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Endothelial seeding (endotel hiicresi kaplamasi), an-
jioplasti gibi tedavi edici islemlerdeki gibi intima
harabiyetinin olusturuldugu arterlerde daha sonraki
donemde agik kalma oranmi artirict bir yontemdir.
Caligmamizda sekiz adet sokak kopeginin bilateral
eksternal juguler verileri ¢ikarildi. Venlerden kolla-
genaz ile enzimatik olarak endotel hiicreleri elde
edilen hiicreler daha sonra hiicre kiiltiirii vasatinda
pasajlanarak gogaltildilar. Ug hafta sonra deneklere
aym sekilde genel anestezi verilerek, her iki femoral
arterlerinde deneysel intima harabiyeti olusturuldu.
Femoral arterlerden birisine endotel hiicresi siispan-
siyonu, digerine ise serum fizyolojik verildi. Posto-
peratif ikinci haftada, kopeklere eszamanli bilateral
femoral arteriografi yapildi. Ag¢ik kalma oranlan
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
goriildi (p<0.05). Ayrica kontrol ve ¢alisma tarafin-
dan alman arterlerden hazirlanan preparatlar histo-
lojik olarak degerlendirildi. Her iki tarafta da arter
duvarlarinda, intima harabiyeti olusturuldugu go-
riildii. Ancak caligma tarafinda, endotel hiicre mono-
layerinin, harap edilmis subendotelyal doku iizerine
yerlestigi izlendi. Kontrol tarafinda ise, herhangi bir
endotel hiicresi goriilmedi. Ancak, liimende trombiis
gelisimi vardi. Bdylece seedingin varlii, histolojik
olarak da gosterilmis oldu.
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Endothelial Seeding as an Method to Improve
Patency Rates of Denuded Vascular Surfaces (An
Experimental Study)

Endothelial seeding is assumed to be an effective
method to improve patency rates of denuded vascu-
lar surfaces that is seen after angioplasty. in this
study, following anesthesia jugulary veins of eight
dogs where harvested bilaterally. From these veins
endothelial cells were obtained enzymatically by
collagenase and were passaged in to culture med-
iums until they reach a satisfactory number. After
three weeks, dogs were anesthesied similar fashion.
Their femoral veins were exposed and experimental
intimal denudation were performed bilaterally. Sub-
sequently, one of femoral artery was injected with
celi solution and the other with saline solution. Two
weeks after injections, arteriographic studies of femo-
ral arteries were performed and arterial specimens
were taken for histological evaluation. We concluded
that patency rates were statistically significant bet-
ween study and control sites (p<0.05). Histologic
evaluations has also revealed that cultured endo-
thelial cells have attached to the damaged surfaces.
There were no cells on the control site. Thrombiis
formation was also seen on the damaged subintimal
layer despite there was nothing on the study site.
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Giris

Ik kez 1829'da Lobstein' in ateroskleroz deyimini
ortaya atmasi ile birlikte, bu patolojiye yonelik
medikal ve cerrahi yaklasimlarla, tedavi edici
girisimlerde  bulunulmustur. Bu girisimlerden
endarterektomi ve perkiitan transluminal anjio-
plasti (PTA), bu giin en yaygmn olarak kullam-
lan invaziv yontemler arasinda yer almaktadir

(1-7).

Uzun yillardan beri kullamlan her iki yontem-
de de en biiylik sorun, islemin yapildigi arter
segmentinde restenoz ve tromboz geligimidir.
Bu nedenle de, yapilan girisimlerin basari oran-
lar1 diisik kalmaktadir (3-6). Bu sorunlari
agsmak icin platelet inhibitorleri, kalsiyum kanal
bloker-leri, diisiik molekiill agirlikli  heparin
(DMAH) medikal yontemler ile stent ve
aterektomi gibi mekanik yontemler denenmistir
(3-6.8).

Ancak daha sonra yapilan degerlendirmeler,
bunlarin hi¢ birisinde 6nemli Ol¢iide bir res-
tenoz azalmasi elde edilemedigini gOstermistir.
Olaymn patofizyolojisi incelendiginde ise, reste-
noza yol agan esas nedenin islem sirasinda
endotel Ortlisiinlin o segmentte harap edilmesi
ve subendotelyal matriks dokusunun kanla
temast oldugu goriilmiigtiir. Endotel hiicresi-
nin, prostasiklin ve endotelyum derived relaks-
ing (EDRF) faktor gibi platelet agregasyon
inhibitorleri ile vazokonstriiktdr (anjiotensin II,
v.b) ve vazodilalor maddeler salgiladigi; boyle-
ce de bir yandan damar toniisiiniin diizenlen-
mesine katkida bulunurken, diger yandan da
lokal antitrombojenik etki gosterdigi belirlen-
mistir (1,2,7,9,10-13). Bu da ¢alismacilari, endar-
terektomi ve PTA gibi islemlerin yapildigt
bolgelerin yine aym canlidan elde edilerek
iiretilen endotel hiicreleriyle ortiilmesi; bdylece
girisim  yapilan arter bolgesine hizla dogal
yapisinin tekrar kazandirilmasi fikrine yonelt-
mitir (11-15).

Biz bu calismamizda, deneysel olarak intima
harabiyeti olusturdugumuz kopek arterlerine,
hiicre kiiltiirlerinde daha dnceden tiretilmis
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otojen endotel hiicreleri vererek onlarm bu
bolgelere tutunmalarmi ve girisim  sonrasl
arterin agik kalma oranmimi artirmayi amagladik.

Gerec ve Yontem

Calismada, her iki cinsten saglikli, 15-26 kilo-
gram (kg.) agihgindaki sekiz adet sokak kopegi
kullamldi. Deneyler yapilirken Canadian Coun-
cil on Animal Care' in prensiplerine uyuldu.
Birinci agamada, her kopegin eksternal juguler
veni, bilateral olarak ¢ikarildi. Bu islem igin, ko-
peklere 3 miligram (mg.)/kg. xylazine ve 0.25
mg. intramiiskiiler (I.M.) enjeksiyonundan ya-
rim saat sonra, 25 mg./kg. ketamin HCI' {in yine
LM. injeksiyonu ile genel anestezi uyguland.
Islem swrasinda hipovolemi ve hemokonsant-
rasyonu oOnlemek amaciyla, intravendz (1.V.)
serum  fizyolojik  inflizyonu  yapildi. ~ Tim
kopeklere deneyin her asamasinda, preoperatif
koruyucu antibiyotik (Pronapen flakon 800;
Pfizer, istanbul-Tiirkiye) yapildi.

Deneklerin boynunun her iki tarafindan da
eksternal juguler venler c¢ikarildi. Daha sonra,
iclerinden gegirilen bir prob yardimu ile, ven-
lerin i¢i digma ¢evrildi. Boylece, intimalari
digartya c¢ikarilmis olan damarlarin, adventis-
yalar1 gbriilmeyecek sekilde igeriye gomiilerek,
her iki uglari da baglandi.

Primer vendz endotel hiicresi kiiltlirii yapilir-
ken Sank ve arkadaslarmin (20) kullandiklar
metod esas alindi. Venler, 5 ml. fosfat tamponlu
solisyon  (PBS-Dulbecco;  Biochrom-Seromed,
Berlin-Almanya) icende hazirlanan %0.5' lik
kollagenaz (Collagenase; Sigma Chemical Co.
St. Louis, Mo-U.S.A.) soliisyonu ile yikand.
Sonra venler, PBS-Dulbecco' da %0.5 oraninda
hazirlanan 20 ml.'lik kollagenaz soliisyonu ige-
risinde 37 °C' de 15 dk. bekletildi. Inkubasyon
sonrasinda soliisyon, 1000 devir/dakika (rpm.)
da 5 dk. santrifiij edildi.

Hiicreler, %20 FBS ihtiva eden, Dulbecco's
minimal essantial medium nutrient mixture
(DMEM,; Biocrom-Seromed Berlin-Almanya)
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vasati i¢eren kiiltiir flasklar1 iginde 37 °C’ deki
etlive alinarak inkiibasyona birakildi. Her ii¢
giinde bir vasat degistirildi. Uciincii haftadan
itibaren, kiiltiir flaskimn birka¢ noktasindan
morfolojik olarak endotel hiicreleri, altinci haf-
tada flaskin tiimiinii kaplayarak, monolayer bir
g0Oriiniim olusturdular.

Monolayer endotel hiicresi olustuktan sonra,
hiicreler PBS icinde hazirlanmus %0.1 tripsin
(Trypsin; Difco Laboratories, Detroid, Mi.-
U.S.A) ve %0.1 etilen diamine tetraasetik asit
(EDTA; Difco Laboratories, Detroid, Mi.-U.S.A)
ile flask yiizeyinden ayrilip hiicre siispansiyo-
nu halinde 2 ml. olarak deneyin ikinci asamasi
i¢in hazirlandi.

Deneyin ikinci asamasinda da, kdpeklere ayni
sekilde anestezi ve medikasyon yapildi. Her iki
uyluga yapilan vertikal kesilerle, femoral arter-
ler bilateral olarak eksplore edildi. Denekler
100 iinite (ii.)’kg. dozundaki heparin ile hepa-
rinize edildikten sonra, Once sag femoral
arterine vaskiiler klemp konularak, klempin
distaline arteriotomi yapildi. Buradan sokulan
3.0x2.0 PTA kateteri (Cordis-Europass, Johnson
&Johnson, Roden-Netherlands), distale dogru
yonlendirilerek, sabit basing uygulayabilen en-
jektor ile (Inflation device; B.Braun, Bethlehem,
Pa-U.S.A) 9 atmosfer (atm.) basincinda 30 sn.
boyunca sigirildi. Sisik durumdaki balon, ileri-
ye ve geriye dogru hareket ettirilerek, 4 cm.” lik
bir segmentte deneysel intima harabiyeti olus-
turuldu. Daha sonra bu bdlgenin distaline de
bir vaskiiler klemp konularak, 4 cm. boyunda
izole bir arter segmenti hazirlandi.

Segment 10 ml. serum fizyolojik soliisyonu ile
irrige edildi. Laboratuar ¢aligmacilart tarafindan
hazirlanan 2 ml.'lik soliisyonlardan bir tanesi
serum fizyolojik, bir tanesi de endotel hiicresi
siispansiyonu icermekteydi. Hangisi oldugunu
bilmedigimiz siispansiyonlardan bir tanesi ali-
narak, hazirlanan arter segmentine verildi.

Daha sonra, tigilincii bir vaskiiler klemp arterio-
tomi bolgesinin  hemen distaline, harabiyet
yapilan bdlgenin proksimalinde olacak sekilde

yerlestirildi. Boylece sollisyonun, intima hara-
biyeti yapilan arter segmentinde lokalizasyonu
saglandi. Arter segmenti, 15 dk. sonra vaskiiler
klempler aracilign ile 180° cevrilerek, yine 15
dk. daha beklenildi. Boylece, siispansiyon igin-
de olabilecegi diisiiniilen .endotel hiicrelerinin,
intima harabiyeti olusturulan arter yiizeyi ile 30
dk. boyunca homojen olarak temasi amagland.
Bu siire sonrasinda, liimene verilen soliisyon-
dan 1 ml. kadar Ornek geriye alinarak labo-
ratuar ¢alismacilarina verildi. Daha sonra arte-
riotomi kesisi kapatilarak vaskiiler klempler
kaldirildi. Aymi islemler, daha sonra sol femoral
artere de tekrarlandi. Sonugta aym denek Tize-
rinde, calisma ve Kkontrol sahalari olusturulmus
oldu. Bu islem yapildiktan sonra, antibiyotik
proflaksisi diginda herhangi bir medikasyon
yapilmadi. Deneklerin postoperatif 2. haftada
yine aym sekilde uygulanan genel anestezi
altinda, abdominal aortalarina yerlestirilen 5
french (F.) intraducer (Intraducer set SF; Cordis,
Johnson&Johnson, Roden-Netherlands) ile bila-
teral eszamanli femoral arteriografileri gekildi.

Aym seansta deneklerin sag ve sol femoral
arterinden alinan spesmenler, Hematoksilen-
eosin (HE) ile boyandi. Hazirlanan preparatlar
stk mikroskobu (Olympus BH2, Tokyo-Japonya)
ile incelendi. Burada her denegin calisma ve
kontrol bolgelerinden alman Orneklerdeki en-
dotel hiicre biitiinligli ve yine c¢alisma grupla-
rindaki hiicrelerin harap edilmis arter ylizeyine
tutunmalari, histolojik olarak degerlendirildi.

Deneklerin postoperatif ikinci haftada ¢ekilen
eszamanli sag ve sol femoral arteriografilerinin
degerlendirilmesi sonucunda, c¢aligma ve kont-
rol taraflarindaki stenoz oranlann % olarak
bulundu. Her iki taraftan da elde edilen bu
oranlar, Mann-Whitney U testi ile karsilagti-
rild.

Histolojik degerlendirme sirasinda, intima ha-
rabiyeti olusturulmus olan subendotelyal tabaka
iizerine hiicre kiiltiiriinde {iretilen endotel hiicre-
lerinin tutunmug olarak goriilmesi durumunda
seeding basaril1, subendotelyal tabaka iizerinde



tutunmus olan herhangi bir endotel hiicresinin
goriilmemesi ve trombiis bulunmasi durumun-
da ise bagarisiz olarak degerlendirildi.

Bulgular
Deneklerden elde edilen arteriografi sonuglari
sOyleydi:

Tablo 1. Calisma ve kontrol bdlgelerinin arteriografi
sonuglar. Calisma ve kontrol taraflarmmn stenoz
oranlarmin karsilastirmasi (p=0.01).

Denekler Caligma tarafi{%) Kontrol tarafi (%)
1 20 60
2 10 20
3 30 30
4 30 50
5 10 30
6 0 30
7 20 40
8 0 20
Ortalama (%)} 15 35

p<0.05 olmas1 anlamh olarak kabul edilmistir.

Postoperatif ikinci haftada, deneklerin ¢aligma
ve kontrol taraflarindan alinan dokulardan ha-
zirlanan preparatlar 132x biiylitmede deger-
lendirildi. Buna gore:

Tim deneklerin ¢aliyma tarafinda harap edil-
mis intimadan geriye kalan subendotelyal
tabaka lzerine kiiltiirde iretilmis olan endotel
hiicrelerinin tutunduklar1 ve monolayer bir
goriiniim olusturduklar1 izlendi. Arter lime-
ninde herhangi bir trombiis gelisimi yoktu.
Kontrol tarafinda ise yapilan harabiyet nede-
niyle intima dokusunun kayboldugu, internal
elastik laminada yer yer yirtilmalar oldugu ve
limende trombiis gelistigi gézlendi.

Tartisma

Endotel hiicrelerinin lokal antitrombotik fonk-
siyonlar1 oldugu, bir¢ok calismada agikg¢a gos-
terilmistir. Bu hiicreler, doku plazminojen
aktivatorleri gibi fibrinolitik ajanlar ile, EDRF
ve prostasiklin gibi aym zamanda vazodilatator
ozelligi de olan, antiplatelet ajanlar salgilarlar.
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Bu hiicrelerden ayrica, miyointimal hiperplazide
goriilen diiz kas proliferasyonu ve migrasyonunu
da inhibe edebilen, heparin benzeri molekiille-
rin de salgllandig1 gosterilmistir (1,2,7,12,13).

Femoropopliteal PTA uygulanan hastalarda
restenoz gelisimi, her zaman &nemli bir prob-
lem olagelmistir. Bu hastalarda restenoz, miyo-
intimal hiperplazi ile ateroskleroz geligmesi
sonucu ortaya cikmaktadir (3,5,8). Bu nedenle
de, bu tiirden girigimlerden beklenilen olgiide
basarili sonuglar alinamamigtir. Gray ve arka-
daglari (21), 55 hastada yaptiklar1 femoral
anjioplastilerde, birinci yilda acik kalma oranm
%22 olarak bulmuslardir. Biz de yaptigimiz
calismada, kontrol tarafinda 2. hafta sonrasinda
acik kalma orammi %65 olarak bulduk (3,5,8).

PTA ve endarterektomiden sonraki acik kalma
oranlarinin endothelial seeding ile artirildigy,
bircok c¢aligmada gosterilmistir. Bununla ilgili
deneysel caligmalar, arterial injiiriden sonraki
miyointimal hiperplazi ve trombiis olusumu-
nun, islemden sonra rejenere olan damarm
kendi endotelyumu ile azaltildigim gostermek-
tedir., Bu nedenle, PTA alanlarmin otolog
endotel hiicreleri ile kaplanmasmm miyointimal
hiperplaziyi ve trombiis olusumunu azaltacag,
teorik olarak da diistiniilebilir (15-19).

Literatiirde de belirtildigi gibi biz de, endothe-
lial seedingi suni greftler yerine subendotelyal
doku iizerine yapmaya karar verdik (14,16-19).
Thompson ve arkadaslar1 (14), deneysel endotel
harabiyeti olusturduktan sonra, %4 paraformal-
dehit -%2 glutaraldehit ile muamele ettikleri
insan safen venl segmentlerine, endothelial
seeding uygulamiglardir. Bu c¢aligmacilar, inti-
ma harabiyeti olustururken PTA balonunu 9
atm. basincinda ve 30 sn. boyunca sigirerek
olusturulan deneysel intima harabiyetini stan-
dardize etmislerdir. Biz de buradan yola ¢ika-
rak, aym yontemi uyguladik ve bdylece her
denegin kontrol ve calisma taraflarinda olustur-
dugumuz intima harabiyetini standardize etmis
olduk.
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Resim 1. Postoperatif ikinci haftada gekilen bilateral
eszamanli femoral anteriografi. Caligma tarafinda %0,

Kontrol tarafinda ise % 30 oranindaki restenoz
goriiliiyor.(¢: calisma tarafi, k: kontrol tarafi)

Resim 2. Deneysel intima harabiyeti sonrasi
endotelial seeding vyapilan arter duvarinin
goriinimii (¢aligma tarafi, 132x, HE, orijinal
biiyiitme, e: endotel, I: lamina elastika interna,

m:tunika media)

Sterpetti ve arkadaslar1 (18), karotis endarterek-
tomisi yaptiklar1 kopeklere endothelial seeding
uygulamislar ve endarterektomize ylizeylere
seeding yapilmast sonrasinda bu bolgelere
platelet tutulumunun azaldigimi gostermisler-
dir. Bu g¢alismacilar, seeding sirasinda kiiltiirde
irettikleri endotel hiicrelerini endarterektomize
karotis arterinde 20 dk. tuttuktan sonra, arter
akimini serbest birakmislardir. Thompson ve

Resim 3. Deneysel intima harabiyeti uygulanmis
olan arter duvarinin goriiniimii (kontrol
tarafi, HE, 132x, orijinal biyiitme,
t:trombiis, I:lamina elastika interna, m:
tunika media)

arkadaslar1 (14) ise yaptiklar1 g¢alismada, ven
greftlerinde yeterli bir seeding i¢in optimum
siireyi ve arastirmusglar ve siirenin 30 dk. kadar
olmasmin yeterli oldugunu; daha uzun siirele-
rin seedingde herhangi bir artiy yapmadigini
bildirmislerdir.

istatistiksel ~ olarak
degerlendirdigimizde, kontrol ve c¢aligma grup-

larin1  olusturan arterlerde belirlenen lLiimen

Arteriografi  sonuglarin

kayiplar1 arasindaki farkin, istatistiksel olarak
anlamli oldugunu gordiikk (p<0.05). Caligma-
mizda iki hafta sonra c¢ekilen arteriografilerdeki
actk kalma oranlar1 kontrol tarafinda %065
olarak bulunurken, ¢alisma tarafinda bu deger
%85 olarak degerlendirildi. Bush ve arkadaglari
(22), kopeklerde olusturduklar1 deneysel karotis
endarterektomilerinde, yliksek dansiteli otojen
endotel hiicreleri ile seeding yapmuslar ve
altinct haftada c¢ektikleri anjiografilerde agik
kalma oranlarim1 seeding yapilan tarafta %88,
yapilmayan tarafta ise %35 olarak bulmuslar-
dir. Bizim ¢alismamizda seeding yapilan tarafta
elde ettigimiz sonuglar, bu literatiir ile benzerlik
gostermektedir. Kontrol tarafinda elde ettigi-
miz degerler, ¢alismacilarin kontrol degerleri
ile karsilastirildigt zaman daha yiiksek gibi
goriinse de, denekleri daha uzun siireler izleme



imkanlarimzin kisith olmasi nedeniyle ¢alis-



mamizdaki anjiografilerin ikinci haftada ¢ekil-
digi de diisiiniiliirse, erken donemde alinan bu
sonuglarm literatiir ile tutarl1 oldugu kanaatine
varilabilir.

Calismacilar, seeding sonrasi aldiklari 6rnekle-
rin mikroskobik degerlendirmelerinin - sonucunda
da seeding c¢aligmalarimin basarili  oldugunu
bildirmiglerdir (14,15). Sterpetti ve arkadaslari
(18), caligmalarindan 4 hafta sonra yaptiklari
histopatolojik degerlendirmede, seeding yapilan
tarafta platelet birikiminin istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azaldigim belirtmislerdir.
Biz de ¢aligmamizdan iki hafta sonra degerlen-
dirdigimiz histolojik  kesitlerde literatiir ile
uyumlu bulgular elde ettik. Internal elastik
lamina {izerindeki subendotelyum tabakasina
yerlesmis olan endotel hiicreleri ¢aligma tara-
finda gozlenirken, kontrol tarafinda goriilme-
mekle Dberaber liimende trombiis izlenmesi,
seeding calismamizin erken donemde basarili
oldugunu histolojik olarak da gostermektedir.
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