (humoral ve mekanik) iskelelerin yeniden sekillenme siirecinde kritik bir rol
oynadig diistiniilmektedir (Naito et al., 2011). Yeni dokunun organize bir sekilde olusabilmesi
icin bu faktdrlerin optimum kosullarda birlikte calismasi gerekmektedir. 1986 yilinda Weinberg
ve Bell, literatiirde doku miihendisligi ile tiretilmis ilk kan damar alternatifini gelistirmistir. Bu
yapt; si8ir endotel hiicreleri , diiz kas hiicreleri (DKH) ve fibroblastlarin kollajen jele gdmiilmiis
kiiltiirlerinden olugsmaktaydi (Weinberg & Bell, 1986). Ancak, elde edilen yap1 yeterli mekanik
mukavemet saglayamadigi i¢in Dacron® mes ile desteklenmesi gerekmistir. O zamandan bu
yana doku miihendisligi ile tretilen vaskiiler greftler (DMVG) biiytik dlgiide gelistirilmis ve
rafine edilmistir. Sonunda, 2001 yilinda tek ventrikiil pulmoner arter stenozu nedeniyle
ameliyat edilen bir hastada klinik uygulamaya ge¢ilmistir. Bu ¢aligmada, otolog ven kaynakl
hiicrelerle tohumlanan biyolojik olarak pargalanabilir polimerik bir iskele, pulmoner arter

anjiyoplasti prosediiriinde kullanilmistir (Shin'oka et al., 2001).

Rekonstriiktif ve estetik amacli implantlar, tibbin bir¢ok alaninda vazge¢ilmez hale gelmistir.
Bu implantlarin yapiminda en yaygin kullanilan malzeme ise, dokulara yiiksek uyum saglayan
silikon olup, ozellikle kaplama ve yap1 malzemesi olarak tercih edilmektedir. Silikon bazli
implantlar bircok farkli alanda kullanilsa da, en ¢ok meme rekonstriiksiyonu ve biiyiitme
(augmentasyon) ameliyatlar1 baglaminda tartisilmaktadir. Bu implantlarin etrafinda fizyolojik
olarak olusan peri-implant kapsiiller, genellikle en biiyiik tartisma konusunu olusturmaktadir.
Meme implantlarinin ¢evresinde gelisen bu fibroz kapsiiller zamanla kalinlasarak kontrakte
olabilir, implant1 sikistirarak meme seklini bozabilir. Bu nedenle literatiirde genellikle
komplikasyonlar1 ve olumsuz yonleriyle giindeme gelmektedirler. Ancak histolojik olarak
incelendiginde, bu fibrotik dokunun ii¢ katmandan olusan, oldukca vaskiilarize bir yap1 oldugu
gorilmektedir. Orta katman, en fazla damar iceren bolge olarak tanimlanmistir (Prantl,
Schreml, Fichtner-Feigl, Poppl, et al., 2007). Bu 6zellikleri sayesinde, peri-implant kapsiiller

diiz ylizeyli ve yogun damar yapilariyla herhangi bir greft dokusunun beslenmesini



saglayabilecek potansiyele sahiptir. Ozellikle mesane rekonstriiksiyonu iizerine yapilan bazi
caligmalar, bu kapsiil dokusunun vaskiilarize bir tasiyici olarak kullanilabilecegini gdstermistir
(Guo et al., 2020). HL Guo ve arkadaglar1 bu tiir defektler i¢cin bukkal mukoza greftine uygun
bir vaskiiler yatak saglamak amaciyla onarim bdlgesinin anatomik yapisina da uygun, tiip
seklinde kapsiil elde etmisler ve bu vaskiilarize kapsiil lizerine bukkal mukoza greftini
yerlestirerek yeni bir liretral rekonstriiksiyon yontemi tanimlamislardir (Guo et al., 2019). Doku
miihendisligiyle iretilen vaskiiler greftlerin temel bilesenlerinden biri, sekil ve mukavemet
saglayan doku iskeleleridir (Baguneid et al., 2006). Kapsiil dokusunun saglikli, piirlizsiiz ve iyi
vaskiilarize yapisi, doku miihendisliginde biyolojik bir iskele olarak kullanilmasini miimkiin
kilmaktadir. Bu nedenle, peri-implant kapsiil dokusu gelecekte vaskiiler greftler i¢in 6nemli bir

biyomateryal aday1 olarak degerlendirilebilir.

Giinlimiizde yeni damar alternatifleri olugturma siirecinde kullanilan sentetik materyallerin en
biliylik handikapi, damar i¢ yiizeyinde tamamen non-trombojenik ve endotelize bir yiizey
olusturmanin miimkiin olmamasidir. Bu eksiklik nedeniyle hastalar, émiir boyu antitrombotik
ajanlar kullanmak zorunda kalmakta ve bu da kanama komplikasyonlar1 ile enfeksiyon
risklerini artirmaktadir. Bu ¢aligmada, peri-implant kapsiillerinin sagladigi piiriizsiiz ylizey
iizerine endotel hiicre greftlemesi yapilarak, tamamen non-trombojenik ve fizyolojik bir damar
i¢ yiizeyi olusturulmas: hedeflenmistir. Boylece, alternatif bir biyolojik damar yapisinin

gelistirilmesi amaglanmaktadir.

4.GENEL BIiLGILER

4.1. Kapsiil Fizyolojisi ve Klinige Yansimalari

Meme cerrahisinde implant kullanimi, hem rekonstriiktif hem de estetik amacl yaygin bir
prosediirdiir. Yalnizca Amerika Birlesik Devletleri'nde 2020 yilinda 300.000'den fazla meme
implant1 ameliyat1 gerceklestirilmis olup, bunlarin yaklasik 200.000°1 estetik, 100.000°1 ise
rekonstriiktif amagcl yapilmistir (Gorgy et al., 2023) ). iImplant yerlestirildiginde, viicut yabanc1
cisim reaksiyonu (YCR) gelistirerek implantin ¢evresinde fibroz bir kapstil olusturur. Bu kapsiil
formasyonu, immiin sistemin aracilik ettigi benign bir fizyolojik siire¢ olup, genellikle herhangi
bir kozmetik veya klinik soruna yol agmaz (Bachour, 2021). Ancak, bazi durumlarda asir1

kapsiil fibrozu geliserek kapsiil kontraktiiriine neden olabilir. Bu durum, sertlesme, fiziksel



distorsiyon ve kronik agriya yol acarak hastalarin yasam konforunu olumsuz etkileyebilir
(Adams Jr, 2009; Safran et al., 2021). Kapsiil kontraktiirii, implantla yapilan meme cerrahisi
sonrast en sik karsilasilan komplikasyonlardan biridir (Chopra et al., 2015). Ancak, kesin

etiyolojisi ve en uygun tedavi yontemi hala tartisilmaktadir.

Nadir de olsa, implant kapsiiliine bagli olarak daha ciddi komplikasyonlar ortaya cikabilir.
Bunlar, cerrahi sonuglar1 etkileyebildigi gibi hastalarin yasam kalitesini digiirebilir ve hatta
oliimciil olabilir. Meme implantiyla iligkili anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma (BIA-ALCL) ve
skuamo6z hiicreli karsinom (BIA-SCC) hakkinda giderek artan bilimsel veriler, plastik
cerrahlarin implant kaynakli potansiyel patolojik sekeller konusunda daha dikkatli olmalarini
gerektirmektedir. Bu nadir ancak dnemli patolojiler, plastik cerrahlarin kapsiil fizyolojisini ve
kapsiille iliskili hastaliklara yol acabilecek faktdrleri derinlemesine anlamasini zorunlu

kilmaktadir.

Yabanci cisim reaksiyonu (YCR), yara iyilesmesiyle benzer sekilde, implante edilen yabanci
maddeye kars1 immiin sistemin verdigi, birka¢ farkli asamadan olusan selim bir fizyolojik
tepkidir. Bu siire¢, yabanci maddeyi viicudun diger bolgelerinden izole eden koruyucu bir
mekanizma olarak, etrafinda kolajen bir kapsiil dokusu tabakasi olusturur. YCR, su asamalardan
geger: yaralanma, kan-madde etkilesimi, yiizeysel gecici matris olusumu, akut ve kronik
inflamasyon, yabanc1 cisim dev hiicre olusumu ve fibroz kapsiil gelisimi (Sekil 1) (Anderson

et al., 2008; Bayston, 2022; Gorgy et al., 2023; Klopfleisch & Jung, 2017).
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Sekil 1. Yabanci cisim reaksiyonu asamalari; yaralanma, kan-madde etkilesimi, ylizey gegici
matriks olusumu, akut ve kronik inflamasyon, yabanci cisim dev hiicre olusumu ve fibroz

kapsiil olusumu (Gorgy et al., 2023)

YCR'nin ilk agamalari, implantasyonun hemen ardindan baglar. Kag¢inilmaz doku hasari
meydana geldiginde, vaskiiler ve lenfatik sistemlerden igerik serbest kalir ve implant yiizeyiyle
etkilesime girer. Konak plazmasinda bulunan ¢esitli proteinler (6rnegin; albiimin, fibrinojen,
komplemanlar, fibronektin) implant yiizeyine kendiliginden adsorbe olarak gecici bir matriks
olusturur. Erken protein matriksinin ve implant yiizeyi etkilesimleri, Vroman etkisi (Sekil 2)
tarafindan yonlendirilir; burada, hareketli, diisiik afiniteli proteinler ilk olarak ylizeye adsorbe
olur, ancak zamanla daha az hareketli ve daha yiiksek afiniteli proteinlerle yer degistirir. Protein
matriksi, kemoatraktanlar, sitokinler ve biyoaktif ajanlarla zenginlesir ve implant yiizeyi ile
immiin tepki arasinda fiziksel bir baglanti saglayarak, immiin hiicrelerin aktivitesine dogrudan

rehberlik eder (Anderson et al., 2008).

11



(1) Protein Displacement (Weak-affinity protein - Strong-affinity protein)
A . - D . .

—tp = mim

(2) No Displacement (Strong-affinity protein - Weak-affinity protein )
A B

| ey gEme e g

Sekil 2. Vroman etkisi; hareketli diisiik afiniteli proteinler baslangicta yiizeye adsorbe olur
ancak kademeli olarak daha az hareketli, daha yiiksek afiniteli proteinlerle yer degistirir (Choi
et al.).

Bundan sonra inflamasyon evreleri (akut ve kronik inflamasyon) baslar. Akut inflamasyon
evresi birkag saat ile birkag giin arasinda siirer ve notrofiller ile mast hiicrelerinin infiltrasyonu
ile karakterizedir (Klopfleisch & Jung, 2017). Nétrofiller, sitokin salinimi yoluyla inflamatuar
yanit1 baslatan, dokudaki debrisleri ve bakterileri temizleyen ilk immiin hiicreler olarak gorev
yapar (Anderson et al., 2008). Mast hiicreleri degraniile olarak histamin, serotonin, interldkin-
4 (IL-4), IL-13 ve IL-8 gibi maddeleri serbest birakir. Bu, vazodilatasyona ve monositlerin kan
dolasimindan dokuya gogiine yol acar (Klopfleisch & Jung, 2017; Zdolsek et al., 2007).
Monositler, dokuya gog ettikten sonra, YCR'yi yonlendiren ana hiicre tiplerinden biri olan
makrofajlara doniisiir ve implantasyondan 2 ila 5 hafta sonra kronik inflamasyon evrelerinin

baslangicini isaret eder.

Kronik inflamasyon evreleri, makrofajlar ve lenfositlerin varligiyla karakterizedir (Klopfleisch
& Jung, 2017). Makrofajlarin temel islevi yabanci maddeleri, 6lii hiicreleri ve hasarl dokulari
fagosite etmektir. Makrofajlar, genis bir fenotip spektrumuna sahiptir ve farklilasma
durumlarina bagl olarak inflamatuar veya anti-inflamatuar faktorler salgilarlar (Henson, 1971).
YCR'nin erken donemlerinde, pro-inflamatuar M1 makrofajlar1 (CD68+NOS2+) inflamatuar
sitokinler; timor nekroz faktorii-alfa (TNF-alfa), IL-1, IL-6, IL-8 salgilayarak inflamasyonu

artirir. Fagositoz yoluyla, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) salinimi, degradatif enzimler ve
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lizozomlar araciligiyla biyomateryali degrade ederler (Anderson et al., 2008; Klopfleisch &
Jung, 2017).

Yabanci materyalin makrofajlar tarafindan fagositozunun basarisiz olmasi, kronik inflamatuar
evreye yol agar. Yeterince biiylik bir implantin YCR’sinin ayirt edici 6zelligi, makrofajlarin
terminal farklilagmasiyla olusan yabanci cisim dev hiicreleri (YCDH) ile iliskilidir. YCDH'ler,
makrofajlardan (<5 pm) daha biiyiik olan pargaciklar1 (>10 pm) fagosite edebilir (Anderson et
al., 2008) ). Ayrica, YCDH'ler daha fazla degradatif faktor salgilar ve asidik bir ortam olusturur
(Milde et al., 2015; Miron & Bosshardt, 2018). YCDH'lerin varligi, YCR i¢in patognomoniktir
ve implant materyalinin biyolojik bozunmasiyla iligkilidir (Anderson & McNally, 2011; Sheng
et al., 2000). IL-4 ve IL-13, makrofaj flizyonunu ve pro-inflamatuar M1 makrofajlarinin yara
iyilesmesi i¢cin M2 fenotipine (CD68+CD206+) gecisini tetikler. M2 makrofajlar1, anti-
inflamatuar sitokin IL-10 salgilayarak inflamatuar yanit1 azaltir. Ayrica, doniistiiriicli biiyiime
faktorii-beta (TGF-p) tiretimi yoluyla doku yeniden sekillenmesi ve fibrozun diizenlenmesinde
onemli bir rol oynar (Kim et al., 2021). Hem M2 makrofajlar1 hem de YCDH'ler, kronik
inflamasyonu aracilik eden CD4+ T hiicre lenfositlerini uyarir. Bu hiicreler, fibroz kapsiil
formasyonunu artirmak i¢in profibrotik bir ortam yaratir (Cappellano et al., 2018; Wolfram et

al., 2012).

Akut ve kronik inflamasyon fazlarmin ardindan fibroblastlar, YCR’nin son agamalarindan
sorumlu ana hiicre tipine doniisiir. Erken kapsiil dokusu, tip 3 kolajen, kilcal damarlar,
makrofajlar ve fibroblastlardan olusan olgunlasmamis graniilasyon dokusudur (Klopfleisch &
Jung, 2017). Graniilasyon dokusu olgunlastik¢a daha az hiicresel ve daha kollajenli hale gelir;
zamanla tip 1 kolajen baskin hale gelir. Kapsiil formasyonu sonunda, immiin aktivite ve fibroz

durarak sabit bir duruma ulasir.

Benign kapsiil genellikle incedir ve kalinlig1 21 pm ile 10 mm arasinda degisir (Bui et al., 2015;
Prantl, Schreml, Fichtner-Feigl, Poppl, et al., 2007). Kapsiil, ii¢ ayr1 katmandan olusur (Sekil
3): (I) fibroblastlar ve makrofajlar i¢eren sinovyal benzeri metaplazili bir i¢ hiicresel katman,
(IT) gevsek bag dokusu iceren orta vaskiiler katman ve (III) dis vaskiiler kaynak tarafindan
beslenen yogun bir dis kolajen katman (de Bakker et al., 2018; Wolfram et al., 2004). Kapsiil
formasyonu, yabanci cismin émrii boyunca devam eder. Implantin, konak¢inin veya kapsiiliin

kendisinin 6zelliklerine bagli olarak kapsiil fenotipi degisebilir.
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Sekil 3. Kapsiiller li¢c ayr1 katman igerir: (I) fibroblastlar ve makrofajlar (degisken diizeyde)
iceren sinovyal benzeri metaplazili bir i¢ hiicresel katman; (II) gevsek bag dokusu igeren orta
vaskiiler katman; ve (III) dis vaskiiler bir kaynak tarafindan beslenen yogun bir dis kolajen

katman (Wolfram et al., 2004).
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4.2. Vaskiiler Histoloji

Kan damarlari, kardiyovaskiiler sistemin temel bilesenleridir ve viicuttaki her hiicreye ¢esitli
molekiiller ve kan iiriinlerini dinamik bir sekilde tasima gorevini iistlenir. Bu karmasik vaskiiler
yap1; kan hiicrelerini, besinleri, oksijeni ve farmakolojik ajanlar1 dokulara iletmekle
sorumludur. Ayni zamanda dokudan hiicresel yan iiriinlerin, karbondioksitin ve toksik
maddelerin uzaklastirilmasini saglar. Histolojik olarak vaskiiler sistem, makrovaskiiler ve
mikrovaskiiler yapilar olarak ikiye ayrilir. Makrovaskiiler yapilar ¢iplak gozle goriilebilen
damarlar olup, mikrovaskiiler yapilar ise 100 mikrondan kii¢iik olan damarlardir (Godwin et

al., 2024).

Vaskiiler sistemdeki damar yapilari, islevlerine ve anatomik iliskilerine uygun olarak

ozellesmistir. Bu farkliliklar, damar duvarinin ii¢ ana katmaninda gézlemlenir (Lehoux, 2016).

Tunika eksterna veya tunika adventisya, damar duvarinin en dis katmanidir ve damar
biitiinltiglinii korumak, ayn1 zamanda fiziksel streslere kars1 diren¢ saglamakla gorevlidir. Bu
tabaka, damar hiicrelerinin beslenmesinden ve sinirsel uyarilarinin iletilmesinden sorumlu olan
vazo vazorum ve vazo nevrozum gibi yapilart igerir. Ayrica, bu tabakanin ana bileseni olan
kolajen yapisi, damarin ¢evresindeki yapilara ve dokulara baglanmasini kolaylastirir (Coen et

al., 2011; Halper, 2018).

Tunika medya, damar duvarinin orta katmanidir. Genellikle arteriyel sistemin damarlarinda
daha kalin olan bu katman, damar liimeninin ¢apin1 degistirebilen enine yonde diizenlenmis diiz
kas hiicrelerinden olusur. Tunika medyanin kalinlig1, damar tiplerine gore biiyiik dl¢lide degisir;
bazi arterlerde oldukga kalin iken bazi venlerde neredeyse islevsizdir. Ayrica, elastik lameller
icerir ve medyay1 dis katmandan ayiran, elastik liflerden olusan bir tabaka olan eksternal elastik

membran ile ¢evrilidir (Halper, 2018).

Tunika intima, damar liimeni igerigiyle dogrudan temas eden ve bu igeriklerle etkilesimde
bulunan damar duvarinin en i¢ katmanidir. Tunika intima, basit skuamoz endotel hiicrelerinden
olusan tek katmanl bir dizilimle tanimlanir. Endotel, hiicre dis1 matriks olarak bilinen bir bazal
lamina tarafindan desteklenir. Baz1 damar yapilarinda, tunika intima, diiz kas, kolajen ve elastik
liflerden olusan, kalinlig1 degisebilen bir subendotelyal tabaka ile gevrili olabilir. Ayrica, bu

katman, tunika intima ile tunika medya arasindaki sinir1 belirleyen elastik liflerden olusan bir
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internal elastik membran ile sarihidir. Arteriyel sistemde, 6zellikle kash arterlerde bu katman

kalindir, venoz sistemde ise incedir (Kostourou & Papalazarou, 2014; Pugsley & Tabrizchi,

2000; Tennant & McGeachie, 1990).

Bu li¢ ortak katman, vaskiiler sistemin bir¢ok farkli damarinda mevcut olsa da, vaskiiler
sistemdeki rollerine uyum saglamak i¢in oranlarinda farkl artiglar veya azalmalar vardir; buna
segmental diferansasyon denir. Ana vaskiiler yapi, kalpten ¢ikan arteriyel yapilarla baslar; daha

sonra proksimalden distale dogru akip tekrardan kalbe geri doner.(Sekil-4)
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Sekil 4. Sekilde dolasim sisteminde kan akis yOniiniin basit bir semast

gosterilmektedir.(Pugsley & Tabrizchi, 2000)

Biiyiik arterler, elastik arterler olarak da bilinir; aort ve pulmoner arter bunlarin en tipik
ornegidir. Biiylik arterlerin tunika intimasi, tunika intimanin subendotelyal tabakasinda
dominant diiz kas hiicreleri nedenli olduk¢a kalindir. Diiz kas hiicreleri ana hiicre tipidir; temel
maddelerin salgilanmasindan, makrofajlara optimum ortam saglanmasindan ve damar kalibre
degisikliklerinden sorumludur. Biiyiik arterlerin adventisyasi nispeten incedir. Genellikle,

toplam damar duvari genisliginin yarisindan daha azini olusturur. Adventisya, hem damarin
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kendisini besleyen damarlar1 (vazo vazorum) hem de sinirleri (vazo nevrozum) barindirir. Vaza
vazorum; oksijenin, besin maddelerinin ve atiklarin limenden damar duvari hiicrelerine
gecmesine izin verir. Vasa vasorumun akisi, biiyiik arterleri takip eden biiylik venlere paralel

bir aga dogru ilerler (Pugsley & Tabrizchi, 2000).

Muskuler arterler, orta boy arterler olarak da bilinir; klasik olarak tunika medyada kalin bir
enine veya spiral sekilli diiz kas tabakasiyla tanimlanir. Muskuler arterlerin subendotelyal
tabakas1 o kadar incedir ki histolojide gorsellestirilmesi zor olabilir, bu da medyanin endotelyal
tabakaya bitisik goriinmesine yol acar. Kiiciik boy arterler ve arterioller, periferik direnci
artirmada onemli olan bir veya iki tabaka diiz kas hiicresi icerir. Eksternal elastik membran

arteriollerde yoktur. Arterioller kapiller damarlara akar.

Kapiller damarlar, 4 ila 10 mikron arasinda degisen en kiiciik damar ¢apina sahiptir. Kapiller
damarlar, bag dokusuyla ¢evrili endotelden olusan en ince damar duvarina sahiptir. Perisitleri
barindiran bir bazal membran vardir. Perisitler, temel norovaskiiler sinyal hiicreleridir ve kan
basinci degisikliklerine yanit verirler. Oldukga 6zellesmis islevlere sahip ii¢ tip kilcal damar
vardir. Bunlar, viicudun ilgili bdlgelerine anatomik olarak izole edilmistir (Shinaoka et al.,
2013). Cogu organda devamli(kesintisiz) endotelli kapiller bulunur ve yan yana bulunan
endotel hiicreleri sik1 baglantilarla birbirine baglidir. Fenestreli kilcal damarlar gozeneklere
sahiptir ve bobregin glomeriiliisiinde, koroid pleksusta vb. bulunur. Sinuzoid(Kesintili)
endotelli kapiller, endotel hiicreleri arasindaki bosluklarla karakterizedir; karacigerde, kemik

iliginde ve dalakta bulunur (Augustin & Koh, 2017).

Kan, daha sonra vendz sistem aracilifiyla kalbe geri donmeye baglar. Kapiller damarlardan
veniillere distalden proksimale dogru akar. Veniillerin ¢ap1 0,1 mm'ye kadar ulasabilir ve
kapiller damar yatagiyla dogrudan siireklidir. Dogrudan baglantilarina ragmen, venler
proksimal kilcal damara kiyasla daha az subendotelyal elastik lifler icerir. Veniiller ayrica bazal
membranda hiicre sinyalizasyonunda gorevli perisitleri igerir. Bu veniiller distale dogru belirgin
bir tunika medyas1 meydana getirerek muskuler veniilleri olusturur. Bazi boliimlerde muskuler
veniillerde tunika adventisya baslangic1 da gortilebilir. Veniillerden sonra kiiciik boy venlere
gecis baglar. Kiiciik boy venlerin ¢ap1 0,1 mm ila 1 mm'dir; bu, histolojide fark edilebilir olan
ii¢ tabakay1 da igeren ilk damar siifidir. Perisitler genellikle bu noktada artik goriilmez. Venoz
agdaki bir sonraki damar orta boy venlerdir. Caplart 1 cm’e kadardir ve valflerin varlig1 klasik

olarak orta boy venleri tanimlar. Bu tek yonlii valfler 6zellikle alt ekstremitelerde baskindir ve
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retrograd akisi engeller. Orta boy venler , benzer ¢aptaki arterlerde goriilenden ¢ok daha ince
bir tunika medyaya sahiptir. Adventisya, orta boy venlerde en kalin tabakadir, kolajen ve elastin

lifleri igerir (Halper, 2018; Pugsley & Tabrizchi, 2000).

Kan akisi, kalbe geri donmeden 6nce son olarak biiyiik venlerle bulusur. Biiytlik venler 1 cm'den
biiyiik bir ¢apa sahiptir. Portal ven, inferior vena kava ve superior vena kava gibi yapilar biiyiik
venlere 0rnek olarak verilebilir. Biiyiik venler, belirgin bir internal elastik membran olmadan
tunika intima ve tunika medya arasinda net bir sinirdan yoksundur ve orta boy venler gibi kalin
bir tunika eksterna igerirler. Farkli damar tabakalari, arterlerdeki kadar net bir sekilde ayirt
edilemez ve insandan insana oldukc¢a degiskenlik gostermektedirler (Ramasamy, 2017;

Shinaoka et al., 2013; Tennant & McGeachie, 1990).

4.3. Vaskiiler Greftler

4.3.1. Otogreft, Allogreft ve Ksenogreftler

"Ideal" vaskiiler greft, hem mekanik 6zellikleri hem de implantasyon sonrasi organizmayla
girdigi etkilesimlerle tanimlanir. Mekanik dayaniklilik en 6nemli faktordiir; arteriyel dolagima
yerlestirilen greftler, hemodinamik strese dayanabilmeli, aksi takdirde ciddi sonuglar
dogurabilir. Greftin ulagilabilirligi, siiture edilebilirliligi ve kullanim kolayligi, ameliyatin
risklerini, maliyetini ve sliresini en aza indirgemek i¢in kritik 6neme sahiptir. Ayrica, greftin
tromboza ve enfeksiyona karsi direngli olmasi, yap1 ve islev olarak dogal bir arter gibi
neovaskiiler bir yap1 olusturulmasi, viicut tarafindan kabul edilmesi gereken faktdrlerdendir.
Ekonomik agidan bakildiginda, diisiik maliyet ve uzun vadeli dayaniklilik da 6énemli unsurlar

arasinda yer alir.

Vaskiiler greftler, kaynaklarina gére dort gruba ayrilabilir: sentetik greftler, ksenogreftler,
allogreftler ve otogreftler. Otolog greftleme, hastanin kendi dokusunun veya dokularinin
kullanilmasidir. Internal torasik arter (ITA) veya radyal arter gibi arterlerin kullanimi, daha
yiiksek patens oranlariyla iliskilendirilse de, (Athanasiou et al., 2011; Cho et al., 2006; Goldman
et al.,, 2004; Masden et al., 2012) en sik tercih edilen vaskiiler otogreft safen venidir (SV)
(Harskamp et al., 2013). Bunun nedeni, arterlerin sinirli ulasilabilirligi ve bunlarin alinmasiyla
venlere gore daha ciddi komplikasyonlarin meydana gelmesidir. Altin standart olarak kabul

edilmesine ragmen, SV greftlerinin patens oranlart hala sinirlidir; koroner arter baypas greftleri
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(KABGQG) ve femoropopliteal baypas greftlerinde 10 yil icinde yaklasik %50 basarisizlik orani
gozlemlenmektedir (Harskamp et al., 2013; Klinkert et al., 2004). Ayrica, otolog vaskiiler
greftlerin siirli bulunabilirligi, siipheli vaskiiler kalitesi ve donor alanda biraktiklart morbidite

de dikkate alinmalidir (Chew et al., 2002; Conte, 2013; Klinkert et al., 2004; Taylor et al., 1987).

Hem allogreftler hem de ksenogreftler, sirasiyla diger hastalardan veya tiirlerden alinan
dokulardir. Allogreftlerin kullaniminda karsilagilan problemler arasinda enfeksiyon, maliyet,
bulunabilirlik, greft basarisizlig1 ve immiin rejeksiyon gibi sorunlar bulunmaktadir (Scully et
al., 2017). Steril bir allogreftin islenmesi sirasinda mekanik ve biyolojik biitiinliigiin
kayboldugu gdzlemlenmistir. Ote yandan, ksenogreft kullanimi, hayvanlara yapilan muameleye
iligkin birgok etik itirazla kars1 karsiya kalmistir (Institute of Medicine Committee on Xenograft

Transplantation: Ethical & Public, 1996).

4.3.2. Sentetik Greftler

Otolog greftlere bir diger alternatif ise biyomiihendislik {iretimi olan sentetik greftlerdir. Bu
greftlerin otolog muadillerine tercih edilmesinin baslica sebepleri, sinirsiz ulasilabilirlikleri,
genis malzeme yelpazesi ve mekanik 6zelliklerinin biyolojik replasmanla eslesecek sekilde
optimize edilebilmesidir. Sentetik greftlerin aortoiliak bolge gibi biiyiik capli arterlerde (>8
mm) patens oranlart %90 civarindadir (Brewster, 1997). Ayrica, karotis veya ortak femoral
arter replasmanlart gibi orta ¢apl arterlerde (6—8 mm) kullanildiginda da tatmin edici uzun
vadeli sonuclar gostermistir (Chlupac et al., 2009). Ancak, kii¢iik ¢apli damarlarda (<6 mm)
sentetik greftler, diisiik patens oranlari nedeniyle siirli kullanima sahiptir. Bu damarlar
arasinda koroner arterler, infrainguinal arterler (inguinal ligamanin altinda) ve infragenikulat
arterler (diz altinda) bulunur. Otolog vaskiiler greftlerin bu bdlgeler i¢in sentetik greftlerden

daha iistiin oldugu kanitlanmistir (Sekil-5).

Koroner arter baypas greftlemesinde politetrafloroetilen (PTFE) greftlerinin kullanimi, SV
greftleri kullanildiginda %95'in {izerinde olan 1 yillik patens oranlarina kiyasla %60'lik bir 1
yillik aciklik oraniyla sonuglanmistir. 2 yil sonra, PTFE greftlerinin patensi sadece %32'ye
diiserken, SV greftleri %90"1n iizerinde kalmistir (Hadinata et al., 2009; Shah et al., 2005). Diz
iistli femoropopliteal baypas operasyonunda ise PTFE greft patens oranlar1 5 yilda %59 iken,
SV greftleri kullanildiginda %78'e ¢ikmistir (Ballotta et al., 2003; Green et al., 2000; Johnson
& Lee, 2000; Klinkert et al., 2004; Norgren et al., 2007). Sentetik greftler, yalnizca baska uygun
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otolog damar bulunmamasi durumunda bir secenek olarak Onerilir (Hehrlein et al., 1984).
Patens oranlarindaki artislar, sentetik greftlerin liiminal ylizeyine otolog endotel hiicreleri
(EH'ler) ekilerek elde edilmistir; ancak bu greftler, otolog damarlarin performansini

asamamuistir (Deutsch et al., 2009).
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Sekil 5. Safen ven (SV) ve politetrafloroetilen (PTFE) greftleri kullanilarak yapilan kiiciik ¢apli
vaskiiler baypas prosediirleri i¢in patens oranlar1 (PTFE greftleri kullanilarak yapilan koroner
arter baypas greftleme [KABG] verileri yalnizca 45 aya kadar mevcuttu.)(Ballotta et al., 2004;
Ballotta et al., 2003; Green et al., 2000; Hadinata et al., 2009; Harskamp et al., 2013; Johnson
& Lee, 2000; Klinkert et al., 2004; Norgren et al., 2007; Sarkar et al., 2006; Shah et al., 2005)

Vaskiiler greft basarisizliklar1 genellikle tromboz, intimal hiperplazi, ateroskleroz veya
enfeksiyon ile iligkilidir. Tromboz, greft liimenini kaplayan endotel hiicrelerinin (EH'ler) hasar
gormesi veya yoklugu sonucu olusur; bu da proteinlerin adhezyonuna ve pihtilasma
mekanizmalarinin aktive olmasina yol acar (Burkel et al., 1981; Eslami et al., 2001). Intimal
hiperplazi, vaskiiler diiz kas hiicrelerinin (DKH'ler) medya tabakasindan intimaya go¢ etmesi

ve bunlarin proliferasyonu ile ekstraselliiler matriks (ESM) birikimi nedeniyle meydana gelir.
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Greft bolgesinde veya nativ damarda anastomoz cevresinde intimal hiperplazi goriilebilir.
Bunun bir¢ok nedeni vardir: (i) greft ve nativ damar arasindaki uyumsuzluk; (ii) damar ¢ap1
uyumsuzlugu; (iii) EH'lerde hasar veya eksiklik; (iv) siitur hattindaki stres diizeyi; (v) ameliyat
sirasinda travma ve (vi) kan akis1 bozukluklarina neden olan hemodinamik faktorler (Ballyk et
al., 1998; Davies & Hagen, 1995; Greenwald & Berry, 2000; Haruguchi & Teraoka, 2003;
Lemson et al., 2000; Sarkar et al., 2006; Tiwari et al., 2003).

Ateroskleroz, bir yil sonra greft basarisizliginin ana nedeni gibi gériinmektedir (FitzGibbon et
al., 1991). Aterom olusumu, nativ arterlerdeki aym faktorlerle iliskilidir ve benzer bir siiregle
geligir. Monositler damar neointimasini istila ederek makrofajlar ve sonunda kopiik hiicreleri
olusturur, bu da aterosklerotik plak gelisimine neden olur (Cox et al., 1991; Davies & Hagen,
1995; van der Wal et al., 1992). Greft enfeksiyonu, bakteriyel kolonizasyona yatkinliklari
nedeniyle sentetik greftlerde daha yaygindir. Enfeksiyonlar, kronik inflamasyona, toksin
salinimina, sepsise yol acabilir; bu da greft iyilesmesini bozar ve anastomozun basarisizligina
hatta riiptiiriine neden olabilir (Bunt, 2001; Chiesa et al., 2002; Mertens et al., 1995; Padberg et
al., 2008; Zetrenne et al., 2007).

Mevcut vaskiiler baypas greftlerinin = sinirlamalart g6z Oniine alindiginda, doku
miihendisligiyle iiretilmis vaskiiler greftler (DMVG), vaskiiler cerrahinin gelecegi igin cazip
bir potansiyel tasimaktadir. Canli organizmalarda biiyiime ve yeniden sekillenme yetenegine
sahip, ancak otogreft cerrahisine ihtiyag duymayan doku miihendisligiyle {iretilmis bir damar

biiyiik fayda saglayacaktir.

4.4. Endotel Hiicre Tohumlama

Tam fonksiyonel bir doku replasmanini saglamak i¢in, greftler nativ bir damara benzer hiicresel
ve doku organizasyonunun kurulmasini desteklemelidir. Bir kan damari, liimenden disariya
dogru tunika intima, tunika medya ve tunika adventisya ad1 verilen ii¢ belirgin katman igerir.
Endotel hiicreleri (EH'ler), genellikle endotel tabakasi veya endotelyum olarak adlandirilan tek
katmanli intimal tabakay1 olusturur. Diiz kas hiicreleri (DKH'ler) agirlikli olarak medyada

bulunurken, adventisya ise oncelikle fibroblastlardan olusur (Zilla et al., 2007).

Bu damar katmanlarmin birincil odak noktasi; endotel tabakasinin vaskiiler biyolojideki 6nemli

rolii nedeniyle, bir greft iizerinde endotel olusturmaktir. Endotel tabakasi, liimendeki kanla

21



etkilesimlerin dinamik kontroliinii saglar ve inflamasyonu, permeabiliteyi, trombozu ve
fibrinolizi diizenleyerek hemostazi korur (Rubanyi, 1993; Zhang et al., 2007). Implante edilmis
bir greft iizerinde saglikli bir endotel olusturulmasi, intimal hiperplazi ve trombojenite
nedeniyle azalmis patens gibi komplikasyonlarin onlenmesinde kritik bir 6neme sahiptir.
Endotel, koagiilasyon kaskadinin ve dolayisiyla trombozun diizenlenmesinde dogrudan bir rol

oynar (Pearson, 1999).

Intimal hiperplazi, DKH'lerin liimene dogru biiyiimesinden kaynaklanirken, endotel medya
tabakasindaki DKH biiylimesini diizenlemede 6nemli bir rol oynar. Endotel tarafindan
diizenlenen inflamasyon ve tromboz, intimal hiperplaziyi tetikleyebilir. Saglikli bir
endotelyum, asir1 DKH proliferasyonunu ve gogiinii engelleme yetenegine sahiptir (Patel et al.,

2010).

Intimal hiperplazinin 6nlenmesi endotelizasyon igin hayati 6nem tasisa da, medya tabakasi da
endotelizasyonda oOnemli bir rol oynar. Medial tabakanin sagladigi mekanik stabilite
anastomozu korurken, ekstraseliiler matriks (ESM) {retimi ve yeniden sekillenmesi
neovaskiiler dokunun gelisimini ve endotel biiylimesini destekler (Dahan et al., 2012; Naito et

al., 2012).

Vaskiiler tohumlama i¢in birgok strateji gelistirilmistir. Bu stratejiler basarili olsa bile, hiicre
tohumlamanin zorluklar1 klinik uygulanabilirligi sinirlayabilir, greft maliyetlerini 6nemli
Olciide artirabilir ve/veya uygulama i¢in uzun bir zaman gerektirebilir (Berglund & Galis, 2003;
Schmedlen et al., 2003). Uygun hiicre tohumlanmasi i¢in yeterli sayida olgun EH elde etmek,

dondr bolgesi morbiditesine neden olmadan zor olabilir (Jain et al., 2005).

Tiim doku miihendisligiyle iiretilmis vaskiiler greftler (DMVG), implantasyondan sonra bir
miktar endotelizasyon yasar. Bugiin, bu endotelizasyonun meydana gelebilecegi dort olasi
mekanizma tanimlanmistir. Bunlardan biri, (a) implantasyondan 6nce veya implantasyon
sirasinda dogrudan greft ylizeyine endotel veya endotel progenitor hiicreleri tohumlanmasidir.
Diger tanimlanan endotelizasyon mekanizmalar1 ise genellikle in situ rejenerasyon sirasinda
gerceklesir. In situ rejenerasyon sirasinda, greftler endotelin yeniden yapilandirilmast igin
konak hiicre mobilizasyonunu, adhezyonunu ve proliferasyonunu tesvik etmek iizere
rekonstriikte edilebilir. Tanimlanan in situ mekanizmalar arasinda (b) transanastomotik ice

dogru biiylime, (c) kapillerlerin greft damar duvarimin intimasina dogru biiyliyerek hiicre

22



kaynag1 gorevi gordiigii transmural kapillerizasyon ve (d) kan dolasimindan intimal yiizeye
dolasan hiicrelerin birikmesi, ayn1 zamanda dokiilme iyilesmesi olarak bilinir (Menu et al.,

2013; Shi et al., 1994).
4.5. Hyaluronik Asit Jel ve Eksozom

Hyaluronik asit (HA), polisakkarit ailesinin iiyeleri olan glikozaminoglikan bilesiklerinden
olusur. HA molekiilii, N-asetil-D-glukozamin ve glukuronik asidin doniisiimlii {initelerinden
olusur. HA, omurgalilarda hemen hemen her dokunun bir pargasidir (Schanté et al., 2011).

HA'nin molekiiler agirlig1 ¢cok yiiksektir. HA'nin yapist Sekil 6'da gosterilmistir.

OH
HOOC @)
O HO
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OH NH
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Sekil 6. Hyaluronik asidin yapisi.

HA, bag dokusunda yaygin olarak dagilmistir. Kimyasal olarak hyaluronik asit, -COOH ve -
OH fonksiyonel gruplarina sahip hidrofilik bir makromolekiildiir. HA'nin suda ¢oziintirliigii
yiiksektir ve oldukca viskoz ¢ozeltiler olusturur. Bu tiir ¢ozeltiler benzersiz viskoelastik
ozellikler gosterir. HA, {i¢c boyutlu yapilara doniisebilen molekiil i¢i hidrojen bag1 olusturabilir.
Hyaluronik asit, suyu kendi yapisi i¢cinde hapsedebilir ve jeller olusturabilir. Hapsedilen su
miktari, HA agirliginin yaklagik 1000 katidir. HA; eklem kikirdagi, nukleus pulposus, cilt,
serviks ve endotel hiicrelerinin glikokaliksi gibi dokularin bir pargasidir. HA'nin soliisyonlari
ve jelleri genellikle dermal dolgu maddesi olarak kullanilir. Enjeksiyondan sonra, cilt hacmini

geri kazandirmak ve kirigikliklarin gériiniimiinii en aza indirmek miimkiindiir.
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Viicuttaki hyaluronik asidin rolii, kendi 6zellikleriyle sik1 sikiya baglantilidir. HA, HA sentazlar
olarak bilinen bir sinif integral membran proteini tarafindan sentezlenir (Vasvani et al., 2020).
Bu proteinler, glikoz molekiiliine glukronik asit ve N-asetil-d-glukozamin gruplariin tekrar
tekrar eklenmesiyle HA'y1 uzatir. Insan dokularindaki HA'nin yar1 émrii, ciltte bir giin iken
gbziin bazi kisimlarinda 70 giine kadar degisir. HA, birkag¢ spesifik ve spesifik olmayan
etkilesim yoluyla ESM'de (hiicre dis1 matriks) 6nemli bir rol oynar. Ayrica epitel hiicrelerinin,
eozinofilin, makrofajlarin biiyiimesi i¢cin de faydalidir. Rolii genellikle HA'nin molekiiler
agirhgina baghdir. Ornegin, diisiik agirlikli HA iyilesme ve yara olusumuna yardim ederken ,
oysa yliksek molekiiler agirlikli HA doku biitiinliiglinii destekler. Su absorbsiyonu nedeniyle

dokularda esnekligi ve lubrikasyonu saglar.

Hyaluronik asit biyomalzemelerde yaygm olarak kullanilir. Ornegin, HA yara pansuman
uygulamalar i¢in kapsamli aragtirmalar yapilmistir. HA, ¢esitli fonksiyonel gruplarin varligi
nedeniyle fiziksel ve kimyasal yontemler araciligtyla ¢capraz baglanabilir. Biyolojik 6zellikleri,
HA'y1 doku miihendisligi i¢in ¢ok iyi bir malzeme yapar. HA'nin akdz bir ¢ozeltisinden, 3
boyutlu por6z malzemeler iiretilebilir.3 boyutlu HA malzemelerinin 6zellikleri ve HA
hidrojellerinin 6zellikleri, HA konsantrasyonu ve ¢apraz baglama islemi ile degistirilebilir (Al-
Sibani et al., 2017; Berko et al., 2013; Kim et al., 2011; Luo et al., 2000; Masters et al., 2005).
Capraz baglama islemi, materyalleri enzimatik degradasyona karsi daha direngli hale getirir.
HA hidrojelleri, cildi nemlendirme yetenegi nedeniyle cilt genglestirme icin yaygin olarak
kullanilir (Bukhari et al., 2018). HA nin; bir dermal dolgu maddesi olarak kullanilmasinin yani
sira farkli hastalik tiirlerinin tedavisi i¢in kozmetik kremlerde ve jellerde de kullanilmaktadir
(Ievdokimova, 2008; Narurkar et al., 2016; Papakonstantinou et al., 2012; Pavicic et al., 2011).
Hidrojel formundaki HA, bir kolajen uyaricisi olarak calisir (Brandt et al., 2011; Rzany et al.,
2012; Streit et al., 1999). HA'nin film olusturma o6zellikleri sag tedavisi i¢in de kullanilabilir
(Sionkowska, 2015).

Hyaluronik asit yalnizca kozmetik alaninda kullanilmaz. HA ayrica ilag dagilimi, organ
implantasyonu ve hiicresel davranisi degistirme yetenegi nedeniyle ¢esitli terapotik amaglar
icin kullanilir. Hyaluronik asidin ozellikleri yalnizca kimyasal ve fiziksel ¢apraz baglama
yontemleriyle degistirilmez. Hyaluronik asit baska bir polimer ve/veya bir biyopolimerle de
karistirilabilir. Polisakkaritleri daha ucuz sentetik polimerlerle karistirmak, materyal maliyetini

diistirme yaklasimlarindan biridir. Biyomedikal uygulamalar i¢in polimer iskeleler, hyaluronik
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asidin sentetik polimerlerle ve/veya baska bir dogal polimerle karisimlarindan yapilabilir

(Pokorny et al., 2016; Ronca et al., 2018; Vieira et al., 2020; Xie et al., 2018).

Hiicreler belirli fizyolojik islevleri gerceklestirmek i¢in mikrovezikiiller, eksozomlar, membran
parcalart ve apoptotik cisimler dahil olmak tizere farkli tipte ekstraseliiller vezikiiller
salgilayabilir (Tomasoni et al., 2013). Eksozomlar, endozom membraninin ige dogru
tomurcuklanmasindan tiiretilen ve plazma membraniyla multivezikiiler cisimlerin fiizyonu
yoluyla ekstraseliiler ortama salinan 40-100 nm'lik vezikiillerdir. Salinan eksozomlar, hedef
hiicrelerin plazma membraniyla dogrudan kaynasabilir veya hedef hiicreler tarafindan
endositoze edilebilir (Harding et al., 1983; Pan et al., 1985; Simons & Raposo, 2009; Théry et
al., 2009; van Niel et al., 2006).

Koyun eritrositlerinden tiiretilen eksozomlar ilk olarak 1970'lerde biyokimyac1 Rose Johnstone
tarafindan tanimlanmistir (Couzin, 2005). O zamandan beri, eksozomlarin gizemlerini
kesfetmek i¢in ilgili calismalar devam etmektedir. Cok sayida ¢alisma; eksozomlarin dendritik
hiicreler (Zitvogel et al., 1998), epitel hiicreleri (van Niel et al., 2001), tiimor hiicreleri (Mears
et al., 2004), bagisiklik hiicreleri (Raposo et al., 1996) ve kok hiicreler (Hu et al., 2015; Liang
et al., 2014; Wang et al., 2017; Zhang et al., 2016) dahil olmak iizere gesitli hiicre tipleri
tarafindan tiretilebilecegini ve ayrica kan plazmasi (Caby et al., 2005), tiikiiriik (Ogawa et al.,
2011), idrar (Pisitkun et al., 2004) ve anne siitii (Admyre et al., 2007) gibi biyolojik sivilarda
tespit edilebilecegini gdstermistir. Eksozomlar; lipitler, proteinler, mRNA, miRNA ve diger
bilesenler dahil olmak {izere kaynak hiicrelerden cesitli molekiiler bilesenler icerir (Couzin,
2005; Ge et al., 2015; Raposo et al., 1996; Skog et al., 2008). Eksozomal bilesenler; spesifik
dondr hiicre tipine gore onemli Olgiide farklilik gosterse de, eksozomlar genellikle Alix,
TSG101, annexin, glikozilfosfatidilinositol-baglantili proteinler, flotilin ve tetraspaninler
(CD9, CD63 ve CDS81) dahil olmak iizere proteinlerle zenginlestirilmistir ve bunlar bir
eksozomun tanimlayict molekiilleri olarak diisiiniilebilir (Clayton et al., 2004; Ge et al., 2015;

Raposo & Stoorvogel, 2013; Simpson et al., 2008; Skog et al., 2008).

Eksozomlarin gorevlerine gelince, gereksiz maddeleri ana hiicrelerden uzaklagtirmak primer
islevleri olarak kabul edildi (Couzin, 2005; Raposo & Stoorvogel, 2013). Daha ileri ¢alismalarla
eksozomlarin koken aldiklari hiicrelerin davranigsimi yansittigi ve immiinolojik diizenleme,
timor progresyonu, viral yayilim, epitelyal aktiviteler, ndronal sagkalim vb. dahil olmak {izere

fizyoloji ve patofizyolojinin gesitli yonlerinde aktif oldugu gériilmektedir. Islevsel dzellikleri
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bugiin bile tamamen acik degildir. Eksozomlarin hiicreler arasi iletisimde lokal olarak, reseptor
aracil1 etkilesimler yoluyla veya protein, lipid ve genetik iceriklerini ileterek 6nemli roller
oynadigi kabul edilmektedir (Couzin, 2005; Tian et al., 2014; Valadi et al., 2007; Webber et
al., 2015; Zitvogel et al., 1998).

4.6. Deney Hayvanlarinda Kapsiil Olusum Modeli

Silikon implantlar, deneysel kapsiil modeli olusturma da siklikla kullanilmaktadir.(Zhang et al.,
2022)implant bloklar1 dzellikle meme implant: ile alakali ¢alismalarda kullanilir. Ik olarak
Hunter tarafindan tanitilan silikon ¢ubuk tendon implantlari, 1971'den beri asamali tendon
rekonstriiksiyonlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Hunter & Salisbury, 1971). Kuran ve
arkadaslar1 silikon ¢ubuk implantlara ulasimin zor olmasi ve gelismekte olan iilkelerde bu
implantlarin ¢ok pahali olmasindan yola ¢ikarak %100 silikon iiriner katateri kullandiklar

sicanlarda kapsiil olusumu modelini tanimlamislardir (Kuran et al., 1998).

5.GEREC VE YONTEM

Calisma icin 16.04.2024 tarihinde Marmara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan 16.2024mar protokol kodlu onay alinmistir. Bu ¢alisma Marmara Universitesi
Bilimsel Arastirma Proje Koordinasyon Birimi’nin 11313 numalar1 projesi olarak
desteklenmistir. Deneyde Marmara Universitesi Deney Hayvanlart Uretim ve Arastirma
Laboratuvari’ndan temin edilen 6 haftalik, 250-300 gram agirliginda Sprague Dawley cinsinde
24 adet sigan kullamlmistir. Hayvanlar Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Uretim ve Aragtirma Laboratuvari’nda takip edilmistir. Hayvanlara her kafeste bir hayvan
olacak sekilde, 21-22 derece oda sicakliginda, 12 saat giindiiz, 12 saat gece fotoperiyodunda
bakim yapildi. Standart sican yemi ve ¢esme suyu ile kisitlama olmaksizin beslenmeleri

saglandi.

5.1.Gerecler ve Sarf Malzemeler

5.1.1.Geregler
1. Tam giivenlikli Laminar Air Flow Kabin (BioAir Safemate 1.2%)
2. CO2’li Inkiibatér (SANYO MCO-18AIC®)

3. Calkalamali su banyosu (Memmert®)
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4
5
7.
8
9

10.
I1.
12.
13.

. Vorteks (MS2 Minishaker®)
. Inverted floresan mikroskop (Leica DM-IL LED®)

Isik mikroskobu (Zeiss Axiovert 5)

. FACS-Fluorescence-Activated Cell Sorting (BD FACS Calibur)

Santrifiij (Hettich zentrifugen®)
Hassas terazi (Denver instrument®)
Buzdolabi (Argelik®)

Otomatik pipet (Ependorf™)

Sarjli otomatik pipet (Brand accujet®)

5.1.2.Sarf Malzemeler

—

A A AT A o

[\ T NG R NS R e e e T e e T e e T
N = O 0O 0 N9 N kWD = O

Endothelial cell basal medium (EBM; PromoCell) Cat no: C-22010
Heat-inactivated fetal calf serum (FCS; Invitrogen) Catalog number: 26010074
Recombinant rat VEGF (10 ng/mL, R&D Systems, Wiesbaden, Germany)
Recombinant bovine bFGF (1 ng/mL, R&D Systems) Catalog #: 564-RV
Recombinant murine IGF-1 (10 ng/mL, R&D Systems) Catalog #:791-MG-050
Human EGF (10 ng/mL, PromoCell)

Hydrocortisone (1 mg/mL, PromoCell)

Leukocyte Common Antigen LCA (CD45) BD Biosciences

Thyl.1 (CD90), BD Biosciences

.Macla (CD11b), BD Biosciences
. ICAM-1 (CD54), BD Biosciences
. PE Mouse IgG1, x Isotype Control (BD Biosciences

. Penisilin / Streptomisin (Invitrogen™)

. L-Glutamin (Invitrogen™)

. Tripsin EDTA (Invitrogen™)

. Trypan mavisi (Sigma™)

. Formaldehid (Merck™)

. 75 mm’lik cell culture flask (Greiner-Bio one™)

. 25 mm’lik cell culture flask (Greiner-Bio one™)

. Matrigel TM matrix (Corning® Matrigel® Basement Membrane Matrix) Cat no: 354234
. Rat collagen I Gibco™Collagen I, rat tail Catalog number: A1048301
. DMEM Medium (Gibco™)
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23. 100 mm’lik petri dish (Greiner-Bio one™)

24. 10 mI’lik serolojik pipet (Greiner-Bio one™)

25. 5 ml’lik serolojik pipet (Greiner-Bio one™),

26. LIVE/DEAD™ Viability/Cytotoxicity Kit, for mammalian cells (Invitrogen™)
27. Hyaluronik Asit Jel (Durolane)

5.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Sicanlar rastgele olarak 8’erli 3 gruba ayrildi (Tablo 1). Tiim si¢anlarin sol tarafina yerlestirilen

silikonlar sadece g¢ikarilip sag taraflariin  kontrolu olarak degerlendirmeye alindi.

Grup 1:Sirtta pannikulus karnosus kasi altina bilateral silikon blok yerlestirildi. Ameliyat
sonrasi 6.haftada sag tarafa silikon blok cikarilarak endotel tohumlama yapilirken sol tarafin

sadece silikon blogu ¢ikarildi.

Grup 2: :Sirtta pannikulus karnosus kasi altina bilateral silikon blok yerlestirildi. Ameliyat
sonrasi 6.haftada sag tarafa silikon blok ¢ikarilarak endotel tohumlama hyaluronik asit jel ile

birlikte yapilirken sol tarafin sadece silikon blogu ¢ikarildu.
Grup 3 :Sirtta pannikulus karnosus kasi altina bilateral silikon blok yerlestirildi. Ameliyat
sonras1 6.haftada sag tarafa silikon blok ¢ikarilarak endotel tohumlama ve eksozom enjeksiyonu

hyaluronik asit jel ile birlikte yapilirken sol tarafin sadece silikon blogu ¢ikarildi.

Tablo1. Deney Gruplari

GRUP1 ENDOTEL TOHUMLAMA
GRUP2 ENDOTEL TOHUMLAMA-+HYALURONIK ASIT JEL
GRUP3 ENDOTEL TOHUMLAMA+HYALURONIK ASIT JEL+EKSOZOM
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5.3. Silikon Bloklarin Hazirlanisi

Calismadaki silikon bloklar, %100 silikon 8fr foley sondalardan bistiiri yardimiyla

hazirlanmistir. Boyutlart 3emx2mmx2mm’dir (Sekil 7 ve 8). Silikon bloklar etilen oksitle

sterilize edilmistir.

Sekil 7. %100 silikon 8fr foley sonda

METRIC 1 2 ! T

METRIK K 4 s o A 7
s Sterile Surgical Ruler BR
1 &
l BRREENNSRRSERRL.

Sekil 8. 3cmx2mmx2mm silikon blok.
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5.4. Anestezi Uygulamasi

Ketamin 75 mg/kg ve Ksilazin 10 mg/kg karisimi intraperitoniyel olarak verilerek anestezi
uygulandi. 15 mg/kg sefazolin ile anestezi sonrasi profilaksi yapildi. Ameliyat sonrasi1 3 giin

0,03 mg/kg buprenorfin giinde iki kez verilecek analjezi saglandi.

5.5. Cerrahi Teknik

Siganlar yiiziistii yatirildiktan sonra sirt bolgesindeki tliyler trag edildi. Torakal vertebralarin sag
ve sol laterali betadin ile sterilize edildi. Orta hatta 3 cm lik vertikal insizyon yapildi. Cilt ve
cilt alt1 doku gegilerek kas tizerine diisiildii.Bilateral pannikulus karnosus kasi altinda silikon
bloklar ig¢in poslar olusturuldu. Hazirlanan silikon bloklar kas alti plandaki poslara
yerlestirildi.Silikon bloklarin kaudal ve kraniyal kenarlar1 3/0 prolen siiturle isaretlenerek poslar
kapatildi.insizyonlar ipek 3/0 ipek ile siitiire edildi. Siitiirasyon sonrasi insizyon hatlarina

mupirosin pomad stirildi (Sekil 9).
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Sekil 9. Cerrahi dncesi hazirlik ve cerrahi. Batikon ile antisepsinin saglanmasi (A). Pannikulus
karnosus kasi altinda silikon blok i¢in pos olusturulmasi (B). Olusturulan posa silikonlarin

yerlestirilmesi, kaudal ve kranial uglarin siiturlerle sabitlenmesi (C). Insizyonun siiturasyonu

(D).
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5.6. Ameliyat Sonras1 Bakim

Ameliyat sonras1 donemde her kafeste bir hayvan olacak sekilde, 21-22 derece oda sicakliginda,
12 saat giindiiz, 12 saat gece fotoperiyodunda bakim yapildi. Her grubun kafesleri farkli raflara
almarak hayvanlarin karismasi engellendi. Standart sican yemi ve ¢esme suyu ile kisitlama

olmaksizin beslenmeleri saglandi. Deney bitimine kadar hayvan 6liimii izlenmedi.

5.7. Sican Torasik Aortasindan Endotel Dokusunun Alinmasi

Ketamin 75 mg/kg ve Ksilazin 10 mg/kg karigimi intraperitoniyel olarak verilerek anestezi
uygulandi. Sicanlar sirtiistii yatirildiktan sonra abdominal ve torakal bolgelerdeki tiiyler tras
edildi. Ardindan abdominal ve torakal bolgeler betadin ile sterilize edildi. Orta hatta 6 cm’lik
vertikal insizyon yapildi. Cilt ve cilt alt1 dokular gecilerek sternuma ulasildi. Sternum insize
edilerek lateralize edildi. Her iki akciger dokusuda lateralize edilerek torakal aorta vizualize
edildi. Aortanin torakal boliimii, kaudal ve kranial kisimlarindan mikromakas yardimiyla

kesilerek steril bir sekilde ayirildi. Torakal aorta, antibiyotikli PBS soliisyonuna konuldu.

5.8. Torasik Aortadan Endotel Hiicre Izolasyonu

Torasik aortadan perivaskiiler dokular dikkatli bir sekilde uzaklastirildi. Damar boyunca
antibiyotikli PBS ile irrigasyon yapilarak kan ve diger materyaller temizlendi. Damar kiiltiir
petri kabina aktarildi. Ardindan 1-2 mm’lik halka segmentler olusturulacak sekilde aorta
kesildi.Bu halkalar Rat kollajen I proteiniyle kaplanmis kiiltiir kabina ekildi (Sekil 10). Uzerine
Endotelyal Basal Besiyeri (EBM; PromoCell) eklendi. Hiicrelerin ¢ogalmasini indiiklemek i¢in
%20 Fetal Calf serum (FCS, invitrogen), rat VEGF (10 ng/ml, R&D Systems), rekombinant
bovine bFGF (1 ng/ml, R&D Systems), rekombinant murine IGF-1 (10 ng/ml, R&D Systems),
human EGF (10 ng/ml, Promocell) ve %1 Penisilin/Streptomisin besiyerine eklendi. 370C’de
%35 CO?2 ile nemlendirilmis inkiibatore yerlestirildi.4 giin beklendikten sonra arterial halkalar
uzaklastirildi. Hiicrelerin ¢ogalmasi belli araliklarla siki bir sekilde takip edildi ve her 48 saatte
1 besiyeri degistirildi.
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Sekil 10. Torasik aortadan elde edilen halkalarin Rat kollajen I proteini ile kapl petri kaplarina

ekilmesi.

5.9. Endotel Hiicre Karakterizasyonu

5.9.1. Akim Sitometrisi

Torasik aorta dokusundan izole edilen hiicrelerin endotel hiicre olup olmadiklari, kiiltiir islemi
yapildiktan sonra akim sitometri (FACS-Fluorescence-Activated Cell Sorting) cihazi

kullanilarak tespit edildi. Bunun i¢in endotel hiicre yiizey belirteci olan belirli pozitif antikor

(CD90) ve negatif antikor (CD45) kullanildi. Bu islem i¢in kollajen ile kaplanmis yiizeye
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yapismis olan hiicreler tripsinle kiiltiir kabindan ayrilarak toplandi. Hiicreler soguk (+4 °C) PBS
icinde ii¢ kez yikandi ve daha sonra 30 dakika fluroscein isothiocyanate (FITC- Fluorescein
Isothiocyanate) ve Phycoerythrin (PE) ile konjuge edilmis belirli monoklonal antikorlar ile
inkiibe edildi (+4 °C’de 30 dakika, karanlikta). inkiibasyondan sonra akim sitometri cihazinda

pozitif ve negatif hiicre sayimi yapilarak kok hiicre karakterizasyonu yiizde olarak yapildi.

5.9.2. Endotel Hiicre Tiip Olusturma Potansiyeli

Sican endotelinin tiip olusturma potansiyelini test etmek i¢in ekstraselliiler matriks iceren
matrijel (Corning® Matrigel® Basement Membrane Matrix) kullanildi. Matrijel ¢oziinmesi i¢in
gece boyu soguk buz lizerinde bekletildi. Coziilen matrijelden 200 ul alinarak 24 kuyucuklu
kiiltiir kabina aktarildi. 37 derecede 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi pasajlanan
sican endotel hiicreleri matrijel iceren kiiltiir kabina ekildi. 12 saat sonra faz kontrast

mikroskobunda tiip olugturma goriintiileri elde edildi.

5.10. Endotel Hiicre Canhlik Testi (Canl/Olii)

Calismada kullanacagimiz Hyaluronik asit biyojelleri (Durolane) endotel besiyeri ile
karistirildi. Daha sonra endotel hiicreleri ile hyaluronik asit jel homojen olarak karistirildiktan
sonra 24 kuyucuklu plakalara yerlestirildi. Besiyeri ilavesi ile 24 saat inkiibasyona birakildu.
Hiicre canlilik testi live/dead assay (Invitrogen™ LIVE/DEAD™ Viability/Cytotoxicity Kit,
for mammalian cells) protokoliine gore yapildi. Inkiibasyon sonrasi besiyeri uzaklastirilarak jel
hiicre karisimi 3 defa PBS ile yikandi. Uzerine live/dead assay soliisyonlar1 eklenerek 30 dakika
oda sicakliginda bekletildi. Canli/6lii hiicre goriintiileri floresan mikroskop kullanilarak elde

edildi.

5.11. Endotel Hiicrelerinden Eksozom izolasyonu

Torasik aorta endotelinden izole edilen hiicrelerin 75 mm’lik kiiltiir flaskinda konfluent olana
kadar ¢ogalmasi saglandi. Kiiltiir besiyeri FBS olmadan degistirildi ve 20 giin boyunca 37°C’de

%5 CO: ile nemlendirilmis inkiibatore yerlestirildi. Inkiibasyon sonrasi ultrasantrifiij

kullanilarak eksozomlar izole edildi.
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5.12. Endotel Tohumlama Uygulamasi

Silikon yerlestirilmesini takiben 6.haftada endotel tohumlama uygulamasi gergeklestirildi.
Ketamin 75 mg/kg ve Ksilazin 10 mg/kg karisimi intraperitoniyel olarak verilerek anestezi
uygulandi. Siganlar yiiziistii yatirildiktan sonra sirt bolgesindeki tiiyler tras edildi. Torakal
vertebralarin sag ve sol laterali betadin ile sterilize edildi. Orta hatta 3 cm lik eski vertikal seyirli
skardan insizyon yapildi. Cilt ve cilt alt1 dokular gecildi. Once sag taraftaki silikon blok
pannikulus kavernozus kasinin i¢inde goriildii. Kaudal ucundan insize edilerek silikonun
¢ikmasini takiben mor anjiocut yardimiyla endotel tohumlama yapildi. Hemen sonrasinda
kaudal ucun agzi disar1 madde kagmasini engellemek adina 3/0 prolen sutiir yardimiyla
kapatildi. Sonrasinda sol taraftaki silikon posu ayni sekilde kaudal kenardan agilarak sadece
silikon blok ¢ikarildi. Isaretleme amaciyla 3/0 prolen yardimiyla kaudal u¢ kapatildi.
Insizyonlar ipek 3/0 ipek ile siitiire edildi. Siitiirasyon sonrasi insizyon hatlarina mupirosin

pomad siirtildii.

5.13. Orneklerin Alinmasi

Endotel tohumlama sonras1 7.glinde ketamin 75 mg/kg ve ksilazin 10 mg/kg karigimi ile
anestezi saglandiktan sonra sirt bolgesindeki cilt, cilt at1 doku diseke edildi. Silikon blok ve

etrafindaki kapsiil dokusu bir miktar kas ile birlikte ¢ikarilarak histopatolojik orneklemeye

gonderildi (Sekil 11).

35



Sekil 11. Histopatolojik drneklerin alinmasi

5.14. Sakrifikasyon
Postoperatif 7. haftada siganlar servikal dislokasyon uygulanarak sakrifiye edildi.

5.15. Histolojik Degerlendirme

Isik mikroskobik degerlendirmeler i¢in 1 cm?'lik deri 6rnekleri %10’luk formalin igerisinde
fikse edildi. Fikse edilen doku ornekleri, artan derecelerdeki alkol serilerinden (%70, %90,
%96, %100) gecirilerek dehidrate edildi ve ksilen ile seffaflagtirildi. Seffaflastirilan dokular,
60°C’de bir gece boyunca parafin icerisinde bekletildikten sonra doku gémme cihazi
kullanilarak doku bloklar1 haline getirildi. Yaklasik 4 pm kalinliginda alinan kesitler,
histolojik degerlendirme amaciyla Hematoksilen ve Eozin (H&E) boyasi ile boyandi.
Boyanan kesitler Olympus BX51 mikroskobu (Tokyo, Japonya) ile incelendi ve Olympus
DP72 kamera (Tokyo, Japonya) ile fotograflandi.

Histolojik hasar skorlamasi, iki histoloji uzmani tarafindan kérlemesine yapildi ve 20X
objektifle alinan goriintiiler lizerinden degerlendirildi. Skorlama kriterleri: (1) endotel

olusumu, (2) anjiyogenez ve (3) inflamatuar hiicre infiltrasyonu olarak belirlendi. Her kriter
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su sekilde puanlandirildi: 0 = yok, 1 = hafif, 2 = orta, 3 = ciddi hasar. Maksimum skor 9

olarak hesaplandi.

Taramali elektron mikroskopik preparasyon (Scanning elektron microskop-SEM-) i¢in alinan
doku ornekleri %2,5 glutaraldehit ¢ozeltisinde 6 saat boyunca 4°C’de fikse edildi. Fiksasyon
sonras1 0rnekler 0,1 M fosfat tamponuna alindi ve gece boyu 4°C’de bekletildi. Post-fiksasyon
%1 osmiyum tetroksit (OsOa) ile 40 dk yapildi. Osmiyum fiksasyonu sonrasi drnekler 15 dk
fosfat tampona alindi. Ornekler, artan konsantrasyonlarda etanol serisinden (%50, %70, %90,
%96 ve %100) gegirilerek dehidre edildi. Dokular 2/1 alkol/amilasetat karistminda 15 dk, 1/1
alkol/amilasetat kariggtminda 15 dk, /2 alkol/amilasetat karisiminda 15 dk bekletildi. Daha sonra
saf amilasetatta bir gece boyunca bekletildi. Sonrasinda kurutma kagidina alinan dokular oda
sicakliginda kurumaya birakildi. Kurutulmus deri dokulari, altin kaplama cihazi ile (Bio-Rad
SC502, Hertfordshire, UK) 5-10 nm kalinliginda altin ile kaplandi. Taramali elektron
mikroskobu (Zeiss, Gemini SEM) kullanilarak 10 kV voltajda yiiksek ¢oziintirliikli goriintiiler

alind.

5.16. Istatiksel Analiz

Istatistiksel analizler SPSS Versiyon 21 (IBM Corp., Armonk, NY, ABD) programi kullanilarak
yapildi. Kategorik veriler, frekans (n) ve oran (%) seklinde sunuldu. Kategorik veriler gbzlem

sayilar1 yeterli oldugunda Pearson Ki-kare testi ile, yetersiz oldugunda Fisher’in kesin testi ile

degerlendirildi. p<0,05 anlamli olarak kabul edildi.

6.BULGULAR

6.1. Biyokimyasal Bulgular

6.1.1. Endotel Hiicre izolasyonu ve Karakterizasyonu

Sican mezenkimal endotel hiicreler, cerrahi eksizyon yoluyla sican torasik aortasindan alinan
endotel dokusundan izole edildi (Sekil 12). Bu hiicrelerin basarili sekilde izole edildiginin

kontrolii i¢in akim sitometrisi ile belirli ylizey belirte¢lerinin immiinfenotiplemesi ve ¢esitli

hiicre tiplerine farklilagabildigi gosterilerek multipotensi calisildi.
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Sekil 12. Sigan endotel dokudan izole edilen endotel hiicrelerin morfolojik goriintiisii: A (5X
biiylitme) B (10X biiylitme)

6.1.2. Akim Sitometri

Bu caligmada sigan endotel hiicrelerinin pozitif yilizey belirteci olarak CD90 ve negatif ylizey

belirteci olarak CD45 akim sitometri ile analiz edildi. Sonuglara gore torasik endotel dokudan

izole edilen hiicrelerin pozitif belirteglerinden biri olan CD90 (%49,10) oraninin, negatif

belirte¢ olan CD45 (% 0,11) oranindan fazla oldugu gosterildi (Sekil 13).

100

% 49,10

Counts

20

160

% 0,11
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Sekil 13. Sican endotel akim sitometri analizi histogram plot goriintiileri. Endotel hiicrelerin
strast ile CD90 ve CD45 akim sitometri sonuglari goriilmekte. (Mor izotopik kontrol, yesil

ornek tiip okumalarini gosterir.)

6.1.3. Tiip Olusturma Potansiyeli

Sicanlardan elde edilen endotel hiicrelerinin tiip olusturma potansiyelini test etmek icin

matrijel matriks tizerine ekilerek kiiltiire edildi. 12 saat inkiibasyon sonucunda tiip olusturma

potansiyelleri mikroskop altinda gdésterildi (Sekil 14).

Sekil 14. Sigan endotel hiicrelerinin tiip olusturma potansiyellerinin mikroskop goriintiileri: A

(5X bilyiitme) , B (10X bilyiitme)

Sonug olarak, bu ¢alisma i¢in si¢anlarin torasik aortasindan alinan endotel dokudan izole
etigimiz, kollajen kapli yilizeye yapisan, akim sitometrisinde CD90(+) ve CD45(-) olmasi
yaninda endotel tiip olusturma potansiyeli oldugu ve ¢alismanin devaminda kullanilmaya

uygun endotel hiicreler oldugu tespit edildi.

6.1.4. Biyojel Uzerinde Hiicre Canlihk Testi (Canh/Olii)

Calismada kullandigimiz hiyaliironik asit jelinde, endotel hiicrelerin canlilig1 canli/61i
(LIVE/DEAD™ Viability/Cytotoxicity Kit, for mammalian cells (Invitrogen™) testi ile
incelendi. Bu testte floresan isaretli calcein AM and ethidium homodimer (EthD-1) problar

kullanildi. metabolik olarak aktif olan canli hiicreler hiicre igi esteraz enzim aktivitesi ile
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belirlendi. Hiicre canli oldugunda esteraz enzim aktivitesi ile calcein AM probunu yesil renkli
floresan 151masi1 yapan calcein molekiiliine doniistiirdii. Biyojelde yesil 1s1ma veren hiicreler
canli kabul edildi. Olii hiicreler ise hiicre membran biitiinliigii bozuldugu zaman ethidium
homodimer (EthD-1) probu hiicre i¢ine girip ¢ekirdege baglanarak kirmizi renkli floresan
1simalar gosterdi. Biyojelde kirmizi renkli 1s1malar veren hiicreler 6l olarak kabul edildi. 24
saat biyojelde inkiibe edilen endotel hiicreleri floresan mikroskop altinda incelendiginde

endotel hiicrelerinin biiyiik oranca canli oldugu goriintiilendi (Sekil 15).

Sekil 15. Biyojelde inkiibe edilen sican endotel hiicrelerinin 24 saat inkiibasyonu sonrasi

canli/611 hiicre gortintiileri. (10X biiylitme)

6.2. Histolojik Bulgular

Sadece endotel hiicre tohumlamasi yapilan grupta endotel iceren kapsiil yapisinin etrafinda, orta
diizeyde inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, artmis anjiogenez ve az sayida tek katli yass1 endotel
hiicrelere ait niikleuslar goriildii (Sekil 16). Biyojel ve endotel hiicre tohumlamasi yapilan
grupta endotel igeren kapsiil yapisinin etrafinda, hafif diizeyde inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu, artmis anjiogenez ve orta diizeyde artmis tek katli yassi endotel hiicrelere ait
niikleuslar goriildi (Sekil 17). Biyojel, eksozom ve endotel hiicre tohumlamasi yapilan grupta
endotel iceren kapsiil yapisinin etrafinda, hafif diizeyde inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, artmis

anjiogenez ve ¢ok sayida tek katli yassi endotel hiicre niikleusu goriilmustiir (Sekil 18). Sadece
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silikon yerlestirilmis kontrol grubunda hafif diizeyde artmis anjiyogenez ve inflamatuvar hiicre

infiltrasyonu gortilmiustiir (Sekil 19).

Sekil 16. Sadece endotel hiicre tohumlamasi yapilan gruba ait temsili mikrograflar. Endotel
iceren kapsiil yapisi (*), orta diizeyde inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (i), artmis anjiogenez
(ok) ve az sayida tek katli yass1 endotel hiicrelerinin niikleusu (ok bas1) goriilmektedir. Orijinal

biiylitme: A: 100X, B: 200 X, C: 400X, D: 1000X. H&E boyasi.
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Sekil 17. Biyojel ve endotel hiicre tohumlamasi yapilan gruba ait temsili mikrograflar. Endotel
iceren kapsiil yapist (*), hafif diizeyde inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (i), artmis anjiogenez
(ok) ve orta diizeyde artmis tek katli yassi endotel hiicrelerinin niikleusu (ok basi)
goriilmektedir. Orijinal biyiitme: A: 100X, B: 200 X, C: 400X, D: 1000X. H&E boyasi.
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Sekil 18. Biyojel, eksozom ve endotel hiicre tohumlamasi yapilan gruba ait temsili

mikrograflar. Endotel igeren kapsiil yapist (*), hafif diizeyde inflamatuvar hiicre infiltrasyonu
(1), artmis anjiogenez (ok) ve ¢ok sayida tek katli yass1 endotel hiicrelerinin niikleusu (ok bast)

gorlilmektedir. Orijinal biiylitme: A: 100X, B: 200 X, C: 400X, D: 1000X. H&E boyasi.
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Sekil 19. Sadece silikon yerlestirilmis kontrol grubuna ait temsili mikrograf: Kapsiil yapisi (*),
hafif diizeyde artmis anjiogenez (ok) goriilmektedir. Orijinal bilyiitme: 200 X. H&E boyasi.
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Sekil 20. Biyojel, eksozom ve endotel hiicre tohumlamasi yapilan gruba ait taramal1 elektron
mikroskopik mikrograflar. A: Epidermisin yiizeyine dogru uzanan kil yapist (h), B: Kapsiil
yapisi (*) ve kapsiil etrafinda yass1 endotel hiicreleri (ok), C: Kollajen lifleri (cf), inflamatuvar
hiicreler (i), D: kapiller duvarin1 gevreleyen endotel hiicreleri (ok) goriilmektedir. Olgek: A:

30mm, B: 20mtm, C ve D: 10mm.
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Gruplar Skor
Endotel olugumu Anjiyogenez | Inflamatuvar hiicre Maksimum skor: 9
(Skor: 0-3) (Skor: 0-3) infiltrasyonu
(Skor: 0-3)
Endotel hiicre 1.Hayvan (H): 1 1 2 4
tohumlamasi
yapilan grup 2.H: Kapsiil yok 3 3 6
3.H ve 4.H: Normal 3.H ve 4.H: Normal
deri histolojisi deri histolojisi
5H:1 3 2 6
6.H:1 1 1 3
7.H: Normal deri Normal deri histolojisi
histolojisi
8.H:1 1 - 2
Hyaluronik asit 1H:2 2 1 5
jel ile endotel
hiicre 2.H: Kapsiil yok 2 2 4
tohumlamasi
yapilan grup 3.H: Kapsiil yok 1 2 3
4.H: Normal deri Normal deri histolojisi
histolojisi
5H:2 2 2 6
6.H: Kapsiil yok 1 2 3
7.H:2 2 2 6
8.H:0 2 2 4
Eksozom ve 1.H: Normal deri Normal deri histolojisi
hyaluronik asit jel | histolojisi
ile endotel hiicre
tohumlamasi 2.H:3 3 3 9
yapilan grup
3.H:3 2 3 8
4.H: Kapsiil yok 3 3 6
5.H: Normal deri Normal deri histolojisi
histolojisi
6.H:3 3 3 9
7.H: Kapsiil yok 2 1 3
8.H:3 3 3 9

Tablo 2. Histolojik skorlama
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6.3. Istatiksel Bulgular

Endotel Olusum Skorlari

5
% 4
E 3 3. Grup
5 i 2. Grup
& 0 1. Grup
Skorlar
H1. Grup ®2. Grup 3. Grup
Grafik 1. Gruplara Gore endotel Olusum Skorlari
Skorlar p Degeri
Gruplar 0 1 2 3 0,001!
1. Grup 4 4 0 0
2. Grup 5 0 3 0
3. Grup 4 0 0 4
!. Fisher-Freeman-Halton Testi

Tablo 3. Gruplara gore endotel Olusum Skorlarinin Frekanslarinin Karsilastirilmasi

Gruplar ve endotel olusum skorlar1 kullanilarak 4x3 tablo olusturulmus ve Fisher-Freeman-
Halton Testi uygulanmistir. p degeri 0.001 ve KiKare degeri 15,47 bulunarak tablodaki skorlarin
gruplara gbére dagilimlar1 agisindan istatistiksel anlamli fark tespit edilmistir. Testin z-test
sonuclarina gore 1. Grupta skor 0'in frekansi (4) diger skorlarin frekanslarindan anlamli olarak
ayrisirken; 2. grupta skor 0'in frekansi (5) diger skorlardan ve skor 3'iin frekansi (0) skor 1 ve
skor 2'nin frekanslarindan anlamli olarak ayristyordu. 3. grupta skor 3'lin frekansi (4) diger

skorlarin frekanslarindan anlamli olarak ayrigiyordu.
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Anjiyogenez Olusum Skorlari

3. Grup
2. Grup
A 1. Grup
1 2 3

Skorlar

Skor Frekansi

O R N W B U

Bl Grup M2 Grup 3. Grup

Grafik 2. Gruplara Gore anjiogenez Olusum Skorlari

Skorlar p Degeri
Gruplar 0 1 2 3 0,026
1. Grup 3 3 0 2
2. Grup i 2 5 0
3. Grup 2 0 2 4
!. Fisher-Freeman-Halton Testi

Tablo 4. Gruplara gore anjiogenez Olusum Skorlarinin Frekanslarinin Karsilastirilmasi

Gruplar ve anjiyogenez skorlar1 kullanilarak 4x3 tablo olusturulmus ve Fisher-Freeman-Halton
Testi uygulanmistir. p degeri 0.026 ve KiKare degeri 12,58 bulunarak tablodaki skorlarin
gruplara gore dagilimlart agisindan istatistiksel anlamli fark tespit edilmistir. Testin z-test
sonuglarina gore 1. Grupta skorlar arasinda anlamli fark bulunamamistir; 2. grupta skor 2 ve
3'lin frekanslar1 skor 0 ve 1'den anlamli olarak ayrisiyordu. 3. grupta skorlar arasinda anlamli

fark bulunamamustir.
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inflamasyon Olusum Skorlari

6

4
I ' 3. Grup
1. Grup
0 1 2 3

Skor Frekansi

2
0
Skorlar

Bl Grup M2 Grup 3. Grup

Grafik 3. Gruplara Gore inflamasyon Olusum Skorlar1

Skorlar p Degeri
Gruplar 0 1 2 3 0,008!
1. Grup 4 1 2 1
2. Grup i 1 6 0
3. Grup 2 1 0 5
!. Fisher-Freeman-Halton Testi

Tablo 5. Gruplara gore inflamasyon Olusum Skorlariin Frekanslarinin Karsilagtirilmasi

Gruplar ve anjiyogenez skorlar1 kullanilarak 4x3 tablo olusturulmus ve Fisher-Freeman-Halton
Testi uygulanmistir. p degeri 0.008 ve KiKare degeri 14,19 bulunarak tablodaki skorlarin
gruplara goére dagilimlar1 agisindan istatistiksel anlamli fark tespit edilmistir. Testin z-test
sonuglarina gore 1. Grupta skorlar arasinda anlamli fark bulunamamustir; 2. grupta skor 2’nin
frekansi skor 0 ve 1'den anlamli olarak ayrisiyordu. 3. grupta skor 3'iin frekansi skor 0 ve 1'den

anlamli olarak ayrisiyordu.
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7.TARTISMA

Vaskiiler greft mihendisligindeki temel zorluklardan biri, uzun vadede patensi koruyabilecek
ve antitrombojenik stabil bir endotelyal tabakanin elde edilmesidir. Otolog
endotelyalizasyonun, greft biyouyumlulugunu artirdig1 ve tromboz ile intimal hiperplazi gibi
komplikasyonlar1 azalttig1 cesitli calismalarda gosterilmistir (L'Heureux et al., 1998; Sacks &
Gloeckner, 1999). Mevcut ¢alismanin bulgulari, endotelyal hiicre tohumlamasinin greftin
canliligini arttirdigin1 ve konak damar yapisina entegrasyonunu destekledigini ortaya
koymaktadir. Fibr6z kapsiil yapisi, endotel hiicreleri i¢in dogal bir iskele gorevi gorerek bu

siireci daha da kolaylagtirmistir.

Bu ¢alismada {i¢ deney grubu karsilagtirilmistir: yalnizca endotelyal hiicre tohumlamasi yapilan
grup, hyaluronik asit jeli ile desteklenen endotelyal hiicre tohumlamasi yapilan grup ve
hyaluronik asit jeli ile birlikte eksozom eklenen endotelyal hiicre tohumlamasi yapilan grup. Bu
3 grup arasinda endotelizasyon, anjiogenez ve inflamasyonu histolojik bir skorla karsilagtirma
amaglanmistir. Boylece endotelizasyonun saglanmasinin yani sira endotelizasyon oranini

arttirmaya yonelik faktorlerde ele alinmistir.

Tiim gruplarda endotelizasyon belli bir miktarda goriilmektedir. Gruplar aras1 farkliliklar olan
destekleyici maddelerin etkisi anlamli oranda endotelizasyon oranlarin1 degistirmistir.
Endotelyal hiicre tohumlama islemi ile birlikte HA uygulanmasinin (Grup 2)
endotelyalizasyonu artirdigi ve greft dokusunun entegrasyonunu iyilestirdigi saptanmistir.
Eksozomlar ve hyaluronik asit ile desteklenen endotelyal hiicre tohumlama grubunun (Grup 3)
diger iki gruba gore daha yogun endotelyal kaplamaya ve hizli vaskiilarizasyona sahip oldugu

gorilmistiir.

Endotel hiicrelerinin aktarimi sirasinda biyojel kullanimi neo-liimen i¢i homojen dagilimi
saglamakta ve limenin EH tohumlama sonrasi olast kollabizasyonunu engellemektedir.
Hyaluronik asit (HA), inflamasyonu modiile etme, hiicre gogiinii tesvik etme ve anjiyogenezi
destekleme gibi biyolojik islevleriyle bilinen bir molekiildiir (Marinho et al., 2021; Pereira et
al.,, 2018). Bunun yani sira HA’nin hiicre disi matriksin diizenlenmesinde ve hiicre
proliferasyonu igin biyolojik olarak aktif bir mikrocevre saglamada oynadigi kritik rolde
kimyasal olarak endotelizasyonu desteklemektedir. Bizim ¢aligmamizda endotel tohumlama
islemi tek basina yapildiginda en az oranda endotelizasyon ile sonuglandigini gosterdik. HA ile

desteklenen endotelyalizasyon grubunun ise, yalnizca endotelyal hiicre ekimi yapilan gruba
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kiyasla daha diizenli bir endotelyal kaplama sergiledigi goriilmiistiir. Bu durum, HA’nin
endotelyal hiicrelerin yiizeye baglanmasini ve go¢ etmesini kolaylastirarak tromboz riskini

azalttigin1 diisiindiirmektedir.

Literatiirde siganda endotel hiicre elde etmek i¢in farkli yontemler tanimlanmistir. Bu
yontemlerle {i¢ farkli endotel hiicre tipi elde edilebilir; (a) kan yoluyla taginan dolasimdaki
endotel hiicreleri, (b) kemik iliginden tiiretilen endotelyal kok hiicreler ve (c) torasik aorttan
tamamen farklilasmis arteriyel endotelyal hiicreler (Jobst et al., 2009). Calismamizda endotel
hiicreleri torasik aortadan toplandiktan sonra in-vivo olarak laboratuvar ortaminda
cogaltilmistir. Bu hiicreler in-vivo ortamda uygun besiyerlerde saklanmaktadirlar. Bu besiyerler
hiicrelerin ¢ogalmasini tesvik edecek maddeler igermektedir. Bu ¢ogalma sonrasi elde edilen
hiicreler 6nceden silikon tiip ile hazirlanmis vaskiilarize kapsiil dokusuna tohumlanmak iizere

tekrardan izole edilmistir.

Hiicrelerin eksozomlarla desteklendigi grupta belirgin bir oranda diger gruplara nazaran
endotelizasyonun fazla oldugu goézlemlenmistir. Eksozomlar; proteinler, RNA ve biyiime
faktorleri agisindan zengin kiigiik ekstraseliiler vezikiiller olup, immiin yanit1 modiile etme ve
hiicresel onarimi tesvik etme yetenekleri nedeniyle rejeneratif tipta biyiik ilgi gormektedir
(Couzin, 2005; Tian et al., 2014; Valadi et al., 2007; Webber et al., 2015; Zitvogel et al., 1998).
Calismamizda eksozomlarin anjiyogenik yollar aktive ederek endotelyal hiicre fonksiyonlarini
artirdig1r hipotezini desteklemektedir. Literatiirde, eksozomlarin mikroRNA ve biiyiime
faktorleri (6rnegin VEGF, IGF-1) gibi bilesenleri ile endotelyal hiicre proliferasyonunu ve
gociinii diizenledigi belirlenmistir (Couzin, 2005; Tian et al., 2014; Webber et al., 2015).
Mevcut calismanin bulgulart da bu verileri dogrulamakta ve eksozomlarla desteklenen
greftlerin daha iyi vaskiiler entegrasyon sagladigini ve tromboza karsi daha direngli oldugunu
gostermektedir. Eksozomlarin vaskiiler yeniden sekillenmeyi destekleme potansiyeli, onlari
HA ile birlikte biyomiihendislik ile tretilmis vaskiiler greftlerin gelistirilmesinde 6nemli bir

bilesen haline getirmektedir.

Bu c¢alismada dogal olarak olusan fibréz kapsiil kullanimi, endotelyal hiicrelerin daha iyi
tutunmasina ve ¢ogalmasina olanak taniyarak greftin daha biyouyumlu bir hale gelmesini
saglamistir. Benzer kapsiil formasyonu meme implantlarinda yabanci cisime karsi olusan
fizyolojik bir tepkidir. Bu fibrotik siire¢, hormonlar (Persichetti et al., 2014), hasta yasi
(Siggelkow et al., 2003), enfeksiyonlar, hematom, seroma, implant tasarimi (geometrik sekil),

implant icerigi (silikon jel veya salin), yiizey konfigiirasyonu ve implant mikro hareketi
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(Carpaneda, 1997; Luke et al.,, 1997) dahil olmak iizere hem implant hem de konak
faktorlerinden etkilenir. Klinik olarak; kapsiil olusumu ve maturasyonu, meme augmentasyonu
veya meme implant1 ile rekonstriiksiyondan sonra sik goriilen komplikasyon olan kapsiiler
kontraktiirden sorumludur (Araco et al., 2006; Spear & Baker, 1995). Son yillarda plastik
cerrahlar meme implant1 kapstiliinii potansiyel bir doku kaynagi olarak gérmeye basladilar ve
kapstiler flepleri tanmimladilar. Kapsiil fleplerle ilgili ilk deneyimler, Bengtson ve ark.'nin
(Bengtson et al., 1993) bulgulariyla 1991 yilina dayanmaktadir. Yazarlar, iki disi domuzda
kapsiiler dokunun lokal pedikiilli bir flep olarak yasayabilecegini ve bir deri greftini
desteklemek icin yeterli dogal wvaskiilarite sagladigini gostermistir. Dahasi, olas1 bir
ekspansiyonun flepler de artan vaskiilarite ve canlilik sagladigini gézlemlemislerdir. 1993
yilinda Heymans (Heymans et al., 1993), kapsiiler dokunun siganlarda pedikiillii veya serbest
flep olarak kullanimini gostermistir. Gargano ve ark. (Gargano et al., 2002), meme implanti
sonrast olusan “rippling” deformitesi ve diger kontur deformitelerini diizeltmek icin ilk kez
insanlarda kapsiiler flepler tanimlamislardir. Giiniimiizde meme implant1 kapsiil flepleri icin
cesitli endikasyonlar bildirilmistir; bunlar arasinda yanlis konumlandirilmis implantlarin
yOnetimi, simmasti, kapsiiler herniasyon, ekspoze meme implantinin 6rtiilmesi, meme kontur
deformitelerinin diizeltilmesi ve inframammarial kivrimin yeniden olusturulmasi yer
almaktadir (Brandstetter et al., 2010; Gargano et al., 2009; Persichetti et al., 2013). Insanlarda
protez ¢evresinde kapsiil olusumu genellikle 4 ila 6 hafta i¢inde baslar ve ortalama birinci yilda
sabit bir yapiya ulasir. Siganlarin ortalama yasam siiresi 2 ila 3 yil arasinda olup, diger
memelilere kiyasla daha hizli bir iyilesme siireci gosterirler. insanlarda yaklasik 1,1 yillik bir
slirenin, siganlarda yaklasik 1 aya denk geldigi kabul edilmektedir(Hallock & Rice, 1998).
Literatiirde kapsiil ¢alismalarin siiresi 1 ila 3 ay arasinda degisiklik gostermektedir(Bastos et
al., 2012; Cardenas-Camarena et al., 2005). Bu bilgiler dogrultusunda, kapsiil olusumu i¢in

bekleme siiresini 6 hafta olarak belirledik.

Sentetik ve biyomiihendislik ile tiretilen greftlerde endotelyal hiicrelerin tutunmasini etkileyen
temel faktorlerden biri, yiizey 6zellikleridir. Literatiirde, sert sentetik materyallerin endotelyal
hiicre yapismast igin elverissiz bir ortam sagladigi ve bu durumun intimal hiperplazi ve tromboz
gibi olumsuz sonuglara yol agtig1 bildirilmistir (Chlupac¢ et al., 2009). Sentetik greftlerin
trombojenitesini baskilamak i¢in literatiirde cesitli calismalarda greft liimen bir takim
antikoagiilan maddeler ile kaplanmustir. Tlk galismalar karbon kapli ePTFE greftlerde trombosit
birikiminin azaldigin1 gostermistir ancak genel patens oranlarini iyilestirilmemistir (Kapfer et

al., 2006). Bir diger calisma da; heparinle kaplanmis Dakron greftler, ek bir kaplama
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yapilmayan ePTFE greftlerden daha iyi bir patens oran1 gostermistir (Devine & McCollum,
2004). Heparin kaplanmig ePTFE greftler sicanlarda aort greft trombozunu &nemli 6lgiide
azaltmistir (Walpoth et al., 1998). Bu tiir ¢aligsmalar ile greft trombojenitesinin dniine gegilmeye
calisilmis fakat nihayetinde ideal bir patens oranina ulasilamamistir. Antitrombotik ajanlar
elbette vaskiiler hastaligi olan hastalarda rutin olarak uygulanir, greft agiklifi ve genel
kardiyovaskiiler mortalite lizerinde belirgin bir etkiye sahiptir (Watson et al., 1999). Sentetik
greft ile revaskiilarizasyon operasyonu geciren hastalar bunlara ek olarak Omiir boyu
antitrombotik ajan kullanmakta ve buna ragmen yiiksek oranda patens oranlar

saglanamamaktadir.

Biyomiihendislikle iiretilmis vaskiiler greftlerin liimenleri, mutlak suretle anti-trombojenik
ozelliklerini korumak adina endotelyal hiicre ile kapli olmalidir (Maruyama, 1998; Pearson,
1999; van Hinsbergh, 2001). Sentetik greftlerde goriilen sinirli endotelizasyon trombojenik bir
ylizeye neden olmakta ve ¢esitli komplikasyonlar dogurmaktadir. Bizim ¢aligmamizda
tasarladigimiz endotel ile kapli liimen igeren vaskiiler greftlerin antitromobojenitesinin yaninda
hastalarda antikoagiilan kullanimini1 siirlandirmakta da olduk¢a etkin  olucagini

diisiinmekteyiz.

Sentetik materyallerle olusturulan vaskiiler greftlere biyolojik bilesenlerin dahil edilmesi fikri
daha biyouyumlu vaskiiler alternatifler elde etmek i¢in ortaya atilmistir. Fonksiyonel bir endotel
tabakas1 varhig: liimen i¢i trombojeniteyi 6nlemede en &nemli etkendir. implantasyonun
ardindan, greft limeninin in vivo endotelizasyonu i¢in ii¢ potansiyel mekanizma vardir: (1)
anastomoz bolgesindeki nativ vaskiiler yapilardan endotel hiicrelerinin liimen i¢ine dogru
biiylimesi, (2) sentetik greft duvarindan doku ve kilcal damarlarin transmural infiltrasyonu ve
(3) dolagimindan kaynaklanan endotel progenitdr hiicrelerinin depozisyonu. Bununla birlikte,
hayvan modellerinin aksine, insanlarda nadiren perianastomotik bdlgenin 1-2 cm'nin 6tesinde
endotelizasyon meydana gelebilirken ve transmural ice dogru endotelizasyon, su anda mevcut
sentetik greftlerin yapisal 6zellikleri tarafindan 6nemli 6lciide engellenmektedir (Zilla et al.,

2007).

Implantasyondan 6nce greft liimeninen endotel tohumlama yontemi ile hiicre ekilmesi
konseptini deneyesel olarak sigara igmeyen popiilasyonda Dakron greftlerinin patensin
iyilestirmek icin 1980’lerde ilk deneysel ve klinik denemler gergeklestirildi. Bu denemelerin
sonuglar1 tartismal1 ve diisiik basar1 orani1 gosterdi. Bunun nedeni de tohumlanan endotel hiicre

yogunlugunun azlhig1 ve sentetik greft ylizeyine hiicre tutunmasimin yetersizligi oldugu
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saptanmustir (Herring et al., 1978, 1984; Herring et al., 1979). Calismamizda iskele olarak
kullandigimiz biyolojik ve vaskiiler kapsiil yapis1 endotel tohumlama sonrasi uygun bir neo-
ltimen i¢i adhezyon bdlgesi olusturmus ve yeterli miktarda endotel hiicre yogunlugu ile neo-

liimenin kaplanmasini saglamistir.

Vaskiiler greft infeksiyonlar1 damar cerrahisinde 6nemli bir komplikasyondur, yiiksek mortalite
oranlar1 ve %70’e varan amputasyon oranlariyla iliskilidir (O'Connor et al., 2006). Ozellikle
sentetik vaskiiler greft kullaniminda goriilmektedir. Otolog greftlerin ise enfeksiyonlara daha
¢ok direngli oldugu bilinmektedir (Elens et al., 2018). Sentetik vaskiiler greftlerin enfeksiyona
direncini arttirmak amaciyla rifampisin emdirilmis greftler kullanilmaya baglanmis fakat tatmin
edici sonuglarla karsilasiilmamistir (O'Connor et al., 2006). Calismamizda iskele olarak
kullandigimiz ve ¢ok sayida vaskiiler yapiyla iyi beslenen kapsiil yapisi sayesinde elde ettigimiz
greftlerde enfeksiyon bulgularina rastlanmamistir. Tasarladigimiz greft yapisinin yabanci cisim
icermemesi ve iyi kanlanan bir yapt olmasi nedenli enfeksiyonlara direncli oldugunu

diisiinmekteyiz.

Bu calismanin bazi kisitlamalar1 bulunmaktadir. Oncelikle, ¢alisma sigan modeli kullanilarak
gerceklestirildiginden, insan vaskiiler sistemindeki hemodinamik ve immiinolojik kosullari tam
olarak yansitmayabilir. Hayvan modelleri preklinik ¢alismalar icin degerli bilgiler saglasa da,
insan klinik uygulamalarina gegis i¢in daha biiyiik hayvan modellerinde ve nihayetinde klinik

deneylerde test edilmesi gerekmektedir.

Ikinci olarak, calismanin takip siiresi sinirlidir. Uzun dénem calismalara ihtiyag duyulmaktadir,
¢iinkii endotelyal kaplamanin dayanikliligi, tromboz direnci ve greft fonksiyonunun uzun vadeli
sonuglar1 hakkinda daha fazla veri elde edilmelidir. Ayrica, eksozom ve HA jel uygulamalarinin
optimal dozaji ve bilesimi iizerine yapilacak c¢alismalar, klinik kullanim agisindan 6nemli

bilgiler saglayacaktir.

Peri-implant kapsiil tiipliniin endotel tohumlamasi i¢in uygun olup olmadigini ve bu zemindeki
en etkin endotel tohumlama yonteminin ne oldugunu arastirmak i¢in planladigimiz bu oncu
caligmanin en onemli kisitlamasi hazirlanan kapsiil tiipiiniin endotelize edildikten sonra bir
damar grefti gibi damar anastomozlar ile kan dolasimi altinda test edilmemis olmasidir.
Endotelize edilmis kapsiil tiipiinlin kan dolasimi altindaki incelemesi igin ileri bir ¢alisma

gerekmektedir ve boyle bir calismay1 da bu caligmanin devami olarak planlamaktayiz.
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Gelecek arastirmalarda, biyomiihendislik ile tiretilen greftlerin mekanik 6zellikleri daha
ayrintili olarak incelenmelidir. Greftlerin anastomoz sonrasi patens ¢aligmalari bu greftlerin kan
basincina dayanikliliklari greft duvarmin kan akim hizi altinda histolojik degisiklikleri ayrintili
inceleme konular1 olmaya adaydir. Greftlerin dogal arterlere benzer elastikiyet ve uyumluluk
gostermesi, cerrahi basar1 acisindan kritik bir faktordir. Bu nedenle, biyomekanik testler ve
hesaplamali modelleme caligmalari, farkli vaskiiler uygulamalara yonelik greft tasarimini

optimize etmek i¢in faydali olabilir.

8.SONUC VE ONERILER

Bu calisma; endotelyal hiicre tohumlama, hyaluronik asit ve eksozom temelli desteklerle
biyomiihendislik ile iretilmis otolog vaskiiler greftlerin potansiyelini ortaya koymaktadir.
Bulgular, bu kombinasyonun endotelizasyonu artirarak tromboz riskini azalttigini
gostermektedir. Daha fazla arastirmaya ihtiyag duyulmakla birlikte, bu sonuglar
biyomiihendislik ile tretilmis damar greftlerinin gelistirilmesi igin saglam bir temel
olusturmakta ve bu yaklasimin vaskiiler cerrahi sonuglarimi iyilestirme potansiyeline sahip

oldugunu gostermektedir.
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