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OZET

Giris: Periferik arter hastalig1 6zellikle ilerleyen yaslarda goriilme siklig1 artan ateroskleroz
temelinde gelisen 6nemli bir hastaliktir. Alt ekstremitelerde arteriyel liimenin tikanmasina,
kan akisinin azalmasi ve malperfiizyona neden olur. Giiniimiizde gelismis medikal tedavi
yontemleri semptomlarin azaltilmasina ve hastaligin daha iyi seyretmesine fayda gostermekle
birlikte genellikle kalici ¢6ziim olmaz. Medikal ve klasik cerrahi tedavinin etkisiz kaldigi
durumlarda PAH’l1 kisilere uygulanacak tedaviler i¢in yeni alternatif modeller gelistirilmesi
onem arzetmektedir. Bu calismada; periferik arter hastaligi olan kisilerin tedavisinde
kullanilmas1 i¢in ratlarda polimere depolanmis endotel hiicreleriyle artifisyel kapiller ag
olusturma modeli gelistirilmesi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Arastirma 35 adet Wistar-Albino siganin 5 farkli gruba ayrilmasiyla
yiiriitiilmiistiir. Poli etilen glikol yapidaki polimerin icerisine ¢ogaltilmis “Insan Umblikal
Veni Endotel Hiicreleri” (HUVEC) konulmustur. Hiicre yiiklii polimer si¢anlarin arka bacak
kisimlarina implante edilmis ve siganlar 14. ve 28. giinlerde sakrifiye edilerek incelenmek
iizere doku ornegi almmustir. Immiinohistokimyasal incelemede olusan damar yapisinin
incelenmesi i¢in VEGF, CD31, o-SMA, ANG-1 belirtecleri kullanilmistir. Istatistiksel
anlamlilik degeri p<0.05 olarak kabul edilmistir.

Bulgular: Endotel skorlamasi ve VEGF evrelemesine gore bos polimerler ile dolu polimerler
arasinda hem 14.giin hem de 28.giin alinan kesitlerde istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmigstir. Ayrica dolu polimerlerin 14. ve 28. Giin alinan kesitleri arasinda da istatistiksel
olarak anlamli fark tespit edilmistir. 28.glin alinan kesitlerde damar olusumu daha fazla
gozlenmistir. ANG-1 ve a-SMA parametrelerinin incelenmesinde sadece 28.giinde alinan bos
ve dolu polimerler arasi damar olusumu agisindan istatistiksel olarak fark saptanmustir.
CD31’in incelenmesi sonucu ise buna ek olarak 14.giin alinan bos ve dolu polimerlerin damar
olusumu acisindan da fark saptanmaistir.

Sonug: Literatiirdeki diger bulgular ve bu ¢alismanin bulgular ile siganlara kiiltiire edilmis
endotel hiicreleri implante edilmesiyle damar olusumunun arttig1 sonucuna ulasilmistir. Bu
caligsmada goriilen dolu polimerlerin 28.glinde alinan 6rneklerde daha fazla damar olusturmasi
damar olusumu acisindan optimum siireyi bulabilmek amaciyla daha farkli calismalarin
yapilmasi gerektigini ortaya koymustur. Epidemiyolojik kanit piramidinin en iistiinde yer alan
randomize kontrollii klinik ¢alismalara konu olabilmesi i¢in hayvan deneyleriyle en iyi hiicre
tipi, en 1yl biyomateryal ve optimum siire bulunmalidir.

Anahtar Kelimeler: periferik arter hastaligi, si¢an, polietilen glikol, anjiyogenez, VEGF

Vi



ARTIFICIAL CAPILLARY NETWORK MODELLING WITH
ENDOTHELIAL CELLS WHiCH STORED IN POLYMER IN RATS

Dr.Nijat SULEYMANOV

Dokuz Eyliil University Faculty of Medicine Cardiovascular Surgery

Narhdere, izmir (nijat.suleymanov@deu.edu.tr)

ABSTRACT

Aim: Peripheral arterial disease is an important disease that develops on the basis of
atherosclerosis, especially in the elderly. It causes obstruction of the arterial lumen in the
lower extremities, decreased blood flow and malperfusion. Advanced medical treatment
methods benefit from the reduction of symptoms and better monitoring of the disease, but
usually there is no permanent solution. In cases where medical and classical surgical
treatment is ineffective, it is important to develop new alternative models for the treatment of
PAD patients. The aim of this study is to develop an artificial capillary network model with
endothelial cells stored into polymers in rats for use in the treatment of people with peripheral

arterial disease.

Materials and Methods: The study was carried out by dividing 35 Wistar-Albino rats into 5
different groups. HUVEC stored in polymer of polyethylene glycol structure. The cell-loaded
polymer was implanted into the hind limb of the rats and tissue samples were taken for
examination on days 14 and 28. VEGF, CD31, a-SMA, ANG-1 markers were used to
investigate the vascular structure of immunohistochemical examination. Statistical

significance was accepted as p <0,05.

Results: Statistically significant difference was found between the filled polymers and empty
polymers on the 14th and 28th day according to the endothelial scoring and VEGF staging.
There was also a statistically significant difference between the 14th and 28th day sections of
the filled polymers. Vascular formation was more observed in the sections taken on the 28th
day. ANG-1 and a-SMA parameters were found statistically significant difference between
empty and filled polymers on day 28. As a result of examining CD31, there was also a

difference between the empty and full polymers taken on the 14th day.

Conclusion: With the findings of other studies in the literature and the findings of this study,

it has been concluded that the vessel formation is increased by implanting the stem cells into

viii



the animals. In this study, more vascular formation in the samples taken on the 28th day
revealed that more studies should be done in order to find the optimum time for vessel
formation. In order to be subject to randomized controlled clinical studies (at the top of the

epidemiological evidence pyramid) the best cell type, best biomaterial and optimum time

should be found with animal experiments.

Key words: peripheral arterial disease, rat, polyethylene glicol, anjiogenesis, VEGF



1.GIRIS VE AMAC

Periferik arter hastaligi (PAH) ozellikle ilerleyen yaslarda goriilme sikligi artan
ateroskleroz temelinde gelisen Onemli bir hastaliktir (1-3). PAH cesitli sebeplerle alt
ekstremitelerde arteriyel limenin tikanmasina, kan akiginin azalmasi ve malperfiizyona neden

olur (4).

PAH’n tiim niifus icindeki siklig1 yaklasik %13 tiir. Tipkt hipertansiyon (HT) ve kalp
hastaliklar1 gibi yas arttikca goriilme sikliginin arttigr bildirilmistir. PAH’1 olan kisilerde
benzer risk faktorlerinden 6tiirii kardiyak ve serebrovaskiiler hastaliklarin da goriilme siklig
artmigtir. PAH i¢in degistirilebilir risk faktorleri diyabetes mellitus (DM), HT, sigara
kullanimi, hiperlipidemi, ve metabolik sendrom olarak bildirilmektedir. Erkeklerde
kadinlardan daha sik goriilmektedir (2,5-7). Periferik arter hastaligi yaygmligi 65 yas
iizerindeki kadinlarda %17, erkeklerde ise %20 olarak bildirilmektedir (8). Tiirkiye’de diger
Avrupa llkelerine kiyasla ateroskleroza neden olan kolesterol seviyeleri daha diisiik bulunsa
da, sigaranin yaygin kullanimi, obezite ve metabolik sendrom, DM ve HT gibi risk

faktorlerinin de yaygin olmasi sebebiyle PAH’ 1n goriilme siklig1 benzer durumdadir (9).

PAH ile ilgili klinik belirtiler damarlarin belirgin 6l¢iide tikanmasi sonucu ortaya
cikmaktadir. PAH’1 olan kisilerin yaklasik ligte birinin asemptomatik olabilece§i tarama
calismalarmin sonucunda goriilmiistiir (8). Semptomatik kisilerde intermittan klodikasyo (IK)
olarak isimlendirilen ylirimek veya kosmakla artan, istirahatle azalan veya tamamen ortadan
kaybolan, baldir veya bacak agrisi goriilmektedir (10). Bu agr hastaligin ilerlemesiyle

istirahatte bile gegmeyecek hale gelebilir (8).

PAH tamsinda sistolik kan basmci ayak bilegi-brakiyal indeksi (ABI)
kullanilmaktadir. Ayak bilegi-brakiyal indeksi 6l¢limii invaziv olmayan ve toplumda tarama
yapmaya uygun bir yontemdir. Anjiyografi ile tan1 konmasina benzer duyarhilik ve dzgiilliige
sahiptir. ABI 1.0-1.3 aras1 iken normal olarak kabul edilmektedir. ABI’nin 0.9°dan kiiciik
olmasi PAH igin tan1 koydurucudur (8,11-13).

PAH tedavisinde sigaray1 birakma, dengeli beslenme ve diizenli fiziksel aktivite gibi
yasam tarzi degisikliklerinin yani1 sira hiperlipidemi, HT, DM gibi aterosklerotik risk
faktorlerinin tibbi tedavisi gereklidir. PAH’11 kisilerde tedaviye uyum olmamasi, morbidite ve

mortalitenin artmasi ve amputasyona neden olacak iskemilerin olugmasina sebebiyet verebilir
(14).



Anjiyogenez var olan vaskiiler sistemden yeni kan damari olusumu siirecidir (15).
Terapotik anjiyogenez, dokularin perflizyonu igin gerekli olan vaskiiler devamliligin
saglanmasi i¢in anjiyogenik etki elde edilmesi islemidir (16). Yetersiz anjiyogenez nedeniyle
kan akiminin azalmasindan kaynaklanan kalp ve diger dokulardaki hipoksi bir¢ok

kardiyovaskiiler hastaligin seyrini belirler. PAH da bu grup hastaliklardan bir tanesidir (16).

Periferik arter hastalig1 tasidigi riskler nedeniyle erken tan1 konmasi 6nem arz eden bir
hastaliktir (17). Giiniimiizde gelismis medikal tedavi yontemleri semptomlarin azaltilmasina
ve hastaligin daha iyi seyretmesine fayda gostermekle birlikte genellikle kalic1 ¢6ziim olmaz.
Ileri evre hastalarda medikal tedavi tek basina yetersiz kalabilmektedir. Bu tip durumlarda
cerrahi miidahale ile revaskiilarizasyon prognozun iyilestirilmesi i¢in en 6nemli segenek
olarak yerini korumaktadir (18). Ancak cerrahi miidahale ile damar replasmaninin miimkiin

olmadig1 durumlarin varliginda baska tedavi alternatiflerinin kullanilmas1 gerekmektedir.

Aterosklerotik kardiyovaskiiler hastaliklarin etkin tedavisinde terapotik anjiyogenez
miidahaleleri giincel arastirmalarda sik¢a ele alinmaktadir (16). Literatiire gore terapotik
anjiyogenez caligmalari bu hastaliklarin tedavisinde olduk¢a umut vadetmektedir (19-21).
Medikal ve klasik cerrahi tedavinin etkisiz kaldigr durumlarda PAH’11 kisilere uygulanacak
tedaviler icin yeni alternatif modeller gelistirilmesi 6nem arzetmektedir. Bu amagcla da hayvan
deneyleri dahil olmak {iizere yeni tekniklerin denenmesi gelecekte ileri evre PAH’I1 kisilerin

tedavisi icin yol gosterici olacaktir.

Bu calismada; periferik arter hastaligi olan kisilerin tedavisinde kullanilmasi igin
ratlarda polimere depolanmis endotel hiicreleriyle artifisyel kapiller ag olusturma modeli

gelistirilmesi amacglanmastir.



2.GENEL BILGILER
2.1 Periferik Arter Hastalhig:
2.1.1 Tanim
PAH i¢in literatiirde yapilan farkli tanimlar asagida siralanmstir:

“Periferik arter hastaligr; abdominal aortun bifurkasyonu sonrast arterlerinin tikayici

lezyonlarini ifade eder” (17).

“Periferik arter hastaligi; ateroskleroz sonucunda bir veya birden fazla periferik arterin

parsiyel ya da total tikaniklig1 olarak tanimlanmaktadir” (22,23).

“Periferik arter hastaligi genel olarak ateroskleroz ve tromboembolik fizyopatolojik siire¢
sonucunda aorta ve visseral dallar1 ile alt ekstremite arterlerinde yapisal ve fonksiyonel

degisiklik meydana gelmesiyle olusan bir hastaliktir” (24).

PAH aterosklerozun sebep oldugu viicuttaki tiim damarlarin etkilendigi sistemik
hastaligin bir pargasi olarak, alt ekstremitelerdeki kan dolasiminin, arteryel sistemdeki

aterosklerotik olusumlara bagl tikanmasidir seklinde 6zetlenebilir.
2.1.2 Epidemiyoloji

PAH prevalansinin 40 yas tlizeri kisilerde arttig1 saptanmaktadir. 50 yas dncesinde %5
iken, 65 yas civarinda %10; 80 yas ve lizerindekilerde %25 siklikta goriilmektedir. 70 yas ve
iizerinde %14,5 saptanmistir (25,26).

Diinya genelinde PAH prevalansinin %3-12 arasinda oldugu bildirilmektedir (27).

Framingham ¢alismasi’nda erkeklerde IK’nin goriilme sikhigi 35-45 yas arasi
erkeklerde binde 0,4’den 65 yas ve lstli erkeklerde binde 6’ya ylikseldigi tespit edilmistir
(28).

Isveg’te 60 yas iizeri popiilasyonda son yillarda gerceklestirilen bir arastirmada

prevalansi %18 olarak bildirilmistir (29).

PARTNER kisaltmali calismada 70 yas iizeri hastalar ile yas1 50-69 araliginda
olmasina ragmen PAH agisindan en azindan bir tane ek risk faktorii tasiyan toplam 6979 hasta
dahil edilmistir. Sonug olarak %29 siklik tespit edilmistir (30). Bu calismanin risk faktorii

olanlarda yapilmasi sikligin bu kadar yiiksek ¢ikmasina neden olmus olabilir.



Tiirkiye’de yapilan bir calismada ise; Izmir’de bir huzurevinde PAH prevalanst %5,9
olarak bildirilmistir (31). Ancak bu calismadaki diisiik siklik da risk altindaki niifusun

tamaminin ele alinmayisindan kaynaklanmis olabilir.
2.1.3 Risk Faktorleri
Ateroskleroz risk faktorleri PAH igin de risk faktorii olarak kabul edilmektedir (32).
1) Ateroskleroz igin degistirilemeyen risk faktorleri
-Yas
-Cinsiyet
-Irk
-Akrabalarda benzer 6yki
2) Ateroskleroz icin degistirilebilir risk faktorleri
-Sigara ve tiitiin Uriinleri kullanimi
-Kan basinci yiiksekligi
-Hiperkolesterolemi
- Hareketsiz yasam tarzi
3) Ek faktorler
-Ekzojen ostrojenler
-Homosistein ve LpA
Bir kiside periferik arter hastalig riskinin arttigini gosteren risk faktorleri ise (33)
-Yasin 70’den biiyiik olmasi
-Yas 50-69 aras1 iken DM veya sigara kullanim 6ykiisii
-Yas 40-49 aras1 iken DM ve bir ateroskleroz risk faktorii varligi
-IK varligim diisiindiirecek bacak agrilar1 veya istirahatte bile iskemik agri
-Alt ekstremite nabizlarinda anormal bulgu

-Bilinen ateroskleroz oykiist



Yapilan ¢alismalarda PAH riski sadece sigara icenlerde 2,3 kat, sigara igen ve DM
olan hastalarda 3,3 kat, sigara icen DM ve HT olan hastalarda 6,3 kat artmistir (34,35).

2.1.4 Klinik Bulgular ve Simiflandirma

Periferik arter hastaliginda klasik olarak en sik goriilen semptom intermittan
klodikasyodur (36). IK; alt ekstremite kaslarinda gériilen agr1 ve huzursuzluk hissidir. Cogu
zaman semptomlar baldir bolgesinde yerlesimlidir, ancak bazen uyluk ve kalgay1 da etkiledigi
olur. PAH’I1 hastalarm 1/3’iinde tipik IK goriiliir. Cogunlukla asemptomatik evredeki hastalar
da klinik olarak PAH lidur.

ACC/AHA’ nin 2005 yili PAH kilavuzunda 50 yas istii hastalarda PAH prezentasyonu
sOyle bildirilmistir: (37)

-Asemptomatik : %20-50

-Atipik bacak agris1 : %40-50

-Klasik klodikasyo : %10-35

-Kritik bacak iskemisi : %1-2

Klinik pratikte iki farkli evreleme tiirti kullanilmaktadir (38).
1)Fontaine Siniflamasi:

Evre 1: Asemptomatik

Evre 2a: Hafif klodikasyo

Evre 2b: Orta-Ciddi Klodikasyo

Evre 3: Iskemik istirahat agris1

Evre 4: Ulserasyon veya gangren

2)Rutherford Siniflamasi

Kategori 0 Evre 0: Asemptomatik (Fontaine Evre 1)
Kategori 1 Evre 1: Hafif klodikasyo (Fontaine Evre 2a)
Kategori 2 Evre 1: Orta dereceli klodikasyo (Fontaine Evre 2b)

Kategori 3 Evre 1: Ciddi klodikasyo (Fontaine Evre 2b)



Kategori 4 Evre 2: Iskemik istirahat agris1 (Fontaine Evre 3)
Kategori 5 Evre 3: Minor doku kaybi1 (Fontaine Evre 4)
Kategori 6 Evre 4: Major doku kaybi (Fontaine Evre 4)
2.1.5 Tam

Tam icin ilk olarak IK sorgulanmalidir. Agrinin dinlenme esnasinda dahi olmasi
darligin daha siddetli oldugunu gosterir. Sedanter ve yash kisilerde IK yerine bacaklarda
gerginlik hissi, sogukluk, his kaybi gibi yakinmalar olabilir. Belli bir yastan sonra IK

yakinmalar1 yerine bacaklarda gangrenlerin goriilmesi daha olasidir (39).

Ekstremite nabizlarinin iki taraf karsilastirilmali olarak kontrol edilmesinin tanida

degeri biiytiktiir.

Noninvaziv yontemler PAH tespitinde giivenilir ve kullanigh yontemlerdir. Bu
noninvaziv yoéntemler ABI o6l¢iimii, Egzersiz Treadmill testi, Doppler Ultrasonografi,
Manyetik Rezonans Anjiyografi ve Bilgisayarli Tomografik Anjiyografi olarak siralanabilir
(40). Periferik arter hastaligi tanisinda konvansiyonel anjiyografi ise halen altin standarttir
(42).

ABI arteriyel darlik siiphesi olan kisilere yapilabilecek ucuz ve kolay bir testtir. Ayak
bilegi ve koldan sistolik basinglar 6l¢iiliir. Bu 6l¢iim ayak bilegi/brakiyal kan basinct indeksi
veya orani olarak tanimlanir. Normal ABI degeri 1.0-1.3 arasindadir. ABI’nin 0,9’un altinda

oldugu durumlar PAH ig¢in tan1 koydurucudur (8,42).

Doppler Ultrasonografi incelemesi, periferik arterlerin hem anatomik olarak
incelenmesinde hem de mevcut arteriyel darliklarin hemodinamik ©neminin ortaya
konmasinda kullanilan 6nemli bir tanisal aractir. Doppler Ultrasonografinin 6zgiilliigii %95,

duyarliligi ise %80-90 olarak rapor edilmistir (43).
2.1.6 Tedavi

PAH tedavisinde ilk asama ateroskleroz risk faktorlerinin miimkiinse ortadan
kaldirilmaya calisilmasidir. Bunun i¢in yasam tarzi degisikligi, sigarayr birakma gibi
durumlara egilinmelidir. Bunlarin yeterli olmadig1 hastalarda medikal tedaviden baglamak

tizere kademeli olarak mevcut tedavi olanaklar1 degerlendirilmelidir.



2.1.6.1 Medikal Tedavi

Aterosklerozun damar tikanikligi etkisini ortadan kaldiracak olan anti-hiperlipidemik,
anti-hipertansif, anti-trombositer ilaglar PAH’1in medikal tedavisinin ilk asamasidir. Bunlar

PAH’a spesifik tedaviler degildir.

Silostazol; vazodilator, metabolik ve antitrombosit aktivitesi olan bir fosfodiesteraz III
inhibitoridiir. Bu ilacin faydalar1 1751 hastay1 kapsayan randomize kontrollii alt1 ¢alismanin
meta-analizinde tanimlanmistir. Silostazol plaseboya kiyasla maksimum yiirlime mesafesinde
50-70 m iyilesme saglamistir. Silostazol tedavisi ayn1 zamanda yasam kalitesi 6l¢timlerinde
de genel bir iyilesme saglamistir. Silostazolii pentoksifilin ile karsilagtiran bir c¢alismada
silostazol daha etkili bulunmustur (44-46). Naftidrofuril hakkinda literatiirde yapilan bir
analize gore agrisiz ylrime mesafesini arttirict etkisi ortaya konmustur (45). Ancak
naftidrofuril hakkinda genel anlamda sonuglarin geligkili olmasi ve Tiirkiye’de bulunmamasi
nedeniyle kullanimimin olmadigini hatirlatmak gerekir (38). Revaskiilarizasyona uygun
olmayan hastalarda etkin medikal tedavi secenegi olarak iloprost perfiizyonu ile
amputasyondan kaginma veya major amputasyon olasiliginin minor amputasyona doniismesi

ihtimalinden literatiirde s6z edilmektedir (38).

Vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii (VEGF) ve temel fibroblast biiylime faktorii
mitojenik ajanlardir ve yeni damarlarin gelismesini uyarirlar. Temel fibroblast biiylime
faktorii proteini arter i¢ine verildiginde klodikasyolu hastalarin egzersiz performansinda artig
gozlenmistir. Yeni uygulamalarda ajan, kas icine (intramiiskiiler) viral vektorler ile gen
tedavisi olarak verilmistir. Ancak VEGF ile yapilan ilk ¢caligmalar iyi sonuglanmamistir. Bu
yiizden anjiyojenik biiyiime faktorlerinin klodikasyo tedavisindeki genel etkinlikleri ile ilgili

daha ¢ok ¢alismalara ihtiyag¢ vardir (47,48).



Tablo 1. Periferik Arter Hastaliklarinda Medikal Tedavi Yaklasimlari

Kalp Kkrizi, fel¢ ve kardiyovaskiiler Yasam Kalitesinin
nedenli 6liim risklerinin azaltilmasi icin diizeltilmesi ve ampiitasyonun

engellenmesi icin

Tiitiin tirtind kullanimi1 birakilmast Tiitiin tiriind kullanimi1 birakilmast
Yiirlime egzersiz programi Yiirlime egzersiz programi

Kan basinci kontrolii Silostazol

Antiagregan tedavi Iyi ayak bakimi

Yiiksek doz statin tedavisi Revaskiilarizasyon

Tablo 1’de PAH ig¢in giincel medikal tedavi yaklagimlar1 sunulmustur (38).
2.1.6.2 Girigimsel ve Cerrahi Tedaviler

Yontem olarak cerrahi miidahaleyi ve girisimsel radyolojik yontemleri igeren
endovaskiiler cerrahi olmak iizere baslica iki revaskiilarizasyon yontemi vardir. Hastadaki
lezyonun sayist ve derecesi, lokalizasyonu, eslik eden hastaliklar1 yani sistemik riskleri ve
kisa uzun donem beklentilere gore bu iki yontemden hangisinin sec¢ilecegine karar verilir.
Ornegin tek, kisa ve daraltic1 bir lezyonda endovaskiiler tedavinin basaris1 oldukga yiiksek
iken, uzun tikali ve c¢ok sayida segmentin hastalikli oldugu durumlarda endovaskiiler
yontemlerin basari sanst azalmaktadir. Daha objektif bir karar mekanizmasi lezyonlarin

lokalizasyon, uzunluk ve 6zelligine gore gelistirilmistir

Endovaskiiler cerrahi tedavi i¢in temel endikasyonlar lezyonu yerine bagli olarak
degismekle beraber yasam kalitesini ciddi boyutta etkileyen ve uygulanan tedavi yontemlerine
yeterince yanit vermeyen klodikasyo, ekstremiteyi tehdit eden iskemi, istirahat agrisi ve
ekstremitede iyilesmeyen yaralardir. Bazen de cerrahi girisim 6ncesi bypass damarma kan
akimmi arttirmak icin proksimaldeki lezyonlar i¢in endovaskiiler girisim gerekli olabilir.
Klodikasyo tedavisinde endovaskiiler tedavi medikal ya da konservatif tedavi yontemlerine
gore kisa donem i¢in daha basarili sonuglar vermektedir. Endovaskiiler yontemlerde basariya

etkiyen en 6nemli faktor distal damar yataginin durumudur (49).

Diger tedavi yontemlerinin denenip basarisiz kaldigi olgularda eger cerrahi risk
diisiikse cerrahi tedavi uygulanabilir. Diger tiim yoOntemlere cevap vermeyen ve yasam

kalitesini biiyik oranda bozan durumlarda gerekirse klodikasyo icin cerrahi tedavi



uygulanabilir. Ancak cerrahi tedavi higbir zaman klodikasyo i¢in ilk basamak tedavisi
degildir. Klodikasyo’nun kritik iskemiye ilerlemesini de engellemez. Ote yandan kritik iskemi

varliginda cerrahi tedavi tek basima ya da endovaskiiler tedavi ile birlikte en 6nemli tedavi

segcenegini olusturur.

Periferik Arter Hastal

[ .

Risk faktori modifikasyonu Yasam kalitesi simmdamas:
Sigarayr birakma yok veya azalms
- LDL kolesterol < 100 mg/dL egzersiz kapasitesi yok
- HbAIC <7.0% * Hastalanin fonksiyon
- KB < 140/90 mmHg kaybr yoninden
- Diyabet veya renal hastalik izlenmesi

var ise KB < 130/80 mmHg

Yasam kalitesini etkileyen

siirlama:

- Anlamh egzersiz simirlanma

hikayesi veya

- Azalmg treadmill performans:

veya

- Sorgulamada azalmis fonksiyon

Medikal klodikasyon tedavisi

Semptomlarda duzelme

Devam

Semptomlarda kotilesme

Stphelenilen proksimal lezyon

Lezyonun lokalizasyonu

- MRA veya CTA

- Konvansiyonel anjiyografi
1

Revaskiilarizasyon

-Anjiyoplasti

-Bypass cerrahisi

Sekil 1. Periferik Arter Hastalarina Genel Yaklagim (38)

2.2 Anjiyogenez

Anjiyogenez, biiylime ve gelisme ile yara iyilesmesi gibi siire¢lerde olmasi beklenen
bir olaydir. Bununla beraber bazi durumlarda patolojik de olabilmektedir. Anjiyogenezi
tetikleyen ve onleyen faktorler arasindaki denge bozuldugu takdirde dengenin bozuldugu yon

lehine anjiyogenezde eksiklik veya fazlalik goriilebilir (15).

Kanser, romatoid artrit, inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 gibi inflamatuar
hastaliklarda, makiiler dejenerasyon gibi degisik g6z hastaliklarinda patolojik olarak
anjiyogenez meydana gelmektedir. Periferik arter hastaliklari, kalp yetmezligi, infertilite ve

gecikmis yara iyilesmesi gibi durumlarda ise anjiyogenezde yetersizlikler saptanmistir (50).

Yeni olusan mikrodamarlarin olgunlagmasi ve yapilandirilmasi proanjiyogenik ve anti-
anjiyogenik faktorler arasindaki dengeye baglidir. Bu siire¢ mikrovaskiiler diizeyde birden

¢ok proanjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktoriin koordinasyonu ile olmaktadir. Bu faktorler



timor hiicreleri, monosit ve fibroblast gibi ortamdaki hiicrelerden veya kollajen matriksin

yikimi1 sonrasinda ortaya ¢ikabilir. (51)

Tablo 2. Anjiyogenezi Etkileyen Faktorler Listesi

Anjiyogenezi inhibe edenler

Anjiyogenezi uyaranlar

Trombospondin

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii

Anjiyostatin

Ana Fibroblast biiyiime faktori

Endostatin Asit Fibroblast biiytime faktorii
AaAt Platelet kaynakli biiytime faktorii
Vazostatin Hepatosit biiyiime faktori
Prolaktin Epidermal biiytime faktorii
Troponin 1 Insiilin benzeri biiyiime faktorii

Anjiyopoetin-2

Déniisen biiylime faktorii a

Alfa interferon

Doniisen biiylime faktor b

Gamma interferon

Tumor nekrozis faktor o

Interlokin 12

Plasental biiyiime faktorti

Fibronektin Anjiyopoetin-1
Metalloproteinaz doku inhibitdrleri Anjiyogenin
Plazminojen aktivator inhibitor 1 Pleotrofin

Platelet faktor 4

Interlokin 8

Pigment epitelyal hiicre faktorii

Granulosit koloni uyaric1 faktor

Bu faktorler icerisinde en ©Onemli olani vaskiiler endotelyal biiylime faktoriidiir

(VEGF). Endotel hiicreleri lizerinde mitojenik bir etkiye sahiptir (52).
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Literatiirde bahsedilen terapotik anjiyogenez modelleri (53)
1)Protein Bazli Tedaviler

-VEGEF ailesi

- Fibroblast biliytime faktorii

-Platelet kaynakli biiyiime faktorii

-Plasental biliytime faktori

-Hepatosit biiyiime faktori

2) Anjiyogenez igin Gen Tedavileri

Gen tedavisi, giiniimiizde gelisen rekombinant DNA teknolojisi aracilig: ile uygulama
alanina giren bir tedavi yontemidir. Hiicrede eksik olan veya fonksiyonuna ait bir anomali
bulunan gene ait bir par¢anin, uygun bir vektor araciligi ile hedef hiicrelere gonderilmesi, bu
tedavinin esasini olusturmaktadir. Burada tasiyici molekiil olarak genetik olarak iglenmis
DNA viriisleri veya retroviriisler siklikla kullanilmaktadir. Aktarilan gen, icine girdigi hiicre
tarafindan kabul edilmekte ve bu gen iiriinii hiicre icinde eksik olan fonksiyonlari
olusturulmaya baslanmaktadir (54). Tedavide istenen geni igeren vektoriin belli bir bolgeye

kolayca aktarilabilmesidir.
3) Hiicre Tedavileri

Diinyada kok hiicre ¢aligmalar1 genis ilgi uyandirmakta ve arastirma sayist her yil
artarak devam etmektedir (55). Yakin ge¢miste genetik bilimi ve doku miihendisligindeki
ilerlemelerle, mevcut tedavi yontemleriyle hastaligin ilerleyisinin durdurulamadigi hasta
gruplarinda, anjiyogenezisi saglamaya yonelik calismalar hiz kazanmistir (56-58). Kok hiicre
veya onciil hiicrelerin kullanilarak anjiyogenez ile doku iyilesmesini saglayan hiicre tedavileri
gelecek icin olduk¢a umut vadetmektedir. Su anda literatiirde 6ne ¢ikan klinik caligmalar
kemik iliginden elde edilen kok hiicrelerin PAH hastalarina damar i¢i veya kas igi
enjeksiyonuyla verilmesi iizerinedir. Yapilan caligmalarda kemik iligi mezensimal kok
hiicrelerinin kemik iligi mononiikleer kok hiicrelerine iistiinliik sagladigi gosterilmistir. Ayni
durumda mezensimal hiicrelerin 4 hafta 6nceden iyilesme sagladigi goriilmiistiir. Ancak
kemik iligi mezensimal hiicreleri elde etmenin zorlugu ve metodun invazivligi sebebiyle
kullanilmast nadir goriilmektedir. Periferik mononiikleer kan hiicreleri ile kemik iligi

mononiikleer kok hiicrelerinin kiyaslandigi calismada periferik hiicrelerin bazi alanlarda
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istiinliik saglayabildigi gosterilmis. Tedaviden oniki hafta sonra periferik hiicre kullanilan
deneklerde sicakligin daha ¢ok artti1, ABI indeksinin daha fazla diizeldigi, istirahat agrisin
daha c¢ok azalttigi gosterilmistir. Aymi c¢aligmada klasik ilag tedavilerine gore hiicre

tedavilerinin tistiinliik sagladigi da gosterilmistir (59,60)
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3.GEREC VE YONTEM
3.1 Arastirmanin Kapsam

Arastirma 35 adet 200-250 gr agirliginda disi Wistar-Albino cinsinde sican ile
yiiriitiilmiistiir. Arastirma icin Dokuz Eyliil Universitesi Multidisiplin Laboratuvar1 Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 29/2017 protokol nolu karari ile onay alinmistir. Etik Kurul
onay formu ektedir (Ek-1)

35 adet hayvan deney i¢in su sekilde gruplandirilmistir.

Grup 1. Sham grubudur. 7 adet hayvan deneyin basladigi giin hig¢bir ek isleme tabi
tutulmadan anestezi altinda etik kurallara uygun sekilde normal doku 6rnegi alinarak sakrifiye
edilmistir. Hayvanlarda goriilen normal anatomik damar yapist ile deney sonuglarimin

karsilastirilmasi amaglanmustir.

Grup 2: 7 adet hayvana deneyin basladigi giin i¢inde hiicre olmayan polimer yapisi
yerlestirilmis ve takip edilen 14.giinde anestezi altinda etik kurallara uygun sekilde doku

ornegi alinarak hayvanlar sakrifiye edilmistir.

Grup 3: 7 adet hayvana deneyin basladig1 giin i¢inde hiicre olmayan polimer yapisi
yerlestirilmis ve takip edilen 28.glinde anestezi altinda etik kurallara uygun sekilde doku

ornegi alinarak hayvanlar sakrifiye edilmistir.

Grup 4: 7 adet hayvana deneyin basladigi giin ig¢ine endotel hiicresi depolanmig
polimer yapis1 yerlestirilmis ve takip edilen 14.giinde anestezi altinda etik kurallara uygun

sekilde doku 6rnegi alinarak hayvanlar sakrifiye edilmistir.

Grup 5: 7 adet hayvana deneyin basladigi giin i¢ine endotel hiicresi depolanmis
polimer yapis1 yerlestirilmis ve takip edilen 28.giinde anestezi altinda etik kurallara uygun

sekilde doku 6rnegi alinarak hayvanlar sakrifiye edilmistir.
3.2 Arastirmada Kullanilan Arac-Gere¢

Aragtirmada 35 adet, 200-250 gr agirliginda, Wistar-Albino cinsi geng erigkin 3 aylik
disi sigan kullanildi. Hayvanlar standart sican yemi ve sebeke suyu ile sinirsiz olarak
beslenmislerdir. Laboratuvarda 22 santigrat derece %55 nem ve 12 saat aydinlik 12 saat

karanlik olma sartlar1 saglanmistir.
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3.2.1 Endotel Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Bu calismada polimer yap1 icerisinde “Insan Umblikal Veni Endotel Hiicreleri”
kullanilmistir. Literatiirdeki adi “Human Umbilical Vein Endothelial Cells” (HUVEC) idir.
Hiicreler 110.000 hiicre/ml. yogunlukta %2 Fetal Bovin Serum (FBS) iceren Endothelial Cell
Growth Medium-2 (EGM-2) serum ortamui i¢inde kiiltive edildi. 1300 devirde 5 dakikalik
santriflij sonrast pellet %10 insan plazmasi iceren EGM-2 besiyerinde pipetaj ile homojen
dagitilarak bir adet jelatin kapli T25 flaska aktarildi ve 37°C'de %5 karbondioksit etiiviinde
inkiibasyona alindi. Hiicreler slayt {izerine ekilerek CD31 i¢in immun floresan (IF) olarak
boyandi. Paraformaldehit (PFA) ile sabitlenen hiicreler Phosphate Buffered Saline (PBS) yani
fosfat tamponlu tuz ile yikandiktan sonra % 0.1 Triton X-100 ile permeabilize edildi. Yiizey
serum ile 30 dakika 37 santigrat derecede bloke edildikten sonra hiicreler bir gece boyunca 40
santigrat derecede 1:100 seyreltilmis anti-CD31 birincil antikor ¢6zeltisi i¢inde bekletildi.
HUVEC hiicrelerinin damar ag1 olusturma potansiyellerini degerlendirmek amaciyla
anjiyogenez testi yapildi. Pasaj 2-3 HUVEC hiicreleri jelatin kapli T25 flaska alindi ve
tizerlerine yeterince heparin icermeyen EGM-2 + % 10 insan kan plazmasi eklendi. Flask %5
karbondioksit etiiviinde inkiibasyona birakildi. Bir hafta sonunda hiicreler konfokal

mikroskopta incelendi.

3.2.2 U¢ Boyutlu Makro Gozenekli Nanofibréz Poli L-Lactide (PLLA) Doku

iskelelerinin Uretimi

Viskozitesi yaklasik 1,6 dl/g olan PLLA tetrahidrofuranda ¢ozdiiriiliir. Cozelti diisiik
vakum altinda, sekerle hazirlanmis kaliba dokiiliir. Polimer-seker kompoziti, faz ayrimi i¢in
gece boyunca 20 santigratta tutulur. Daha sonra kompozit, tetrahidrofuran1 uzaklastirmak icin
2 giin boyunca sikloheksanda bekletilir. Ardindan, elde edilen kompozitler 2 giin boyunca
liyofilize edilerek solvent uzaklastirilir. Seker kiireleri, distile suyla yikanarak uzaklastirilir ve
gozenek boyutu 60-150 um olan makro gézenekli nanofibroz doku iskeleleri elde edilir. Daha
sonra doku iskeleleri, ¢aplart 5 mm ve kalinligi 1 mm olan dairesel diskler seklinde kesilip

hazirlanir.
3.2.3 Endotel Hiicrelerin MTT Karakterizasyonu

Ug boyutlu makro gdzenekli nanofibréz polietilen glikol (PEG) doku iskelelerinin
sitotoksik etkileri dietiltiazol difenil tetrazolyum bromiir (MTT) hiicre canlilig1 testi
kullanilarak belirlendi. MTT testi; c¢esitli kimyasal ajanlarin sitotoksik aktivitelerinin

belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmakta olup hizli, kesin ve duyarli sonuglar vermektedir.
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MTT bir tetrazolyum tuzu olup, canli hiicrelerin mitokondrilerinde siiksinat dehidrogenaz
enzimine spesifiktir. Bu yontemde canli hiicrelerin mitokondrisinde yer alan siiksinat
dehidrogenaz enzimi MTT boyasinin tetrazolyum halkasini pargalayarak suda ¢oziinmeyen
formazan tuzlar1 olusturur. MTT yonteminde spektrofotometrik olarak Olgiilen deger,
kiiltiirdeki hiicrelerin metabolik aktivitelerini gosterir ve bu deger, yasayan hiicre sayisi ile
iligkilidir. Proliferasyon arttikca formazon tuzu olusumuna bagl olarak absorbans degeri artis
gostermektedir. Bu test ile ¢capraz baglanmis hidrojellerin sitotoksik etkileri 24, 48, 72 saat
muamele siirelerinde HUVEC saglikli hiicre hattinda belirlenmistir. S6z konusu hidrojellerin
on denemeler sonucunda belirlenecek olan gesitli konsantrasyonlari hiicre hatlar1 ile muamele

edildi. Uygulamada MTT test kitinin protokolii takip edildi.
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Sekil 2: MTT Canlilik Testi Sonuglari

Hiicrelerin ¢cogalmasi optik yogunluk degerleri ile takip edildi. Hiicre sayisinin 4. giine
kadar logaritmik olarak arttii, ancak 7. glinde bir azalmanin oldugu goriilmektedir. 14.
glindeki optik yogunluk degeri, cogalmaya devam eden hiicre sayisinda 6nemli bir diisiis
olmasina ragmen hiicre sayisinin arttigini gostermektedir. 4. giinden sonra; jellerin
merkezinde bulunan hiicrelerin, statik kiiltiir kosullar1 nedeniyle yeterli bir besin ve oksijene
erisemedigini ve Oldliglinii gostermektedir. Arayiizdeki hiicreler ise besin ve oksijen

kaynagina ulasmislar ve ¢cogalmaya devam edebilmislerdir.

3.2.4 Endotel Hiicrelerin Polimerik Tasiyicillar Uzerinde Cogaltilmasi ve Kilcal Damar

Ag1 Olusumunun Degerlendirilmesi

Polimerik tastyicilarin her bir yiizii 15 dakika ultraviyole 1s18a maruz birakildi.
HUVEC pasaj 2-3 kaldirildi ve PEG iizerine 24 kuyucuklu plakalara ekildi. “EGM-2 + %5

insan kan plazmasi + 2 U/mL heparin” ve “Dulbecco's Modified Eagle Medium Nutrient
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Mixture F-12 (DMEM/F12) + % 10 insan kan plazmasi + 4 U/mL heparin + % 0.2 primocin
+ % 0.5 litre glutamine” olmak iizere iki farkli besiyeri kullanildi. Kuyucugun ic¢indeki
polimerik tasiyicilara besiyeri iginde kuyucuk basina 75.000 hiicre ekildi ve %5 karbondioksit
etiiviinde inkiibasyona birakildi. 5 giinliik inkiibasyondan sonra kiiltiir sona erdirildi. HUVEC

kiiltiirii anti-CD31 antikoru ile boyanip floresan mikroskopta incelendi.

Calismada farkl literatiirler 15181inda polimerik tasiyicilara ayni prosediir baz alinarak
15.000 hiicre ile EGM-2 + % 5 insan kan plazmasi1 + 2 U/mL heparin ve DMEM + % 5 insan
kan plazmas1 + 2 U/mL heparin + % 0.2 primocin igeren (1:1) karisim besiyeri ve tek basina
DMEM + % 5 insan kan plazmas1 + 2 U/mL heparin + % 0.2 primocin igeren besiyerine
hiicre ekimi yapildr. Iki haftalik inkiibasyon sonrasi endotel hiicreli tastyicilar endotel hiicre
belirteci olan CD31 faktorii i¢in IF olarak boyandi ve damar ag1 varlifinin saptanmasi igin

floresan mikroskopta incelendi (61).
3.2.5 Vaskiiler Dokularin Doku Miihendisligi ile Olusturulmasi

3 boyutlu nanofibréz PEG iskeleleri 30 dakika boyunca %70’lik etanol i¢inde dnceden
islatilir, ardindan PBS ile ti¢ kez 30 dakika yikanip ve her biri 2 saat siireyle hiicre kiiltiirii
ortaminda iki kez yikanir. 5 x 105 insan HUVEC tiirevi endotel hiicreleri ekilir. 24 saat

inkiibasyonun ardindan hiicre iskele yapilari sicanlara implant edilir.
3.2.6 Implantlarin Histolojik incelenmesi

Deneklerden alinan doku ornekleri histokimyasal incelemeler igin %10’luk formolde
24-48 saat bekletilerek fiske edildi. Daha sonra fiksatifin uzaklastirilmasi amaciyla 1 gece
akarsu altinda yikandi. Dehidratasyon amaciyla sirasiyla %70, %80 ve %96’lik etil alkol
serilerinde 20’ser dakika; ardindan 4 farkli aseton serisinde 20’ser dakika tutuldu.
Seffaflastirma amaciyla 30’ar dakika iki farkli ksilene tabi tutuldu. 1’er saatlik 2 kez yumusak
parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra dokular sert parafin bloklar icerisine gomiildii.
Rotary mikrotom (RM 2255, Leica) araciligr ile Sp kalinhiginda kesitler alindi. Elde edilen
kesitlerden rutin 1s1k mikroskobik incelemeler i¢in hematoksilen-eozin ve masson trikrom

boyamalar1 yapildu.
3.2.6.1 Immiinohistokimyasal Incelemeler

Alinan kesitler oncelikle 60 °C’lik etiivde 1 gece bekletildi daha sonra seffaflagtirma
amaciyla 30' ar dakika ii¢ degisim ksilole tabi tutuldu. Azalan alkol serilerinden gegirilip
distile suda galkalandi. Suyu uzaklagtirilan dokularin etrafi pappen ile ¢izildi. Ardindan
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dokular 15 dakika 370 santigrat derecede tripsin ile muamele edildi. 3 kez fosfat tamponlu
saline (PBS) ile yikanan kesitler 10 dakika hidrojen peroksit ile oda 1sisinda muamele edildi.
Tekrar PBS ile yikama yapildi ve 1 saat bloklama soliisyonu (TA125-UB, Lab Vision,
Fremont, CA) ile bekletildi. Primer antikor olan rat spesifik anti-VEGF antikoru (1:100; Bios,
1932R, RDb aVit), anti-CD 31 antikoru (1:100), anti-oo SMA antikoru ve anti-ANG 1 antikoru
ile + 4 °C’ de 1 gece bekletildi. Ertesi giin PBS ile yapilan yikamadan sonra anti-mouse
biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz ikincil antikoru (85-9043 Zymed Histostain Kit, San
Francisco, USA) ile 30 dakika bekletildi. Yine PBS ile yikanan kesitler olusturulan
immunohistokimyasal reaksiyonun goriiniirliigiinii saptamak amaciyla diaminabenzidinamine
(DAB) (Roche, Germany) ile muamele edildi. Distile su ile yikanan kesitlere mayer’s
hematoksilen ile artalan boyamasi saglandiktan sonra akarsu ile yikandi. Artan alkol ve ksilol

serilerinden gegirildikten sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi.
3.2.6.2 Semikantitatif Immunohistokimyasal Analiz

Hiicrelerdeki VEGF, o SMA, CD 31 ve ANG 1 molekiillerinin dagilimini belirlemek
icin Anti- VEGF, Anti- o SMA, Anti- CD 31 ve Anti- ANG 1 Antikor boyamasi yapildi.
Gruplar aras1 molekiillerinin dagilimini belirlemek i¢in, her denekten elde edilen kas dokusu

orneklerinden immun tutulum yogunluguna goére semikantitatif 6l¢timler yapildu.
3.3 Arastirmanin Uygulama Sekli

Hiicre yiiklii polimer siganlarin arka bacak lateral femur kaslarindan musculus biceps
femoris ile musculus quadriceps femorisin arasina gomiilmiistiir. Burasi hayvanin
hareketlerini kisitlamayan yasam kalitesini ve refahini en az etkileyen bolge oldugu i¢in
se¢ilmistir. Daha sonra 14. ve 28. gilinlerde ayni1 bolgeden Ornekler alinip preparatlar
hazirlanmis ve immiinohistokimyasal inceleme ile 151k mikroskobu altinda kapiller ag yapisi

olusumlarina bakilmistir.
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Sekil 3: Implante Edilen Polimer Pargacig

Tim gruplardaki siganlar 45 mg/kg Ketamin/ 7mg /kg Xylazin intraperitonel
uygulama yoluyla anestezi altina alinmistir. Daha sonra hayvanlar supin pozisyonu verilerek
tespit edilmistir. Daha sonra arka bacak bolgesi tras ve dezenfeksiyonu yapilarak asepsi

saglanmistir.

Sekil 5: Siganlarin Implant Islemi I¢in Hazirlanmasidan Bir Kesit
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Sekil 7: implantasyonun Yapilmasindan Sonra Doku Kesiti
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Sekil 9: Operasyondan Sonra lyilesmis Insizyon Gériintiisii

Grup 1’deki (sham) sicanlara hiicre implantasyonu yapilmamis sadece musculus
biceps femoris ile musculus quadricesp femorisin arasindan doku 6rnegi alinmigtir. Tim

katlar anatomik plana uygun olarak 6-0 prolen siitur ile steril olarak kapatilmistir.
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3.4 Arastirmada Kullanilan Terimler

VEGF: VEGF, 46 kDa agirliginda, homodimerik, heparine bagli glikoprotein yapisinda bir
molekiildiir. VEGF’in etkisini gosterebilmesi i¢in, endotel hiicreleri ve lenf damarlar
iizerinde bulunan 06zgiin transmembran tirozin kinaz reseptorlerine baglanmasi gereklidir.
Baglanma sonucu aktiflesen VEGF reseptorleri hiicre igerisinde sinyal iletisi saglayan bir dizi
proteini fosforilize eder. Bu olay da ikincil habercilerin olusmasina katkida bulunarak, endotel
hiicrelerin ¢ogalmasini ve gog¢iinii saglar (51).

CD 31: 130 kDa olup immiinoglobulin siiperfamilyasina aittir ve normal kosullarda damar
endotelinde yliksek diizeyde bulunmaktadir. Bu molekiil, diger proteinlerin endotele
yanasmasina ve onlarin kenetlenmesine yardimci olur (20,21).

ANG-1: Kirkalti kDa agirliginda, glikoprotein yapida molekiil olan anjiyopoietinler amino
terminal ucunda anjiyopoietine spesifik alan igeren glikoprotein yapida molekiillerdir.
Anjiyopoietinler etkilerini Tie 2 reseptdr tlizerinden gosterirler. Tie 2 reseptore
baglanildiginda, reseptorde dimerizasyon, otofosforilasyon ve hiicre i¢i sinyal iletim
yollarinda aktivasyon baslar. Aktiflenen hiicre i¢i iletim sistemine bagli damar stabilizasyonu
kontrolii saglanir (20,51).

a-SMA: Vaskiiler diiz kas aktinlerinin bir izoformudur. Vaskiiler hareketlilik ve kasilmaya

katkida bulunan vaskiiler diiz kas hiicrelerinde tipik olarak eksprese edilir (20,57).

3.5 Arastirma Verisinin Diizenlenmesi ve Analizi

Arastirma verisi SPSS 22.0 istatistik paket programi aracilifiyla degerlendirilmistir.
Arastirmada sinirli sayida hayvan kullanildigi i¢in verilerin normal dagilima uygunlugu
incelenmeden non-parametrik analiz yontemleri tercih edilmistir. Tanimlayic1 degiskenler
ortanca (min:maks) seklinde sunulmustur. Istatistiksel yontem olarak Mann-Whitney U testi
kullanilmugtir. Istatistiksel anlamlilik degeri p<0.05 olarak kabul edilmistir.

Immunohistokimyasal incelemede damar olusumunu belirlemek icin semi-kantitatif
skorlama sistemi kullanilmistir. Grade 1; ¢ok az pozitif boyanma oldugunu ve boyanin hafif
tutuldugunu gostermektedir. Grade 2; grade 1 ile 3 arasinda bir tutulum olup orta derecede
boyanmaya isaret etmektedir. Grade 3; tlim goriintii sahasinda giiglii boyanma oldugunu ve
neredeyse esit derecede dagildigini ifade etmektedir. Sifir ise hi¢bir immiinolojik reaksiyon
olmadigi anlamina gelmektedir (62).

Endotel skorlama sisteminde ise her bir sigan igin alinan 6rneklerden ti¢ farkli alanda

sayim yapilarak endotel sayilarinin ortalamasi verilmistir.
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4.BULGULAR

Hematoksilen Eozin ve masson-trikrom boyamalar uygulanarak kontrol, 14 ve 28.
giinlerdeki PLLA polimerin bos ve dencklere implante edilen dolu sekilleri incelenmistir.
Immiinsitokimyasal olarak da CD31, ANG-1, A-SMA, VEGF antikorlar1 ile immiin

boyamalar yapilmistir.
4.1 Histokimyasal Bulgular

Kontrol grubunda ¢izgili kasa ait kesitlerde ¢izgili kas hiicrelerinin normal olarak
gbzlendigi, herhangi bir deformasyon, ¢izgilenme kaybi, mononiikleer hiicre infiltrasyonu,

O0dem, bag dokusu artig1 rastlanmadi ve damarsal yapilarin olagan oldugu gézlendi.

Bag dokusu igeriginin tiim gruplarda kiiltiir siiresi uzadikca artmaya egilimli oldugu
dikkati gekti. 14 ve 28 giinliik bos polimerin implante edildigi gruplarda yer yer bazi alanlarda
mononiikleer hiicre infiltrasyonu, damarlanmada ve etraftaki bag doku olusumunda artig
gozlendi. Bu bulgular 28 giinliik grupta daha yogun olarak izlendi. 28 giinliikk bos polimer
grubunda etrafin1 saran bag doku ve kas dokusunun polimeri iyice sardigi hatta bazi

bolgelerde dejenerasyona ugratarak polimeri hacimce azalttigi gozlendi.
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KONTROL GRUBU

—a L/ T PP =, -~ st

Sekil 10: Kontrol grubuna ait kesit. Cizgili kas hiicreleri+= ) ve kan damarlar1
(=»)gorilmektedir. H&E x40 biiytlitme. Bar 50.0um.

Sekil 11: Kontrol grubuna ait kesit. Normal bag dokusu yapisi goriilmektedir. Masson
Trikrom 10 biiylitme. Bar 200pum.

23



14 GUN BOS POLIMER
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Sekil 12: 14. giin bos polimer iceren kas dokusuna ait kesit. Polimer etrafindaki kas
dokuda, yer yer mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve kan damarlari (=) goriilmektedir.
H&E x40 biiyilitme. Bar 50.0pum.

24



14 GUN BOS POLIMER

Sekil 13: 14. giin bos polimer grubuna ait kesit. bos skafoldun implante edildigi alanlarin
etraftaki bagdoku (= )olusumunda artis gozlendi. Masson Trikrom.
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28 GUN BOS POLIMER

3 (;‘ A
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Sekil 14: 28. glin bos polimer iceren kas dokusuna ait kesit. Polimer etrafindaki kas
dokuda, yer yer mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve kan damarlari (¥ gorilmektedir.
H&E x40 biliylitme. Bar 50.0um.
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28 GUN BOS POLIMER

) olusumunda artis gézlendi. Masson Trikrom 40 biiyiitme. Bar

Sekil 15: 28. giin bos polimer grubuna ait kesit. bos skafoldun implante edildigi alanlarin

etraftaki bagdoku (

200pm.
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14 GUN DOLU POLIMER

Sekil 16: 14. giin dolu polimer iceren kas dokusuna ait kesit. Polimer etrafindaki kas
dokuda, yer yer mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve kan damarlarinda diger gruplara
gore artis oldugu (=) goriilmektedir. Skafoltun icindeki hiicrelerin (- ) grup olusturma
egiliminde oldugu goriilmektedir. H&E x40 biiyiitme. Bar 50.0um.
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28 GUN DOLU POLIMER

Sekil 17: 28 giinliik dolu polimer grubunda etrafin1 saran bag doku ve kas dokusunun
skafoldu 1yice sardigi hatta bazi bolgelerde dejenerasyona ugratarak skafoldun
hacimce azaldig1 ve kan damarlarinda artis oldugu (= goriilmektedir. H&E x100
biiyiitme. Bar20.0um.
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Tablo 3: 14. Giinde Almman Bos ve Dolu Polimer Gruplarinin Damar Skoru Agisindan

Karsilagtirilmasi

Damar Skoru
Ortanca (Min:Maks)

Polimer Gruplari

Bos Polimer Grubu (Grup 2) 4 (2:5) *p=0,002

Dolu Polimer Grubu (Grup 4) 10,5 (7:13)

*Mann-Whitney U Testi uygulanmustir.

Bos ve dolu polimer gruplarinin 14.giinde alinan 6rneklerinde damar skoru agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p<0,05). Dolu polimer grubunun damar

skorunun daha yiiksek oldugu goriilmiigtiir.

Tablo 4: 28. Giinde Alman Bos ve Dolu Polimer Gruplarinin Damar Skoru Agisindan

Karsilastirilmasi

Damar Skoru
Ortanca (Min:Maks)

Polimer Gruplar1

Bos Polimer Grubu (Grup 3) 5,5 (3:6) *p=0,002

Dolu Polimer Grubu (Grup 5) 14 (12:18)

*Mann-Whitney U Testi uygulanmustir.

Bos ve dolu polimer gruplarinin 28.giinde alinan 6rneklerinde damar skoru agisindan
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p<0,05). Dolu polimer grubunun damar

skorunun daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 5: 14. ve 28. Giinde Almnan Dolu Polimer Gruplarinin Damar Skoru Agisindan

Karsilagtirilmasi

Damar Skoru
Ortanca (Min:Maks)

Polimer Gruplari

Dolu Polimer Grubu (Grup 4)

10,5 (7:13)

Dolu Polimer Grubu (Grup 5)

14 (12:18)

*p=0,029

*Mann-Whitney U Testi uygulanmaigtir.

Dolu polimer gruplarinin 14. ve 28. giinde alinan 6rneklerinde damar skoru agisindan

istatistiksel olarak anlaml fark saptanmistir (p<0,05). 28.giinde alinan dolu polimer grubunun

damar skorunun daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Tablo 6: 14. ve 28. Giinde Alinan Bos Polimer Gruplarinin Damar Skoru Agisindan

Karsilastirilmasi

Damar Skoru
Ortanca (Min:Maks)

Polimer Gruplari

Bos Polimer Grubu (Grup 2)

4 (2:5)

Bos Polimer Grubu (Grup 3)

5,5 (3:6)

*p=0,107

*Mann-Whitney U Testi uygulanmustir.

Bos polimer gruplarinin 14. ve 28. giinde alinan 6rneklerinde damar skoru agisindan

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir (p>0,05).
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4.2 immiinohistokimyasal Bulgular

Gruplara ait yapilan CD-31/ ANG-1/ alfa-SMA/ VEGF immiinohistokimyasal
boyamalarinda da 14. giin dolu polimer grubuna gore, 28. giin dolu polimer grubunda
immiinpozitif boyanmanin daha yogun oldugu izlendi. Bazi1 kesitlerde hiicrelerin kiime
olusturmaya egilimli oldugu ve bazi hiicrelerinde ¢izgisel olarak dizilim egiliminde olduklar

dikkati ¢ekti. Bazi1 kesitlerde hiicrelerin 2’li 3’lii yapilar olusturdugu dikkati ¢ekti.
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Anti-ANG-1 Antikoru

Sekil 18: 14. giin bos polimer (A),28. giin bos polimer (B), 14. giin dolu polimer (C) ve 28. giin dolu
polimer (D) grublarina ait kesitler. 28. giin dolu polimer grubuna ait kesitlerde hiicrelerin (== ) cizgisel
olarak dizilim egiliminde olduklar1 gézlendi. Angiopoetin 1 x100 biiyiitmede. Bar 20um.
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Anti-CD-31 Antikoru

Sekil 19: 14. giin bos polimer (A),28. giin bos polimer (B), 14. giin dolu polimer (C) ve 28.
giin dolu polimer (D) gruplarina ait Kesitler. 28. giin dolu polimer grubuna ait kesitlerde
hiicrelerin (-~ olusturma egiliminde olduklar1 gozlendi. CD 31 x100 biiyiitmede. Bar 20pum.
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Anti-VEGF Antikoru

Sekil 20: 14. giin bos polimer (A),28. giin bos polimer (B), 14. glin dolu polimer (C) ve 28. giin bos
polimer (D) grublarina ait Kesitler. 28. giin dolu polimer grubuna ait Kesitlerde hiicrelerin (= )
cizgisel olarak dizilim egiliminde olduklar1 gozlendi VEGF x100 biiyiitmede. Bar 20um.
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Anti—a-SMA Antikoru

Sekil 21: 14. giin bos polimer (A),28. giin bos polimer (B), 14. giin dolu polimer (C) ve 28. giin
dolu polimer (D) gruplarina ait kesitler. 28. giin dolu polimer grubuna ait kesitlerde hiicrelerin £—)
kiime olusturma egiliminde olduklar1 gozlendi. a SMA x100 biiyiitmede. Bar 20pum.
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Tablo 7: 14. Ginde Alman Bos ve Dolu Polimer Gruplarinin anti-CD31

Immiinohistokimyasal Evrelemesi Acisindan Karsilastiriimasi

anti-CD31 Evrelemesi
Ortanca (Min:Maks)

Polimer Gruplari

Bos Polimer Grubu (Grup 2) 1(1:2) *p=0,005

Dolu Polimer Grubu (Grup 4) 2 (2:3)

*Mann-Whitney U Testi uygulanmustir.

Bos ve dolu polimer gruplarinin 14.giinde alinan 6rneklerinde anti-CD31 evrelemesi
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p<0,05). Dolu polimer grubunun anti-

CD31 evrelemesinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Tablo 8: 28. Ginde Alman Bos ve Dolu Polimer Gruplarinin anti-CD31

Immiinohistokimyasal Evrelemesi Acisindan Karsilastiriimasi

anti-CD31 Evrelemesi
Ortanca (Min:Maks)

Polimer Gruplar1

Bos Polimer Grubu (Grup 3) 2(1:2) *p=0,002

Dolu Polimer Grubu (Grup 5) 3(2:3)

*Mann-Whitney U Testi uygulanmustir.

Bos ve dolu polimer gruplarinin 28.giinde alinan drneklerinde anti-CD31 evrelemesi
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p<0,05). Dolu polimer grubunun anti-

CD31 evrelemesinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 9: 14. ve 28. Giinde Alinan Dolu Polimer Gruplarinin anti-CD31

Immiinohistokimyasal Evrelemesi A¢isindan Karsilastirilmasi

anti-CD31 Evrelemesi
Ortanca (Min:Maks)

Polimer Gruplar1

Dolu Polimer Grubu (Grup 4) 2 (2:3) *p=0,107

Dolu Polimer Grubu (Grup 5) 2 (2:3)

*Mann-Whitney U Testi uygulanmugtir.

Dolu polimer gruplarmin 14. ve 28. giinde alinan 6rneklerinde anti-CD31 evrelemesi

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamaistir (p>0,05).

Tablo 10: 14. ve 28. Ginde Alman Bos Polimer Gruplarmin anti-CD31

Immiinohistokimyasal Evrelemesi Acisindan Karsilastiriimasi

anti-CD31 Evrelemesi
Ortanca (Min:Maks)

Polimer Gruplari

Bos Polimer Grubu (Grup 2) 1(1:2) *p=0,298

Bos Polimer Grubu (Grup 3) 2(1:2)

*Mann-Whitney U Testi uygulanmuistir.

Bos polimer gruplarinin 14. ve 28. giinde alinan 6rneklerinde anti-CD31 evrelemesi

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamaistir (p>0,05).

38




Tablo 11: 14. Ginde Alman Bos ve Dolu Polimer Gruplarinin anti-a-SMA

Immiinohistokimyasal Evrelemesi A¢isindan Karsilastirilmasi

anti-a-SMA Evrelemesi
Ortanca (Min:Maks)

Polimer Gruplar1

Bos Polimer Grubu (Grup 2) 1(0:2) *p=0,053

Dolu Polimer Grubu (Grup 4) 2 (1:3)

*Mann-Whitney U Testi uygulanmustir.

Bos ve dolu polimer gruplarinin 14.giinde alinan 6rneklerinde anti-oa-SMA evrelemesi

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p>0,05).

Tablo 12: 28. Giinde Almnan Bos ve Dolu Polimer Gruplarinin anti-o-SMA

Immiinohistokimyasal Evrelemesi Acisindan Karsilastiriimasi

Anti-a-SMA Evrelemesi
Ortanca (Min:Maks)

Polimer Gruplar1

Bos Polimer Grubu (Grup 3) 1(1:2) *p=0,004

Dolu Polimer Grubu (Grup 5) 3(2:3)

*Mann-Whitney U Testi uygulanmustir.

Bos ve dolu polimer gruplarinin 28.giinde alinan drneklerinde anti-o—SMA evrelemesi
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p<0,05). Dolu polimer grubunun anti-

a-SMA evrelemesinin daha yiiksek oldugu goriilmustiir.
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Tablo 13: 14. ve 28. Giinde Alman Dolu Polimer Gruplarinin anti-o-SMA

Immiinohistokimyasal Evrelemesi A¢isindan Karsilastirilmasi

anti-a-SMA Evrelemesi
Ortanca (Min:Maks)

Polimer Gruplar1

Dolu Polimer Grubu (Grup 4) 2 (1:3) *p=0,100

Dolu Polimer Grubu (Grup 5) 2 (2:3)

*Mann-Whitney U Testi uygulanmaistir.

Dolu polimer gruplarinin 14. ve 28. giinde alinan 6rneklerinde anti-o-SMA evrelemesi

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p>0,05).

Tablo 14: 14. ve 28. Giinde Alman Bos Polimer Gruplarinin anti-a-SMA

Immiinohistokimyasal Evrelemesi A¢isindan Karsilastirilmasi

anti-a-SMA Evrelemesi
Ortanca (Min:Maks)

Polimer Gruplari

Bos Polimer Grubu (Grup 2) 1(0:2) *p=0,775

Bos Polimer Grubu (Grup 3) 1(1:2)

*Mann-Whitney U Testi uygulanmustir.

Bos polimer gruplarinin 14. ve 28. giinde alinan 6rneklerinde anti-a-SMA evrelemesi

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p>0,05).
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Tablo 15: 14. Ginde Alman Bos ve Dolu Polimer Gruplarinin anti-VEGF

Immiinohistokimyasal Evrelemesi Acisindan Karsilastiriimasi

anti-VEGF Evrelemesi
Ortanca (Min:Maks)

Polimer Gruplari

Bos Polimer Grubu (Grup 2) 1(1:2) *p=0,007

Dolu Polimer Grubu (Grup 4) 2 (2:3)

*Mann-Whitney U Testi uygulanmustir.

Bos ve dolu polimer gruplarin 14.giinde alinan 6rneklerinde anti-VEGF evrelemesi
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p<0,05). Buna gore dolu polimer

gurubunun anti-VEGF evrelemesi daha yiiksek bulunmustur.

Tablo 16: 28. Giinde Alman Bos ve Dolu Polimer Gruplarinin anti-VEGF

Immiinohistokimyasal Evrelemesi Acisindan Karsilastiriimasi

anti-VEGF Evrelemesi
Ortanca (Min:Maks)

Polimer Gruplar1

Bos Polimer Grubu (Grup 3) 1(1:2) *p=0,003

Dolu Polimer Grubu (Grup 5) 3(2:3)

*Mann-Whitney U Testi uygulanmustir.

Bos ve dolu polimer gruplarinin 28.giinde alinan 6rneklerinde anti-VEGF evrelemesi
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p<0,05). Dolu polimer grubunun anti-

VEGF evrelemesinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 17: 14. ve 28. Giinde Alman Dolu Polimer Gruplarinin anti-VEGF

Immiinohistokimyasal Evrelemesi Acisindan Karsilastiriimasi

anti-VEGF Evrelemesi
Ortanca (Min:Maks)

Polimer Gruplari

Dolu Polimer Grubu (Grup 4) 2 (2:3) *p=0,037

Dolu Polimer Grubu (Grup 5) 2 (2:3)

*Mann-Whitney U Testi uygulanmaigtir.

Dolu polimer gruplarinin 14. ve 28. giinde alinan 6rneklerinde anti-VEGF evrelemesi
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p<0,05). Buna gore 28.giinde alinan

dolu polimer grubunda anti-VEGF evrelemesi daha yiiksek bulunmustur.

Tablo 18: 14. ve 28. Ginde Alman Bos Polimer Gruplarinin anti-VEGF

Immiinohistokimyasal Evrelemesi Acisindan Karsilastirilmasi

anti-VEGF Evrelemesi

Ortanca (Min:Maks)

Polimer Gruplar1

Bos Polimer Grubu (Grup 2) 1(1:2) *p=0,591

Bos Polimer Grubu (Grup 3) 1(1:2)

*Mann-Whitney U Testi uygulanmustir.

Bos polimer gruplarinin 14. ve 28. giinde alinan 6rneklerinde anti-VEGF evrelemesi

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamaistir (p>0,05).
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Tablo 19: 14. Giinde Alman Bos ve Dolu Polimer Gruplarinin anti-ANG-1

Immiinohistokimyasal Evrelemesi Acisindan Karsilastiriimasi

anti-ANG-1 Evrelemesi
Ortanca (Min:Maks)

Polimer Gruplari

Bos Polimer Grubu (Grup 2) 1(1:2) *p=0,058

Dolu Polimer Grubu (Grup 4) 2 (1:3)

*Mann-Whitney U Testi uygulanmustir.

Bos ve dolu polimer gruplarinin 14.giinde alinan 6rneklerinde anti-ANG-1 evrelemesi

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p>0,05).

Tablo 20: 28. Giinde Aliman Bos ve Dolu Polimer Gruplarimin anti-ANG-1

Immiinohistokimyasal Evrelemesi Acisindan Karsilastirilmasi

anti-ANG-1 Evrelemesi
Ortanca (Min:Maks)

Polimer Gruplari

Bos Polimer Grubu (Grup 3) 1(1:2) *p=0,004

Dolu Polimer Grubu (Grup 5) 3(2:3)

*Mann-Whitney U Testi uygulanmustir.

Bos ve dolu polimer gruplarinin 28.giinde alinan 6rneklerinde anti-ANG-1 evrelemesi
acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p<0,05). Dolu polimer grubunun anti-

ANG-1 evrelemesinin daha yiiksek oldugu goriilmustiir.
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Tablo 21: 14. ve 28. Giinde Alman Dolu Polimer Gruplarinin anti-ANG-1

Immiinohistokimyasal Evrelemesi Acisindan Karsilastiriimasi

anti-ANG-1 Evrelemesi
Ortanca (Min:Maks)

Polimer Gruplari

Dolu Polimer Grubu (Grup 4) 2 (1:3) *p=0,100

Dolu Polimer Grubu (Grup 5) 3(2:3)

*Mann-Whitney U Testi uygulanmaigtir.

Dolu polimer gruplarinin 14. ve 28. giinde alinan 6rneklerinde anti-ANG-1 evrelemesi

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamaistir (p>0,05).

Tablo 22: 14. ve 28. Giinde Aliman Bos Polimer Gruplarinin anti-ANG-1

Immiinohistokimyasal Evrelemesi Acisindan Karsilastiriimasi

anti-ANG-1 Evrelemesi
Ortanca (Min:Maks)

Polimer Gruplar1

Bos Polimer Grubu (Grup 2) 1(1:2) *p=0,99

Bos Polimer Grubu (Grup 3) 1(1:2)

*Mann-Whitney U Testi uygulanmustir.

Bos polimer gruplarinin 14. ve 28. giinde alinan 6rneklerinde anti-ANG-1 evrelemesi

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (p>0,05).
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S.TARTISMA

Epidemiyolojik ¢alismalarda 65 yasin {lizerindeki yas grubunun yaklasik %15-20’sinde
PAH tespit edilmistir (63). PAH’1n medikal tedavisinde antiagreganlar, oral antikoagiilanlar,
eritrosit fleksibilitesini artiran ilaglar, hiperlipideminin diizeltilmesi, diyabetin kontrolii,
prostaglandin analoglari, silostazol, hiperbarik oksijen tedavisi bugiine kadar kullanilan tedavi
metodlarindandir (38). Kiiratif cerrahi tedavinin yapilamadigi durumlarda ise sempatektomi,
sempatik blokaj, enfekte dokunun debridmani palyatif amacl kullanilan cerrahi yaklagimlar
olarak giiniimiize kadar kullanilmistir. Ancak iskemik ayak {iilseri olusan hastalarin %12-
15’inde her tiirlii medikal tedaviye ragmen 3-5 yil icerisinde ekstremite amputasyonu
gerekmektedir (55). Yakin gegmiste genetik bilimi ve doku miihendisligindeki ilerlemelerle,
mevcut tedavi yontemleriyle hastaligin ilerleyisinin durdurulamadigi hasta gruplarinda,

anjiyogenezisi saglamaya yonelik caligmalar hiz kazanmistir (56-58).

2001°de Japonya’da yapilan ¢aligmada HGF sentezi i¢in insan genomu aktarilan

sicanlarda anjiyogenezin anlamli derecede arttig1 goriilmiistiir (64).

2002’de Japonya’da PAH agisindan Fontaine evre 3 ve 4 olan 115 hastada yapilan bir
calisgmada kemik iliginden elde edilen kok hiicrelerin gastrocnemius kasina enjeksiyon
yontemiyle tedavisi sonucu; ABI ve agrisiz yiiriime mesafesinde artigin anlamli oldugu
gosterilmistir. Benzer etkiler daha az hastanin katildigi benzer protokollii ¢alismalarda da
gosterilmistir. Ayni ¢alismanin 3 yillik sonuglarinda katilanlarin %60’1nin amputasyondan
kurtuldugu goriilmiistiir (65,66). Benzer sekilde 2007 yilinda Almanya’da yapilan ¢alismada
kisilere kendi kemik iligi hiicreleri intramuskuler ve intraarteriyel olarak inflize edilmis ve
hastalarda agrisiz yiirime mesafesinde ve ABI’de anlamli degiskenlikler oldugu goriilmiistiir
(67).

Konu hakkinda yapilan bir metaanalizde 19 randomize kontrollii klinik ¢aligmanin
incelenmesi sonucu; hiicre bazli tedavilerin ampiitasyon oranlarint %37 diistirdiigi
goriilmiistiir. Ayn1 zamanda yara iyilesmesini %59 arttirdig1 saptanmistir. Hiicre tedavilerinin
ABI’yi daha fazla yiikselttigi saptanmstir. Hiicre tedavisi uygulananlarda istirahat agrisinda
belirgin azalma gdzlenmistir. Ancak hiicre tedavisinin IK semptomu iizerine herhangi bir
etkisi saptanmamistir. Caligmalarda hiicre tipi olarak kemik iliginden veya periferik kandan

elde edilmis endotel kok hiicreler kullanilmistir (68).

Insan {izerinde yapilan randomize kontrollii klinik ¢aligmalar haricinde hayvanlar

iizerinde de farkli yontemlerle elde edilmis hiicrelerin, farkli hiicre ekim tekniklerinin, farkli
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kapiller ag olusturma modellerinin denendigi literatiirde goriilmektedir. Insan kaynakli
ploripotent kok hiicrelerinin farelere intramuskuler enjekte edilerek verildigi bir ¢alismada,
kontrol grubunda izotonik soliisyon verilen farelere gore tedavi grubunda daha fazla damar

olustugu goriilmiistiir (69).

Literatiirde sicanlar iizerinde farkli tip kok hiicreler kullanilarak farkli tip modellerin
denendigi caligmalarda benzer sonuglar alindig1 goriilmektedir. Toplam 13 ¢alismanin benzer
bulgusu kilcal damar yogunlugunda artig, kollateral damar olusumunda artis, yeni damar
yapist olusumunda artis seklinde 6zetlenebilir. Bunlar deneylerin olumlu sonuglandiginin

gostergesidir (70-82). Ayni zamanda yeni modellemeler igin de yol gdsterici olmustur.

2010’da Almanya’da yapilan bir ¢alismada si¢anlara polimer yapi yerine ipek fibroin
ile hiicre ekimi yapilip anjiyogenez olusumu 14.giinde degerlendirmeye alinmistir.
Calismanin prosediiriinde bir gruba hicbir ekim yapilmamais, bir gruba sadece human dermal
microvascular endothelial cells (HDMEC) ve bir gruba da HDMEC ile birlikte primary
human osteoblasts (HOS) hiicreleri ipek fibroin igerisine doldurularak verilmistir. Damar
olusumu agisindan sadece HDMEC+HOS olan grupta farklilik oldugu tespit edilmistir (83).
Bizim arastirmamiz da benzer sekilde bos polimer grubuyla hiicre dolu polimer grubu

arasinda damar tutulumu agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir.

Calismamizda yeni damar olusumu 5 farkli parametre ile degerlendirilmeye
calisgtlmigtir. Bunlardan ilki endotel skorlamasidir. Buna gore bos polimerler ile dolu
polimerler arasinda hem 14.giin hem de 28.giin alinan kesitlerde istatistiksel olarak anlaml
fark saptanmuigtir. Ayrica dolu polimerlerin 14. Ve 28. Giin alinan kesitleri arasinda da
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmistir. 28.giin alinan kesitlerde damar olusumu daha
fazla gozlenmistir. Bu bulgu daha uzun siirelerle tedavide daha fazla damar olusabilecegini
gostermektedir. Optimum silirenin bulunmasi i¢in daha farkli siirelerle deney yapilmasi

yerinde olacaktir.

VEGF’nin immiinohistokimyasal olarak evrelendirildigi parametre de endotel
skorlamasi ile benzer sonuglar vermistir. Ancak ANG-1 ve SMA incelemelerinde daha farkli
sonuclar elde edilmistir. ANG-1 ve SMA parametrelerinin incelenmesinde sadece 28.giinde
alman bos ve dolu polimerler arasi damar olusumu agisindan istatistiksel olarak fark
saptanmistir. Diger kiyaslamalarda saptanmamistir. CD31’in incelenmesi sonucu ise buna ek

olarak 14.giin alinan bos ve dolu polimerlerin damar olusumu agisindan da fark saptanmstir.
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Hem bizim calismamizda hem de literatiirdeki benzer c¢alismalarda hiicre dolu
implantlarin yeni damar olusumuna anlamli derecede olumlu katki sagladigi goriilmektedir.
Damar olusumunu en iyi gosteren endotel skorlamasi ve VEGF gibi parametrelerde hem
stireyle iligkili olarak hem de hiicre konulmasiyla iligkili olarak damar tutulumunu arttiran

bulgular saptanmaistir.
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6.SONUC VE ONERILER

Ratlarda polimere depolanmis HUVEC hiicreleriyle artifisyel damar ag1 gelistirme
modelinin denendigi bu c¢alismada bu amagla 35 adet Wistar-Albino tipi sican 5 gruba
ayrilarak ¢alisma yiiriitiilmiistiir. PLLA olarak isimlendirilen polimer yapinin bos ve endotel
hiicresi dolu hali deneyin basladigi giin operasyonla hayvanlarin arka bacagima implante
edilmistir. Hematoksilen-Eozin, Masson-Trikrom ve immunhistokimyasal boyamalar
uygulanarak 14. ve 28. giinlerde alinan doku drnekleri incelenmistir. immiinohistokimyasal

olarak da CD31, ANG-1, a-SMA, VEGF antikorlari ile immiin boyamalar yapilmistir.

Endotel skorlamasi ve VEGF evrelemesinin incelenmesi ile; Bos ve dolu polimerlerin
14. ve 28. giin alinan 6rneklerinde damar olusumu agisindan anlamli fark saptanmistir. Ayrica
14 ve 28. giinde alinan dolu polimerler arasinda da anlamli fark saptanmistir. Ancak damar
olusumunu inceleyen tiim parametrelerde goriilen ortak anlamli bulgu 28.glinde bos ve dolu
polimerlerin damar olusumu agisindan karsilastirilmasinda goriilmiistiir. Bu ¢alismanin da en

onemli bulgusu olarak 6n plana ¢ikmistir.

Literatiirdeki diger bulgular ve bu c¢alismanin bulgulari ile hayvanlara kok hiicre

implante edilmesiyle damar olusumunun arttig1 sonucuna ulasilmigtir.

Bu ¢alismada goriilen dolu polimerlerin 28.giinde alinan 6rneklerde daha fazla damar
olusturmasi damar olusumu acisindan optimum siireyi bulabilmek amaciyla daha farkh

caligmalarin yapilmasi gerektigini ortaya koymustur.
Bu sonuglar 1s181nda 6nerilerimiz;

Nihayi amaci insanlarda yeni tedavi yontemleri gelistirmek olan hayvan deneylerinde
bu caligmaya benzer sekilde farkli biyomateryaller ile hiicre implante edilmesinin denenip
siire, hiicre tirii ve kullanilacak materyal acisindan optimum sonuca ulasilmasi
gerekmektedir. Daha sonra bu yontemler epidemiyolojik kanit piramidinin en istiinde yer

alan randomize kontrollii klinik ¢alismalarin da konusu olabilecektir

Literatiirdeki kisith sayida ¢alisma goz oniline alindiginda; periferik arter hastaliginda
tedavi umudu tiikenenlere alternatif olabilecek hiicre tedavileri i¢in yeni ¢aligmalarda daha

fazla kaynak ayrilmasi yerinde olacaktir.
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