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KISALTMALAR

FBS
eNOS
nNOS
iNOS
NANC
ABCA
DMEM
dPBS
DMSO
HSS
EGM
IGF-1
rh-EGF
VEGF
PCR
RT-PCR
vWF
PKG
NO=EDRF
PGI2
t-PA
PAI -1
ELAM
ICAM
sGC
VDKH
MLC
VCAM
MHCII
cAMP
LDL
Ox-LDL
HDL

(Fetal Bovin Serum)
(Endotelial nitrik oksit sentetaz)
(Noronal nitrik oksit sentetaz)
(Indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz)
(Nonadrenerjik-nonkolinerjik)
(ATP Binding Protein 1)
(Dulbecco’s Modified Eagle Media )
(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline )
(Dimethyl Sulfoxide )
(Hanks Salt Solution)
(Endothelial Growth Medyum)
(Insulin-like Growth Factor-1)
(Recombinant Human Epidermal Growth Factor)
(Vascular Endothelial Growth Factor)
(Polymerase Chain Reaction)
(Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction)
(von Willebrand Faktor)
(Protein kinaz G)
(Nitrik oksit) (=Endothelial Derived Releasing Factor)
(Prostasiklin)
(Doku plazminojen aktivator)
(Plazminojen aktivatdr inhibitor tip 1)
(Endotelyal Lokosit Adezyon Molekiilii)
(Intraseliiler Adezyon Molekiilii)
(Soluble guanilat siklazi1)
(Vaskiiler diiz kas hiicreleri)
(Miyozin hafif zinciri)
(Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiilleri)
(Major histokompatibilite kompleks 2)
(Siklik adenozin monofosfat)
( Low Dansity Lipoprotein)
( Oxide Low Dansity Lipoprotein)
(High Dansity Lipoprotein)
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INSAN KORPUS KAVERNOZUM HUCRE KULTURU

OLUSTURULMASI
Dr. Hatice Arikan } _ _
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Uroloji AD, Inciralti, lzmir

AMAC

Bu calismanin amaci, erektil fonksiyonun anlasilmasina 151k tutacak insan korpus
kavernozumundan diiz kas hiicre ve endotel hiicrelerinden olusan hiicre kiiltiiri modelinin
olusturulmas1 ve endotel hiicre varligmin gosterilmesidir.

YONTEM

Erektil Disfonksiyon nedeniyle penil protez takilmasi planlanan yaslar1 54- 65 arasinda
degisen 8 hastanin korpus kavernozum dokular1 almarak farkli yontem ve tekniklerle korpus
kavernozum hiicre kiiltiirii elde edildi. Hiicrelerin, homojenite, canlilik, cogalabilme ve
morfolojik 6zellikleri degerlendirildi. RT-PCR ile endotel kaynakli protein olan ABCA1 ve
kaveolin varlig1 ile immiinhistokimyasal olarak endotel hiicre varlig1 arastirildu.

BULGULAR

RT-PCR ile endotel kaynaklt molekiill olan ABCAl ve kaveolin gdsterildi.
Immiinhistokimyasal boyama ydntemi ile von Willebrand faktdr kullanilarak endotel
hiicrelerinin varlhig1 gosterildi. Korpus kavernozum hiicre Kkiiltlirlinde, elastaz ve EMB
kullanimzt ile en iyi metod elde edildi.

SONUC

Eriskin insan korpus kavernozum hiicre kiiltiirii enzimatik izolasyon yontemi ile olusturuldu.
Bu caligmayla olusturulan hiicre kiiltiir protokolii insan korpus kavernozum hiicre kiiltiirleri
ile yapilacak bilimsel ¢aligmalar i¢in iyi bir modeldir.

Anahtar kelimeler: Korpus kavernozum penis, erektil disfonksiyon, hiicre kiiltiirii, kaveolin,

ABCALI



CELL CULTURE FROM HUMAN CORPUS CAVERNOSUM

Dr.Hatice Arikan
Dokuz Eylul University School of Medicine, Department of Urology, Inciralti, Izmir

OBJECTIVE

The aim of this study is to form a primary tissue culture by producing endothelial and smooth
muscle cell cultures from adult human corpus cavernosum and to search for the most
appropriate method for this purpose.

METHODS

The tissues for the primary corpus cavernosum cell culture were obtained from 8 patients
aged between 54- 65 years old who have undergone penile prosthesis implantation because of
erectile dysfunction during the procedure.

Many methods have been tried during the cell culture study protocols. Cells were evaluated
according to their homogeneity, viability, reproducibility and morphology. While
morphological inspections were carried out by confocal microscope. RT-PCR was performed
to evaluate the presence of endothelial molecules such as ABCA1l and caveolin and
immunocytochemistry staining was done for the determination of endothelial cells.

RESULTS

We observed that using elastase and EBM was the best way for obtaining cavernosal
endothelial cells from the whole tissue. ABCA1 and caveolin mRNA expressions were
determined by RT-PCR and endothelial cells were visible by immunocytochemistry staining.

CONCLUSION

Adult human corpus cavernosum cell culture was formed by enzymatic isolation methods.
The cell culture protocol in the present study is a good and practical method for future
scientific research with adult human corpus cavernosum cell cultures.

Keywords: Corpus cavernosum, penis, erectile dysfunction, cell culture, Caveolin, ABCA1



GIRIS VE AMAC

Hiicre kiiltlirti, hiicrelerin kontrollii kosullar altinda iiretilmesi ve yasatilmasina
dayanan bir laboratuvar islemidir. Tarihsel olarak hiicre kiiltlirii alanindaki gelismeler
oncelikle doku ve organlardan elde edilen hiicrelerin yasatilmasit ve sonra da gelistirilen
yontemlerle cogaltilmast esasina dayanmaktadir. Bu teknikler 6zellikle 1950 ve 19601
yillarda viriislerin memeli hiicrelerinde iiretilmesi ilizerine yapilan caligmalar ile gelisme
gostermistir. Son yillarda deneysel kanser arastirmalar1 ve kok hiicre ¢alismalarinin bilimsel
olarak Ooneminin ortaya konmasiyla hiicre kiiltiirleri toplumda da popiilarite kazanmistir. Bu
calismayla, erektil disfonksiyon (ED) ateroskleoz modeli konusunda 6zellikle endotel hiicre
kiiltiirii ile yapilacak caligmalara zemin hazirlamasi agisindan korpus kavernozum hiicre

kiiltiiriinii saglikli ve ¢ogaltilabilir 6zellikte olusturmay1 amagladik.

GENEL BILGILER

ENDOTEL VE FONKSiYONU

Normal endotel biitiin damar diiz kaslarinda bulunan, damar duvarini kaplayan ince bir
epitel tabakasidir. Vazodilatator ve vasokonstriktor substratlarin yapiminda etkili olarak,
vaskiiler homeostazin saglanmasinda temel rol oynayan en kiiciik endokrin organdir (40). Son
yillarda yapilan deneysel caligmalar, endotelin dokularla kan arasinda secici bir bariyer
olusturmaktan baska homeostazda da ¢ok dnemli islevleri olan bir doku niteligini tasidigini
gostermistir. Endotel hiicreleri salgiladiklar1 mediatdrler ile koagiilasyonu, fibrinolizisi, damar
tonusunu, dolayisiyla kan akisi ve kan basincinmi etkileyip ¢esitli fizyolojik ve patolojik
olaylarda rol oynayan aktif hiicrelerdir.

Endotel hiicre fonksiyonlar1 bes boliim altinda 6zetlenebilir.

1. Kontrol edilemeyen makro molekiillii protein ve lipoproteinlerin ¢evre dokuya
infiltrasyonuna kars1 segici bariyer gorevi gormesi.

2. Dolagimda bulunan lipoproteinlerin metabolizmasma katilip subendotelyal bdlgeye
gececek lipoproteinlerin tabiatina karar vermek

3. Trombosit agregasyonu ve trombozisi dnlemek

4. Immiinkompetan hiicrelerle birlikte savunma mekanizmalarma katilmak



5. Gevsetici ve kasic1 maddeler salarak vaskiiler tonusun diizenlenmesine katkida
bulunmak
Endotel bu fonksiyonlarmni asagidaki gibi cok sayida salgiladigi maddeler aracilifiyla
saglamaktadir (41,42).

Nitrik oksid, L-arjininden NO sentaz (NOS) araciligiyla sentezlenir. Korpus
kavernozumda endotel ve sinir innervasyon noktalar1 NO’nun esas olarak salgilandigi
yerlerdir. NO sentezinden sorumlu olan NOS’un birden fazla izoformu vardir; endotelyal
NOS (eNOS), néronal NOS (nNOS), indiiklenebilir NOS (iNOS) (31). Noronal NOS; NANC
(nonadrenerjik-nonkolinerjik) sinir uglari, dorsal penil sinir dallar1 ve derin dorsal arter
adventisyasindaki sinir pleksuslarindan, eNOS ise kavernozal endotelden ve intrakavernozal
helisin arterlerden salgilanir (31-37). Indiiklenebilir NOS ise inflamatuar mediyatdrlerin ve
bakteriyel tirlinlerin indiiksiyonunu takiben farkli hiicrelerden izole edilebilir ancak iNOS
peniste eksprese olmaz (38).

Sekstiel uyar1 sonras1t NANC sinirlerin uyarilmas: NOS salinimma neden olur. Salinan
NO arteriyel ve kavernozal diiz kas yapisina difflize olur (31, 39 -41). NO diiz kasta cGMP
seviyesini arttirarak soluble guanilat siklazi (sGC) aktive eder. Soluble guanilat siklaz cGMP
bagimli protein kinaz G (PKG)’yi aktive eder. Aktive PKG, Ca®" kanal aktivitesini ve hiicre

> bagimh K" kanallarmm agilmasini

ici Ca™ konsantrasyonunu azaltir. Azalan [Ca™], Ca
saglayarak diiz kas hiicresinde hiperpolarizasyona neden olur (42). Protein kinaz G ayni
zamanda diger proteinleri fosforilleyerek Ca'? konsantrasyonunu etkiler veya miyozin hafif
zincirin (MLC) fosforilasyon durumunu degistirir. Timii NO bagimli korpus kavernozum

(KK) diiz kas gevsemesine neden olur.
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Sekil 1: NO’nun sentezi ve etki mekanizmasi

1- Vazokonstriktorler

*Anjiotensin konverting enzim (ACE)
*Endotelinler (ET-1, ET-2, ET-3)
*Anjiotensin 11

*Tromboksan A2



*Asetil kolin, aragidonik asit, PGH2, trombin, nikotin
2- Vazodilatatorler

* Nitrik oksit (NO=EDRF)

* Adrenomediillin

* Endotel bagiml1 hiperpolarizan faktorler

* Prostasiklin (PGI2)

* Bradikinin, asetilkolin, serotonin, histamin, substans P
3- Antitrombotik (homeostaz) maddeler

* Trombomodiilin

* Doku plazminojen aktivator (t-PA)

* Plazminojen aktivator inhibitor tip I (PAI -1)

4- Biiyiime modiilator / mediatorleri

a) Biiylime promotorleri b) Biiylime inhibitorleri

e Heparin siilfat *PDGF

e TGF-p * FGF

e NO *IGF -1

e Bradikinin IL -1

e Prostasiklin *Endotelin
*Anjiotensin 11

5- inflamatuar mediatérler

Adezyon molekiilleri,

*Endotelyal Lokosit Adezyon Molekiilii (ELAM)
«Intraseliiler Adezyon Molekiilii (ICAM)
*Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiilleri (VCAM)
Antijenler ;

*Major histokompatibilite kompleks 2 (MHCII)
Vaskiiler Tonusun Endotelyum Tarafindan Diizenlenmesi

Vaskiiler tonusun diizenlenmesi, endotelin en dnemli gorevi olarak bilinmektedir. Bu gorevi
bir¢ok kasici ve gevsetici ajan salmimu ile siirdiiriir. Bu faktorler arasindaki denge endotelin

fonksiyonel veya disfonksiyonel durumunu belirler.



Vazodilatasyon Olusturan Faktorler

Endotel hiicreleri tarafindan salinan ana gevsetici faktor NO’dir. NO, L-arjininin, L-sitruline
oksidasyonu sirasinda NOS enzimi tarafindan olusturulan serbest radikaldir (31 -38). Bu
enzimin, néronal NOS (nNOS), indiiklenebilir NOS (iNOS) ve endotelyal NOS (eNOS)
olmak tizere 3 alt tipi vardir. Endotelyum hiicreleri esas olarak eNOS eksprese ederler ve buna
bagli olarak devamli bir bigimde sistemik ve pulmoner dolagima diisiik miktarlarda NO salinir
(31 -38). Endotelyum hiicrelerinde NO bir defa salindiktan sonra diiz kas hiicrelerinde
bulunan ‘‘Hem”’in prostetik grubu ile etkilesir. Bu ise guanilat siklaz aktivasyonuna ve siklik
guanidin monofosfat (cGMP) iiretiminde artisa neden olur. Artmig cGMP hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonunda azalmaya ve buna bagl olarak ise vaskiiler diiz kas hiicrelerinde (VDKH)
gevsemeye neden olur. Prostasiklin ve endotel bagimli hiperpolarizan faktor (EDHF),
endotelyum tarafindan salgilanan ve damar tonusunun diizenlenmesi iizerine etkili diger
vazodilator ajanlardir. Prostasiklinler endotelyum tarafindan humoral ve hemodinamik yanit
olarak tiretilirler. Arasidonik asidi (AA) substrat olarak kullanilarak COX enzimi aracilig1 ile
sentezlenirler. Prostasiklinler gevsetici etkilerini adenilat siklaz stimulasyonuna bagli olarak
VDKH’de hiicre i¢i siklik adenozin monofosfat (cAMP) konsantrasyonunu arttirarak
gosterirler. Endotel kaynakli gevsetici faktor (EDRF) ise gevsetici etkisini hiicre
membraninda potasyum gecirgenligini arttirarak gosterir (37,38,42,43).

Vazokonstriksiyon Olusturan Faktorler

Normal vaskiiler tonusun devamliligi i¢in endotelyum hiicreleri endotelinler,

tromboksan A2 ve prostaglandin H2 gibi bir¢cok kasici mediyatdr salgilar. Bunlarin igerisinde

ET-1 endotelyum hiicreleri tarafindan salinan en giiclii kasic1 ajandir (42,43). Trombin,
adrenalin, Anjiotensin II, hipoksi ve artmis gerilim stresi gibi uyaranlara yanit olarak iiretilir.
VDKH’de spesifik reseptorlerine baglanarak hiicre igerisindeki kalsiyum konsantrasyonunun
artisina sebep olur. NO’in etkisini antagonize eder. Ilging olarak saglam endotelyumda ET-1,
NO ve prostasiklin {iretimini stimule ederek ve vazokonstriktor etkiyi ayarlayarak kendi
sentezini azaltir (39,41,42).

Endotel hiicreleri tarafindan sentezlenen tromboksan A2 ve prostaglandin H2

VDKH’lerindeki ve trombositlerdeki tromboksan reseptorlerini aktive ederler. Bu faktorler de
NO’in ve prostasiklinin etkilerine ters bir etki olusturarak VDKH’de kasilmaya neden olurlar.

Bununla beraber bu maddelerin koroner arter tzerine olan etkileri heniiz tam olarak



aydinlatilamamistir. PAF—1’de endotelyum hiicrelerinden hiimoral ve hemodinamik uyarilar
sonucunda sentezlenen ve salinan vazomotor tonus ayarlayici baska bir kasici ajandir. Son
olarak endotelyum anjiotensin doniistiiriicii enzim (ADE) eksprese eder ve bu da anjiotensin

I’den Anjiotensin II doniigiimiine neden olarak direkt ET—1 salinimina neden olur.

Sonug olarak vazokonstriktor ve vazodilator ajanlarin arasindaki bu iliski saglikli endotelin
vaskiiler tonus iizerine olan etkisini belirler. Bu denge iizerinde herhangi bir degisiklik

endotelyal disfonksiyon gelisimine neden olur.
Enflamasyon ve Trombozisin Endotelyum Tarafindan Diizenlenmesi

Vaskiiler tonusun devamliliginin saglanmasi disinda, normal endotelyum anti-proliferatif ve
anti-enflamatuvar ozelliklere de sahiptir. Endotelyum bagimli vazodilator olan NO;
16kositlerin endotelyum duvarma adezyonunu (10,11), vaskiiler diiz kas hiicrelerinin (VDKH)
migrasyon ve proliferasyonunu inhibe eder (12,13). Endotelyum hiicrelerinin
proliferasyonunu stimule eder (14). Bunun yaninda NO trombosit agregasyonunun

inhibisyonu ve trombosit deagregasyonunun stimulasyonunu saglar (15).

Prostasiklinler; bir diger endotelyum bagimli gevsetici ajanlardir. Bu ajanlar, NO ile
sinerjistik olarak etkilesir veya NO’e sinerjistik olarak etki ederek, trombosit agregasyon ve
adezyonunu inhibe ederler (16). Bunun yaninda saglikli endotelyum hiicrelerinin yiizeyleri
negatif yiikli olarak heparanlar ile sarilmistir ve kontakt inhibisyon saglarlar (17).
Endotelyum hiicreleri doku plasminojen aktivatorleri (tPA), trombin inaktivatorleri ve
trombomodiilin gibi antikoagiilan faktorler sentezlerler (18). Sonug olarak 16kositler vaskiiler
yilizeye tutunamaz ve hiicre proliferasyonunu sikica kontrol ederler (19). Bunlar endotelyal

disfonksiyon ve ateroskleroz karsisinda gorev alan savunma sistemleridir.

eNOS ve Kaveolin ve ABCA 1’in hiicredeki lokalizasyonu ve etkilesimi

Kaveola 50 -100 nm biiyiikliigiinde, kolesterol, glikosfingolipid ve seramid’den zengin hiicre
yilizey invajinasyonudur. Kaveola’nin yapist kolesterol metabolizmasinin, lipid alimmnin ve
kolesterol efliiksiiniin regiilasyonundan sorumlu kaveolin adli yapisal proteinler ile
saglanmaktadwr. Yapisal olarak, kaveolin, kaveola membraninda bulunan, kolesterol
metobolizmasimin, lipid alimmin ve kolesterol efliiksiiniin diizenlenmesi gibi bircok

fonksiyonu olan komplex oligomerik bir proteindir (sekil 2).
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Sekil 2: Kaveolin ve eNOS iliskisi (http://michel-lab.bwh.harvard.edu/biblio adresinden

alimmustir)

Kaveolin iki fonksiyonel par¢adan olusmaktadir. Karboksi pargasi ile kaveolin’e kolesterol
baglanmas1t ve bu koleseroliin plazma membranma taginmasindan sorumludur (46 -51).
Bunun yaninda aminoterminali kaveolin proteinin yapisal ve devamlilik fonksiyonundan
sorumludur. eNOS, kaveolada kaveoline baglanmis birsekilde inaktif olarak bulunmaktadir.
Hiicre i¢i kalsiyum miktarmm artmasi ve kalmodulinin/Ca® kompleksinin olusmasiyla
kompetetif olarak eNOS’un kaveolinden ayrilmasma kalmodulinin eNOS’a baglanarak
aktivasyonuna neden olmaktadir. Ekstraselliler LDL kolesteroliin artmasi gibi hiicre i¢i
serbest kolesterol diizeylerinin arttigi durumlarda kaveolin proteini hiicre i¢i havuzlardan
hiicre yiizeyine dogru hareket etmekte ve kaveolin sentezi ve transkripsiyonu artmakta,
hiicredeki serbest kolesterol miktar1 normale donene kadar kaveola, kaveolar serbest
kolesterol ve kolesterol effliiksii artis gdstermektedir (47- 49,51). Bununla beraber kaveolin

protein expresyonunun ve miktarinin artmasi kolesteroliin hiicre igerisiden plasmalemmal


http://michel-lab.bwh.harvard.edu/biblio.html

kaveolaya kolesterol transportunu arttirmakla beraber HDL miktarm1 da arttirdigi
gozlenmigtir (47,48). Bir¢cok calismada NO sentazin endotelyal izoformu olan eNOS’un
kaveolada yerlestigi ve kaveolinin eNOS enzimatik aktivitesinin negatif diizenleyicisi olarak
gorev yaptig1 gosterilmistir (48,49).

Son zamanlarda yapilan ¢aliymalarda Ox-LDL’nin plazma membran yapisindaki kolesterol
miktarin1 azalttigi gosterilmistir. Ox-LDL’nin, eNOS’un kaveoladan intraseliiler membran
kompartmanina gecisine neden oldugu ve eNOS aktivasyonunu inhibe ettigi gdsterilmistir
(47). Kolesteroliin yiiksek konsantrasyonu, kaveolada invajinasyona neden olurken,
kolesteroliin diisiik konsantrasyonda olmasi durumunda morfolojide jeneralize bir diizlesme
meydana gelmektedir (48).

Artmis LDL-kolesterol seviyelerinin endotel hiicrelerindeki NO seviyelerini azaltmasi,
yiiksek kolesteroliin kalmodulin ve kaveolin arasinda eNOS i¢in kompetisyona neden olmasi
ile aciklanmistir (49). Bagka bir caliymada ise ox-LDL’nin kaveola igerisindeki kolesterol
dagilimin1 bozarak eNOS’un internal membran alanlarmma gd¢mesine neden oldugunu ve
bdylece eNOS aktivitesinde azalmanm meydana geldigini ve ortama HDL verildigi zaman
LDL nin etkilerinin geri dondiigii gosterilmistir (50,51).

Hiicre i¢inde bulunan fazla kolesterol, sitozolde bulunan kaveolin proteini ile kaveolada
bulunan, hiicre membraninda simetrik bir sekilde transmembranal olarak yerlesmis olan
ABCA1 proteinine tasimir. Kolesterol ABCAI1 proteini araciligrtyla HDL’de bulunan
Apolipoprotein A1 mevcudiyetinde HDL’ye aktarilip ester kolesterol seklinde depolanir.
Buradan kolesterol iki sekilde karacigere taginir birincisi; HDL partikiillerinin, periferden
topladiklar1 ve esterlestirdikleri kolesterolii VLDL partikiillerine aktararak, kolesterolii dolayli
yoldan karacigere gonderdikleri yoldur. Digeri ise HDL partikiillerinin kolesterolii karacigere
dogrudan dogruya tasidiklari, yani karaciger hiicreleri tarafindan taninip tutulduklar: yoldur.
Hiicredeki fazla kolesteroliin kaveolin, ABCA1 ve HDL aracilifiyla karacigere tasinmasina

“‘ters kolesterol transportu’’ (reverse cholesterol transport) denir (sekil 3).

Hiicre membraninin bir yanindan diger yanina uzanan bir protein olan ABCAI etkin
kolesterol efliisii i¢in esastir. ABCAI, kaveolin ve HDL’nin hiicre yiizeyindeki kaveolada
ayni lokalizasyonda oldugu ve birbirleri ile iligkili ¢alistig1 bir¢ok calismada gosterilmistir.
ABCALI1 ve kaveolin arasindaki iliskinin bozulmast HDL aracilikli kolesterol efliisiiniin
bozulmasma ve ateroskleroz gelismesine neden oldugu gosterilmisti. ABCA1l ve
kaveolin’deki ekspresyon artist HDL seviyesini yiikseltmektedir. Ayrica ateroskleroza karsi

koruyucu (ateroprotektif) etkisinin oldugu, ABCA1 "knockout" farelerde ise HDL seviyesinin
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diistik olup subendotelyal alanda lipidle yiiklii makrofajlarin biriktigi, ayrica makrofajlardaki
ABCAT1’in selektif inaktivasyonuda, plazma lipidleri ve HDL diizeylerinden bagimsiz olarak
belirgin ateroskleroza yol agtig1 yapilan calismalarda gdsterilmistir. Her ne kadar, yakin bir
siire once varligit belirlendiyse de, ABCA1’in makrofajlardan kolesterol efliisiinde de
yasamsal bir rol oynadig1 agiktir. Bu gercek, onun kardiyovaskiiler hastalik i¢in yeni bir
terapotik hedef olacagini diisiindlirmektedir. ABCA ekspresyonunu artiran ajanlarin ters

kolesterol transportunu indiikledigi ve aterosklerozu 6nledigi bir¢ok ¢aligmada gosterilmistir.
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Sekil 3: ABCA’nin ters kolesterol metabolizmasindaki fonksiyonu ( Nature December 2005;
438,612 -621)

11



HUCRE KULTURU VE ASAMALARI

Laboratuvar diizeni ve kullanilan araglar Viroloji ve hiicre kiiltiirii laboratuvari,
islemlerin ayr1 oda ve hava akimina sahip kabinlerde (Klass 2 kabin-pozitif basingli HEPA
filtreli) yapildig: sekilde olusturulmalidir. Bakteri ve mantar kontaminasyonundan korunmak
icin caligma alani, calisilmadan 6nce ve sonra dezenfektan ve UV ile temizlenmeli, diger
durumlarda temiz ve tozsuz tutulmalidwr. Farkli hiicre dizileri ayni anda islenmemelidir.
Hicbir sivi agiz ile pipetlenmemelidir. Flasklar kullanilmadan 6nce %70’lik alkol ile
silinmeli, olas1 bir kontaminasyon durumunda erken farkina varmak ig¢in, hiicre iiretme

besiyerleri 6rnek ekilmedigi siirece antibiyotiksiz kullaniimalidir.
1. Kullanilan malzemeler

1.1. Mikroskop

Hiicre kiiltliri laboratuvarinda iki tip mikroskop kullanilir. Flasklarda hiicrelerin tek
tabaka olup olmadigi, yiizeyinde yeterli hiicre olup olmadigi ve ekimlerden sonra sitopatik
etkinin izlenmesi i¢in “inverted” mikroskop ve floresan antikor reaksiyonlarni izlemek i¢in

floresan mikroskopu kullanilir.
1.2. Su Banyosu

Azot tanki veya —80°C sogutuculardan ¢ikarilan hiicre stoklarmimn hizli eritilmesinde
ve Fetal Bovin Serum (FBS)’un, enzimlerin dolaysiyla 37° C’de kullanilacak malzemelerin
hazirlanmasinda kullanilir. Diizenli olarak temizlenmeli ve bu sayede hiicrelerin kontamine

olmas1 dnlenmelidir.

1.3. Santrifiij

Hiicre kiiltiiriiniin her asamasinda kullanilir. {1k olarak dokunun enzimatik etkilesimini
sonlandirmak icin daha sonraki asamalarda ¢Oziinmiis hiicreleri bakteri ve epitel

hiicrelerinden arindirilmasinda kullanilir.
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1.4. inkiibator

Hiicre kiiltiirii ile ilgili tiim islemlerde %5 -10 CO2’li inkiibatorler kullanilir. Diizenli
olarak temizliginin yapilmasi kiiltiirleri kontaminasyondan korur. 37° C ve %90 -95 nemli

ortam saglar.
1.5. Giivenlik kabinleri

Kabinlerin biri “temiz” kavramli isler (hiicre liretme ortamlarinin hazirlanmasi, hiicre
pasajlanmasi, stok agma ve hiicre stoklama islemleri) i¢in digeri “kirli” kavramli isler (Hasta

orneklerinin hazirlanmasi, hiicrelere ekimi ve virus tanimlamasinda) i¢in kullanilmalidir.
1.6. Buzdolabi ve Dondurucular

Hiicre iiretme sivilart +4°C’lik sogutucularda, bazi tanimlama gerecleri FBS, L-
Glutamin, antibiyotik soliisyonlar1 vb. —20°C’de, hemen kullanilacak hiicre stoklari,
ornekleri, sulandirilmis monoklonal antikorlar —80°C’de, hiicre ve virus stoklar1 ise —

196°C’lik azot tankinda saklanir.

1.7. Hiicre iiretme ortami sivilarimm hazirlama, saklama kosullar1 ve

sterilizasyon yontemleri

Hiicre kiiltiirlerinde, hiicrelerin tiremesi ve canliliklarmin devami igin ¢esitli yontem
ve ¢ozeltiler kullanilir. Bunlarin ortak 6zellikleri, vitaminler, aminoasitler, glikoz ve organik
maddeler eklenmis tamponlu tuz ¢dzeltileri icermeleridir. Hiicreler 6zel besiyeri sivisinda
siispansiyon haline getirildikten sonra cesitli yontemlerle iiretilir. Hiicrelerin iiretilmesinde
biiyiime medyumu olarak DMEM ve EBM kullanilir. Biiylime medyumlar1 yine steril
kosullara uyularak hazirlanir. Bu asamada kontaminasyon riskini en aza indirmek ic¢in
antibiyotik, FBS, endotel dis1 hiicrelerin biiylimesini engelleyen antikorlar kullanilir. Viicutta
hiicreler ve dokular devamli olarak yikim iriinlerini ortadan kaldirip beslenmeyi saglayan,
dolasan viicut sivilar1 ile temas halindedirler. Bu sivilar tiim boliimler i¢in gerekli olan
canliligy, farklilasmay1 ve hiicrelerin biiylimesini saglarlar. Buna benzer, canli hiicreler in-
vitro olarak iretildiginde kiiltlir stvisi, hiicrelerin tiim beslenme gereksinimlerini karsilar.
Genellikle hiicre dizisinin alindig1 ticari kuruluglarda, hiicre dizisi ile birlikte idame, {liretme

ve stoklama sivilarmin formiilleri de bulunur. Kiiltlir ortami olusturuldugunda, eger bir
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kontaminasyon durumuyla karsilasilirsa, kullanilan sivilarin iiremeye engel olup olmadigi
(toksisite testi), sterilizasyon kontrolii (bakteri ve mantarlar icin) ve mikoplazma cinsi

bakteriler ile kontaminasyon kontrolii yapilir. Bu kontroller diizenli araliklarla tekrarlanir.

2. Hiicre kiltiiri kavram, hiicre kokenleri, hiicre dizisini

stoklama, stok acma ve idame ettirme yontemleri

2.1. Hiicre kiiltiiri

Bu yontemin temel ilkesi, canli dokulardan alinan parcalarin in-vitro kosullarda yasama
ve liremelerini saglamaktir. Tiip, sise gibi laboratuvar gereclerinde uygun besleyici sivilarin
icinde iretilerek kullanilan canli dokulardir. Bu amagla farkli canlilarin (insan, maymun,
tavsan, kobay, fare) gesitli organlar1 (bobrek, akciger, tliimor, amniyon zarlari, vb) Once
pargalanarak tek tek hiicrelere ayrilirlar. Bu hiicreler ¢esitli tuzlar, tampon maddeleri, tiip veya
siselere konulur. Bu hiicre siispansiyonu 37° C’de bekletildiginde hiicreler kabm ¢eperine
yapisarak iirerler. Ureme sonucunda olusan yapiya hiicre kiiltiirii denir. Cok gesitli

kaynaklardan saglanan ve dokulardan elde edilen hiicre kiiltiirleri ti¢ boliimde incelenir:
1) Primer (birincil) hiicre kiiltiirleri
2) Sekonder veya diploid hiicre kiiltiirleri

3) Siirekli veya heteroploid hiicre kiiltiirleri

2.1.1. Primer hiicre Kiiltiiri

Dogrudan dokudan elde edilen hiicre kiiltiirlerine primer hiicre kiiltiirleri denir. Primer
kiiltiirler elde edildildikleri dokunun Ozelliklerini tasirlar. Genellikle heterojen bir yapi
gosterirler, hiicre hatlar1 gibi tek tip hiicreler degillerdir. Primer hiicre kiiltiirleri kiiciik doku
parcalarnin petri yiizeylerine ekilmesiyle eksplant kiiltiirler halinde ya da enzim
uygulanmastyla tek hiicre siispansiyonu halinde yapilabilir. Primer kiiltiirler kontaminasyon
riski olan Kkiiltlirlerdir, bu ylizden manipulasyonlarda steriliteye 6zen gdsterilmelidir.
Kullanilan cerrahi malzemeler otoklavlanmis olmalidir. Tiim manipulasyonlar laminar kabin

icinde yapilmalidir.
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Ornek: Insan embiryonu bobregi (HEK), insan amniyonu (HAM), Reziis maymun bobregi

(RhMK), yesil maymun bobregi (GMK), tavsan bobregi (RK).

2.1.2. Sekonder hiicre Kkiiltiirii

Normal kromozom sayisina sahip diploid hiicrelerden elde edilirler. En fazla 50 kez

pasajlar1 yapilabilir.
2.1.3. Siirekli hiicre kiltiiri

Teorik olarak sonsuz pasajlart yapilabilir. Genellikle kotii huylu tiimorlerden elde

edilirler. Laboratuvar kosullarinda degisime ugrarlar ve kromozom sayilar1 sabit degildir.

Ornek: Insan Larenks Epidermoid Karsinomu (Hep -2), Insan Nazofarenks Karsinomu (KB),

Insan Serviks Karsinomu (HeLa)
2.2. Hiicre dizisi stok acma/stoklama

Hiicre dizisini pasajlama ve stoklama sirasinda hiicrelerde baz1 degisiklikler olusabilir.
Bu degisim; kiiltiir ortamindaki degisikliklerden, hiicreler ig¢inde bir grubun asir1
cogalmasindan veya genomik degisikliklerden (spontan mutasyon) kaynaklanabilir. Bu
olasiliklar1 en aza indirmek i¢in; laboratuvar kosullar1 standardize edilmeli, saf ve klonu
tanimlanmis hiicreler se¢ilmeli ve stokta saklanan hiicrelerin aralikli olarak rutine sokulmalar1
gerekir. Hiicre pasajlama iglemi flasklarda tek tabaka halinda bulunan hiicrelerin zarar
verilmeden yiizeyden 1s1 ve tripsin yardimiyla kaldirilip sivi i¢inde siispanse edilerek baska
ortamlara aktarma prensibine dayanir. Aktarilan ortam (tiip, flask) %35 CO2’li etiivde 37° C’de
hiicreler tam tabaka olana kadar inkiibe edilir. Standardizasyon agisindan her pasajlama
isleminde hiicre sayimi (Hiicre siispansiyonunun konsantrasyonu hiicreler optik olarak diiz bir
hazneye konularak mikroskop altinda sayilir. Tanimlanmis ve derinligi belli bir alan i¢indeki
hiicreler sayilir. Hiicre sayiminda hemositometre kullanilir ve hiicre canlilifini (trypan blue
canlilik testi) degerlendiren testler yapilmalidir. Hiicreler, 5. veya 10. pasaj sonrasinda yeterli
sayida c¢ogalabilir ve stoklanabilirler. Siirekli hiicreler, daha hizli {irerler, daha kolay
klonlanirlar. Yeterli miktarda {iretildikten sonra stoklanabilirler. Stoklamada kullanilan
besiyeri ve serum ayni marka olmali ve hiicre dizisinin seleksiyonu Onlenmelidir. En iyi

stoklama 1s1s1 s1v1 nitrojenle yapilandir. Stoklanacak hiicre igine mutlaka prezervatif soliisyon
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konulmalidir. Yavas yavas sogutulmali ve —70° C’nin {izerine ulastiginda siv1 nitrojene (196"
C) konmalidrr. Hiicreler —80° C’de 6 ay -1 yil canliliklarin1 koruyabilirler. Hiicreler yavas
dondurulup hizli eritilirler. Bu yilizden, hiicre agma isleminde azot tankindan c¢ikarilan
kiryotiipler hemen 37° C’lik su banyosunda hizla eritildikten sonra hiicre dizisine uygun

iiretme sivilar1 i¢ine alinarak tek tabaka lireyinceye kadar etiivde bekletilirler.

2.3. Hiicre kiiltiirii besiyeri ve soliisyonlar

Hiicre kiiltiirii besiyerleri laboratuar ortaminda hiicrelerin normal metabolik
aktivitelerini siirdiirebilmeleri i¢cin gerekli olan mikro ¢evreyi saglayan besleyici
soliisyonlardir. Hiicre kiiltiirli besiyerleri igeriklerindeki aminoasit, karbonhidrat, vitamin ve
iyonlarla hiicrelerin gelisimini desteklerler. Laboratuar ortaminda hiicrelerin ¢ogaltilabilmesi
icin uygun pH, sicaklik ve nemin saglanmasi ¢ok Onemlidir. Hiicre kiiltlirii besiyerleri
iceriklerindeki iyonlarla gerekli ozmolarite ve pH’1 da saglarlar.
Besiyeri ihtiyaci hiicrelerin tipine, adaptasyon kabiliyetine ve hiicre kaynagi organizmanin
tiiriine gore farklilik gosterir. Hiicreler farkli besiyerlerinde farkli davranabilirler. Bu yilizden
calismanin amacina gore hiicrenin besiyeri ihtiyaclarinin belirlenmesi gerekir.
Hiicrelerin canliliklarinin devami ve ¢ogalmalar1 i¢in aminoasitler, karbonhidratlar, lipidler,
vitaminler, iyonlar ve proteinlerin ortamda bulunmasi sarttir. Standart bir besiyerinde

yukaridaki bilesenlerin saglanmasi i¢in iki temel soliisyon uygulanir:

2.3.1. Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM)

Hiicre kiiltlirlerinde olmasi gereken temel aminoasit kombinasyonu ilk defa Eagle
tarafindan 1955°de tanimlanmistir. Kendi ismini tagiyan Minimum Eagle’s Medyum (MEM)
isimli besiyeri baz1 modifikasyonlarla bugiine kadar gelmistir. Dulbecco tarafindan modifiye
edilen DMEM soliisyonu bugiin somatik hiicre kiiltiirlerinde en sik kullanilan besiyeri
bilesenidir. DMEM hiicrelerin beslenebilmeleri i¢in gerekli glukoza, canliliklarmi
stirdiirebilmeleri i¢in uygun ozmolarite ve pH’a, fonksiyonlarmni gorebilmeleri i¢in gerekli

aminoasitlere ve vitaminlere sahiptir. Ancak tek basina hiicre gelisimi i¢in yeterli degildir.

2.3.2. Fetal Bovin Serumu (FBS)

Serum, hiicrelerin tutunabilmeleri ve ¢ogalmalar1 i¢in kullanilan ve icerigi tam olarak

tanimlanmamig zengin bir protein ¢ozeltisidir. Bu protein ¢ozeltisinin i¢inde hormonlar,
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enzimler, hiicrenin bilylimesi ve c¢ogalmasini saglayan biiyiime faktorleri, yilizeylere
tutunabilmesini saglayan hiicreler arasi matris proteinleri bulunur. Hiicre tiirline ve
uygulamalara gore besiyerindeki serum orani degisebilir. Standart bir somatik hiicre
kiiltiiriinde serum orani %10’dur. Serum iiretimi pahali ve zahmetli bir siirectir. Sigir
embriyolarmnimn kanlarmin toplanmasiyla hazirlanan serumlarin iiretiminde bir standart yoktur.
Farkli hayvanlardan elde edilen serumlar birbirlerinden farklilik gosterirler. Bu da deneylerin
sonuglarini etkilemektedir. Bu dezavantajlarindan dolayr bazi laboratuarlar serumsuz
besiyerlerini kullanmaktadirlar. Serum kullanilmayan bir besiyerinin c¢esitli biiyiime ve
tutunma faktorleriyle desteklenmesi gerekir, bu da ¢aligmasina gore serumdan daha pahaliya

mal olabilir.

2.3.3. Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (dPBS)

Hiicre i¢i ve disindaki ozmotik basinci dengede tutan bir tuz soliisyonudur.
Igerigindeki inorganik tuzlar ve su, hiicre metabolizmasini destekler. pH’1 tamponlayarak

hiicreler i¢in uygun bir ortam saglar.

2.3.4. Tripsin

Tripsin hiicre pasajlamalarinda kullanilan temel enzimdir. Tripsin bir serin proteaz tipi
enzimdir, lizin ve arjinin aminoasitlerinin peptidlerini yikar. Laboratuarmmizda %2,5 EDTA’1
tripsin soliisyonu kullanilmaktadir. Tripsin kullaniminda dikkat edilmesi gereken bazi
noktalar sunlardir:

* .20° C’de saklanir, daha yiiksek sicakliklarda bekleyen triipsin soliipsinin aktivitesi diiger,
bu ylizden aligatlanarak saklanmas1 uygundur.

* Serum tripsin inhibitorlerini igerir, hiicrelere tripsin uygulanmadan 6nce mutlaka bir kere Ca
ve Mg icermeyen FBS ile yikanmali ve yilizeylerindeki serum uzaklastirilmalidir.

* Tripsin hiicrelerin yiizeyini ortecek kadar uygulanir. Laboratuarimizda 100 mm’lik petriler
icin 2 ml, 60 mm’lik i¢in 1ml, 35 mm’lik i¢in ise 0.5ml uygulanir.

* Tripsin sicaklik arttikga daha etkili caligir. Tripsin uygulanan hiicreler inkiibatore
konulduklarinda yiizeyden daha ¢abuk, oda sicakliginda ise daha yavas ayrilirlar.

* Hiicreler yiizeyden ayrilir ayrilmaz tripsinin inhibe edilmesi 6nemlidir. Tripsin hiicreleri

yiizeyden ayirdiktan sonra hiicre membranlarina zarar vermeye baslar.
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* Hiicrelerin yiizeyden ayrilma hizi degisebilir. Besiyerindeki serum orani, hiicre tipi,
petrideki hiicre yogunlugu, tripsinin aktivitesi ve son pasaj lizerinden gecen siireye gore
hiicreler farkli zamanlarda kalkarlar.

* Farkli sigelerdeki tripsinler birbirlerine her zaman es deger olmayabilir.

* Tripsini inhibe etmek i¢in tripsin hacminin en az iki kati1 kadar %10 FBS’lu besiyeri

uygulanmalidir. Daha sonra hiicreler pipetlenerek birbirlerinden ayrilirlar.

2.4. Hiicre Pasajlama

Hiicreler pasajlanabilmeleri i¢in hiicre kiiltiir petrilerinin yiizeyini tamamen kaplamis
olmalidir. Boyle petrilere ‘konfluen petriler’ denir. Konfluen petrilerin lizerindeki besiyeri
aspire edilerek uzaklastirilir. Hiicreler serumdan arindirilmak i¢in FBS ile yikanir. FBS aspire
edilerek uzaklastirilir. Hiicreler inkiibatorde tripsinle 5 dakika inkiibe edilir.
*100 mm petri i¢in 2 ml tripsin
* 60 mm petri i¢in 1 ml tripsin
* 35 mm petri i¢in 0,5 ml tripsin uygulanir.
Tripsine duyarlilik, hiicre tipine gore farklilik gosterir. Bu ylizden tripsin uygulanan
hiicrelerden bazilar1 5 dakikadan daha az siirede petri yiizeyinden ayrilabilir. Bu nedenle
mikroskop altinda araliklarla kontrol edilmesi gerekmektedir. Tripsin, hacminin en az iki kat1

serumlu besiyeriyle inhibe edilir.

* 100 mm petri i¢in 2 ml tripsin, 4 ml besiyeri

*60 mm petri icin 1 ml tripsin, 2 ml besiyeri

*35 mm petri i¢in 0,5 ml tripsin, Iml besiyeri uygulanir.

Hiicreler pipetlenerek tek hiicre slispansiyonu haline getirilir ve bir falkon tiipe aktarilir.
Tiipe 2 -3 ml daha medyum ilave edilir. Hiicre siispansiyonu santrifiijlenir (1000 -1500 rpm, 5
dakika), slipernatan uzaklastirilir. Hiicreler 1 ml besiyerinde sulandirilarak sayilirlar ve daha

sonra petrilere ekimler yapilir.

2.5. Hiicre Sayillarinin Hesaplanmasi

Iml kiiltiir medyumunda sulandirilan hiicre siispansiyonundan 10 pl alinarak ependorf
tipe konulur ve tizerine 90 pl Tripan Blue boyasi konarak karistirilir. Bu karisim Toma

lamma konur, Toma lamindan 5 bdlme sayilir, bulunan say1 sulandirma miktar1 50.000 ile
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carpilir. Sonug olarak 1ml medyumda ka¢ milyon hiicre oldugu bulunur. Ekim yapilacak say1
belirlenip hiicrelerin petriye ekimleri yapilir. Genelde 60 mm’lik konfluent bir kiiltiir kab1 2
tane 100 mm’lik medyumlu kiiltiir kabmna gegirilir. 100 mm hiicre kab1 1/5 oraninda 100
mm’lik bagka bir kaba gegirilir. 60 mm’lik hiicre kab1 1/5 oraninda 60 mm’lik baska bir kaba

gegirilir.

100 mm’lik kiiltiir petrisine 5x10°

60 mm’lik kiiltiir petrisine 2x 10°

35 mm’lik kiiltiir petrisine 1x10°

24 kuyuluk kiiltiir kabinm her kuyusuna 125.000 hiicre transfer edilir.
Bunun i¢in hiicre kiiltiir kabi1 sayilir ve 500.000 hiicre/ml olacak sekilde seyreltilir.

100 mm’lik kiiltiir petrisine 10 ml hiicre siispansiyonu

60 mm’lik kiiltiir petrisine 4 ml hiicre siispansiyonu + 1 ml medyum

35 mm’lik kiiltiir petrisine 2 ml hiicre siispansiyonu + 1ml medyum

24 kuyulugun her kuyusuna: 250 pl hiicre siispansiyonu + 250 pl medyum.

2.6. Hiicrelerin Dondurulmasi

Petri lizerindeki besiyeri aspire edilerek uzaklastirilir. Hiicreler serumdan arindirilmak
icin PBS ile yikanir, daha sonra PBS aspire edilerek uzaklastirilir ve hiicreler inkiibatdrde
tripsinle 5 dakika inkiibe edilir. Tripsin, hacminin en az iki kat1 serumlu besiyeriyle inhibe
edilmelidir. Daha sonra hiicreler pipetlenerek tek hiicre siispansiyonu haline getirilirek bir
falkon tiipe aktarilir, iizerine 2 -3 ml daha medyum ilave edilir. Hiicre silispansiyonu
santrifiijlenir (1000 -1500 rpm, 5 dakika), siipernatan uzaklastirilir. Pellet 1 ml besiyerinde
sulandirilarak sayilir. Dondurma tiipleri igerisine 1: 1 oraninda dondurma medyumu ve hiicre
¢ozeltisi konulur. Tiipler dondurma kabma yerlestirilir ve kap - 80° C’lik derin dondurucuya

konulur.

2.7. Hiicrelerin Coziilmesi

S1vi nitrojenden (-196° C) veya — 80° C’den alman kriyovial 37° C’lik su banyosunda
hizl1 bir sekilde eritilir. Kriyovialin i¢indeki hiicre siispansiyonu 6 ml besiyeri i¢eren falkon
tiipe yavasga aktarilir. Hiicreler DMSO igerisinde olduklari i¢in maniplasyonlar nazik

olmalidir. Tlip 1800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra iist siv1 atilir ve pellete 1 ml
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medyum uygulanir. Hiicreler 1 ml medyum ic¢inde iyice ¢oziindiikten sonra iizerlerine 4 ml
besiyeri eklenir. 5 ml’lik hiicre slispansiyonu 60 mm’lik medyumlu kiiltiir kabimna aktrilir.
Ertesi giin medyum degistirilir (2.glin). Kiiltiir kab1 her giin invert mikroskop ile kontrol

edilip hiicreler konfluen olduklar1 giin tripsinlenerek pasajlanabilir.
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GEREC VE YONTEMLER

1. Laboratuvar Kosullarinin Saglanmasi

Hastalardan korpus kavernozum dokusu alinmasi i¢in ameliyathane kosullarinda steril ortam
olusturulmas: ve dokunun da laboratuvara hizla tasinmasi gerekmektedir. Doku almmasi
islemi esnasinda laboratuvarm hazir olmasi, laminar akimin en az 30 dk UV altinda ¢alismasi
ve bu esnada hava akiminin da agik oldugunun kontrol edilmesi gereklidir. 37° C’lik su
banyosu calistirilarak uygun sicakliga gelmesi saglanir. Coziinmesini veya yeterli sicakliga
gelmesini istedigimiz soliisyonlar su banyosuna konulur. Eller isleme baslamadan once
yikanir, alkolle silinir ve bundan sonraki tiim islemler laminar akimli kabinler i¢inde
gerceklestirilir. Kullanilacak malzemeler bir yardimei tarafindan tek tek alkolle silinerek igeri

alinir ve ellerin disar1 ¢ikarilmamasina dikkat edilir.

2. Biiyiime Ortamlarinin Hazirlanmasi

Medyum hazirlamak icin 500 ml DMEM soliisyonu, FBS, 5 ml glutamin ve 5 ml
sulandirilmis penisilin/streptomisin  soliisyonu kullanilir. 500 ml’lik DMEM soliisyonu
icinden 60 ml uzaklastirilarak, icine 50 ml FBS, 5 ml glutamin ve 5 ml penisilin/streptomisin
eklenir. FBS -20° C’de muhafaza edilir. Kullanim igin ¢ikarilip erimesini bekledikten sonra
56° C’de 25 dakika inaktive edilerek 50 ml’lik tiiplere boliiniir ve -20° C’den saklanir. Her
ortam hazirlanmasi esnasinda 50 ml’lik tiipler su banyosunda uygun sicakliga getirildikten
sonra kullanilir. Bunun disinda Endotelyal Biiyiime Medyum ( EBM ) kullanilir. EBM
icerisinde; 10 ml FBS, 0,5 ml R*-IGF-1, 0,5 ml heparin, 0,5 ml askorbik asit, 0,5 ml rhEGF,
0,5 ml gentamisin/amfoterisin, 0,2 ml hidrokortizon, 0,5 ml VEGF, 2 ml rhFGF-B
bulunmaktadir. Her iki bityiime ortami da -20° C’de saklanir ve saklama islemi ortamlarm ilk
hazirlanma asamasinda aligatlanarak yapilmalidir.

Ortamlarin  hazirlanmast  asamasinda, daha sonraki bir¢ok  kiiltlir — ortaminin

kontaminasyonundan sorumlu olmamasi i¢in sterileteye son derece dikkat edilmelidir.
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3. Enzim Hazirlanmasi

Dokular1 mekanik olarak parcalara ayirdiktan sonra inkiibatérde parcalanmanin
kimyasal olarak da devam etmesi i¢in enzim kullanilmas1 gerekir. Bunun i¢in kollajenaz ve

elastaz kullanildi.

3.1. Kollajenaz Hazirlanmasi
Laminar akim ic¢inde steril kosullara dikkat ederek, kollajenaz igerisine 25 ml HSS

(Hanks salt solution) konulur, tiip asagi yukari sallanarak karigmasi saglanir. Daha sonra
karisim enjektore yerlestirilerek filtreden gegirilir ve siiziilen soliisyon tiipte toplanir. Tiipiin
iizerine tarih ve igerik yazilir. — 20° C’de saklanir. Kullamlacagi zaman 37° C’de su
banyosuna konularak uygun sicakliga getirilir. Ornekler yine ilk hazirlanma asamasinda

aligatlanir.

4. Dokunun Alinmasi — Tasinmasi

Tim hazirliklar tamamlandiktan sonra dokunun saglikli olarak alinmasi ve hizla
laboratuara getirilmesi gerekmektedir. ED nedeniyle penil protez takilmasi planlanan nin,
ameliyat esnasmda protez materyali takilmadan oOnce insizyonla korpus kavernozum
yapilarinin goriilmesini takiben dokular keskin diseksiyonla almarak once serum fizyolojik ile
yikanir. Daha énce 37° C’de isitilarak hazirlanmis medyum igine steril kosullara dikkat

edilerek konulur. Hizlica laboratuvar ortamina gatiiriiliir.
5. Dokunun Islenmesi

Tiip i¢inde gelen doku, laminar akim i¢ine alinir ve tiip i¢cindeki medyum uzaklastirilir.
Dipte kalan doku bir petri kabmin i¢ine, dokuyu zedelememek i¢in tiip ters g¢evrilerek

bosaltilir. Dokuyu kii¢iik pargalara ayirmak icin 2 yontem uygulanir.
1-Dokunun iki bistiiri yardimiyla 1 -2 mm’lik parcalara ayrilmasi,

2-Metal bir spatiil yardimiyla ezilerek parcalanmasidir.
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6. Dokularin Inkiibatore Gidis Basamaklar1

Mekanik parcalanma islemini takiben dokular kiiciik petri kaplarmin iglerine
yerlestirildikten sonra enzimatik parcalanma islemi i¢in tiim kaplara ayni miktarda enzim

konulmadi (kollajenaz, elastaz). Bu noktada dokular 3 farkli isleme tabi tutuldu.
1- Kollajenaz uygulanmasi

2- Elastaz uygulanmasi

3- Higbir enzimatik isleme tabi tutulmadan pargalanmis dokunun besleyici medyum

(DMEM) eklenerek direk inkiibatore yerlestirilmesi (eksplant kiiltiir)

Bu petri kaplarma yerlestirme esnasinda, deneyin saglikli sonuglar vermesi ve en dogru
yontemin bulunmasini saglamak i¢in farkli doku boyutlarmin, farkli enzim miktarlarinin ve
37° C shaker’da kalma siirelerinin her bir 6rnek hazirhginda farkli olmasma dikkat edildi.

Hazirlanan petri kaplar1 37° C 1 saat 80 rpm’de shaker’a konuldu. islem bittikten sonra
yine ornekler laminar akim i¢inde agilarak petri kaplarmin her birine enzimin ( kollajenaz ve
elastaz) inhibisyonunu saglamak i¢in 5 ml medyum eklendi ve bunlar 15 ml’lik falkon tiipe
konuldu.

Daha sonra falkon tiipler 300G’de 25° C 5 dakika santrifiij edildi. islem sonras: iistte kalan
kisim pipetle ¢ekilerek alindi. Dipte kalan dokularin tizerine 3 ml medyum eklenerek aspire
edildi. Alinan materyal 6 cm’lik petri kabma birim alanda en az doku olacak sekilde
bosaltilirak {izerine 10 ml medyum eklendi. Bu son agsamada kullanilan medyum DMEM
olabilecegi gibi deneyimizde EBM de kullanildi.

DMEM, hiicrelerin beslenebilmeleri i¢in gerekli glukoza, canliliklarini siirdiirebilmeleri i¢in
uygun ozmolarite ve pH’a, fonksiyonlarini gorebilmeleri icin gerekli aminoasitlere ve
vitaminlere sahiptir. Ancak tek basina hiicre gelisimi i¢in yeterli degildir. EGM igerisinde IGF
-1, FBS, Heparin, Askorbik asit, th-EGF, Gentamisin siilfat, VEGF, Hidrokortizon, thFGF

bulunmaktadir.
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Tablo 1: 3no’lu hastanin dokularmin kiiltiir semasi1

Enzim Inkiibator Boyut Lamininli kap
A Kollajenaz 2 ml | 2 saat 0.5- 1 mm’
B Elastaz 2 ml 2 saat 0.5- 1 mm’ Kullanild:
C Elastaz 2 ml 4 saat 0.5- 1 mm’
D Elastaz 2 ml 4 saat 0.5- 1 mm’
E eksplant - - 0.5- 1 mm’ Kullanild:
F eksplant - - 0.5- 1 mm’
G Elastaz 2 ml 2 saat 0.5- 1 mm’
H Elastaz 2 ml 4 saat 0.5- 1 mm’ Kullanild:
Tablo 2: 4 no’lu hastanin dokularinin kiiltiir semasi
Enzim Inkiibasyon | Boyut  / filtre Attachment F.
K Elastaz 2 ml 2 saat 0.5- Imm’ Kullanild:
L Elastaz 2 ml 2 saat 0.5- Imm’ Kullanild:
M Elastaz 2 ml 4 saat 0.5- Imm’/ + Kullanild:
N Elastaz 2 ml 2 saat 0.5- Imm’ -
Q) Elastaz 2 ml 2 saat 0.5- Imm’ -
P Elastaz 2 ml 2 saat 0.5- Imm’/ + -
R eksplant 0.5- Imm’ Kullanild:
S eksplant 0.5- Imm’ -

7. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Insan korpus kavernozum dokusundan primer hiicre kiiltiirii yapilmasini takiben ilk 3

giin petri kaplari, hiicrelerin ylizeye yapismasimi zorlagtrmamak i¢in inkiibatorden

cikarilmadi. Hiicrelerin giinasir1 mikroskobik incelemeleri yapildi. Bakida petri kabini
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hiicrelerin doldurmus oldugu gériildiigiinde pasajlama yapilmas: gerekir. Pasajlama igin
yeniden laminar akim hazirliginm yapilmasi, kullanilacak olan malzemelerin alkolle silinerek
alana almmasini takiben pasajlama yapilmasi diisiiniilen petri kaplar1 belirlendikten sonra
inkiibatorden swrayla bir yardimci tarafindan alinarak laminar akim i¢ine konulur. Petri
kabinin kapag acilir ve agiz kismi havaya bakacak sekilde konulur. Pipet yardimiyla medyum
uzaklastirilir. 2 ml PBS ile yikanir, PBS c¢ekilir. 1 ml Tripsin eklendikten sonra mekanik
olarak hiicrelerin yiizeyden ayrilmasini kolaylastirmak i¢in petri kabina alttan vurma iglemi
uygulanir. Ayrica bu hareket 6zellikle laminin ya da attachment faktor gibi hiicrelerin petri
yiizeyine yapilmasmi kolaylastiran maddelerin kullanilmasindan sonra yapismay1
kolaylastirict fakat ayni zamanda da tripsin sonrasi ayrilmayi da zorlastirict etkiden
kurtulmaya yardimei olur. Daha sonra kap inkiibatore yerlestirilir, 3 dk sonra alinir. Gozle
bakida hiicrelerin havalanmis oldugunun goriilmesini takiben tripsini inhibe etmek icin
ortama 2 ml medyum eklenir. Pipet yardimiyla ortamdan hiicreleri igeren 3 ml soliisyon
cekilir. Bunlar1 her bir petri kabimna 1 ml olacak sekilde konulur. Her birinin iizerine 7 ml

medyum ekleyerek yeni hazirlanmis olan pasaj kaplar1 inkiibatore yerlestirilir.

8. Hiicrelerin Dondurulmasi

Yeterince hiicre olmasi durumunda daha sonra kullanilmak iizere, fazla hiicrelerin
dondurulmasi igleminde oncelikle dondurma medyumu hazirlanmasi gerekir. Bunun igin %
0,8 DMSO’dan 2 ml ve % 20’lik FBS’den 23 ml eklenerek toplam 25 ml’lik medyum elde
edilir. Elimizdeki konfluen hiicre kiiltiir kabin1 alarak 6nce i¢lerindeki medyum uzaklastirilir.
Hiicreler PBS Dulbecco’s medyum’la (2 ml) yikanir. 1ml tripsin eklenerek hiicrelerin
tabandan havalanmasi saglanir ve lam inkiibatore konularak 3 dk bekletilir. Inkiibatérden
¢ikarildiktan sonra tripsini inhibe etmek i¢in {izerine 2 ml medyum eklenir. Elimizdeki 6rnek
falkon tiipte toplanir ve tiip 7 dakika 600 G’de santriflij edilir. Santriflij sonrasi iistte kalan
kisim atilir ve 1 ml’lik mikro pipet kullanarak tiipiin i¢ine 2 ml dondurma medyumu
eklenerek medyumun dipte c¢oken hiicrelerle iyice karigmasi saglanir. 1ml’lik tiiplere

konularak -80° C’de saklanur.

9. Dondurulan Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Daha énce —80° C’de dondurulmus hiicreler, ici distile su ile doldurulmus 37° C’deki
sicak su banyosuna konularak ¢oziiliir. Hiicrelerin dondurulmasi yavas fakat ¢ozdiiriilmesi

hizli olmalidir. Ozel dondurma tiipiiniin icindeki 1 ml materyal alinarak falkon tiipe konulur

25



ve lizerine 5 ml DMEM eklenerek santrifiije konularak 1500 rpm de 5 dk cevrilir. Santrifiij
sonrast tliplin iistiinde kalan kisim atilir. Altta kalan kisim alinarak flaska konulur ve {izerine
30 ml DMEM eklenerek inkiibatore yerlestirilir.

(oziilen hiicreler 5. giinde inkiibatorden ¢ikarilip, ortami uzaklastirildiktan sonra, 2 ml
tripsin eklenerek inkiibatorde bekletilir. Uzerine 8 ml medyum eklenerek elimizde son olarak
toplam 10 ml soliisyondan Toma lamma 1 ml damlatilir ve x10 biiyiitmede yapilan sayimda

500 hiicre oldugu goriilmesi yeterli sayida hiicrenin varligina (yaklasik 50x10°) isaret eder.

10. PCR

KK dokusundan elde edilen RNA’lardan PCR yontemiyle ABCA1 ve Kaveolin’in
mRNA ekspresyonlarina bakild.

10.1. Hiicrelerden RNA izolasyonu

Dokular 5 dakika inkiibasyon sonrast Sigma 3K30 santrifiij cihazinda, +4° C’de 5000
rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi tiipte olusan seffaf sivi kisim bagka bir
ependorf tiipe pipet yardimiyla alindi. Alinan miktarin iizerine kullanilan trizoliin 1/5°1 kadar
%99 kloroform (Sigma) eklendi. Tiipler elde 5 dakika sallanarak homojenizasyon saglandu.
Daha sonra 4° C’de 8000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant almip iizerine
RNA’nin ¢okmesi i¢in aynit miktarda isoproponol (Merck) eklenerek -20° C’de 24 saat
bekletildi. Daha sonra drnekler -20° C’den ¢ikarilarak 4° C’de 8000 rpm’de 15 dakika
santrifiij edildi. Santriflij sonrasi tiipteki izoproponol uzaklastirildi. Dipteki RNA 1 ml %75
etanol eklenerek (Merck) ile yikanip +4° C’de 8000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Bu
islem iki kez daha yapildi. Santrifiijden sonra etanol pipet yardimiyla uzaklastirildi ve tiipteki
RNA 3 saat kurumaya birakildi. Kuruyan RNA uygun miktarda Diethyl pyrocarbonate
(DEPC) (Sigma) uygulanmig steril distile suda ¢oziildii. RNA konsantrasyonu Lambda 25
UV/VIS Spektrofotometresi (PerkinElmer) ve programi kullanilarak spektrofotometrik olarak
Olgiildii. 260nm’deki absorbans degeri kullanilarak RNA konsantrasyonu, Ajeo/Azso degerleri
kullanilarak ise RNA kalitesi degerlendirildi. RNA o6rnekleri daha sonra kullanilmak iizere -

80° C’buzdolabinda sakland.
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10.2. RNA’lardan ¢cDNA Sentezi

cDNA sentezinde 6rnekler 4 pg olacak sekilde hacimleri hesaplandi. Ornekler 10 pl
olacak sekilde DEPC’li su eklendi. Orneklerin iizerine 1’er ul Random Hexamer (0,2 u/ul)
eklenerek termal cycle cihazinda (Tchne TC- 412) 70° C’de 5 dk muamele edildi. Ornekler
buz {izerine alindiktan sonra iizerine 2 ul 5X Reaction Buffer, 2 ul 10 Mm dNTP MIX, 1 pl
RNase inhibitdr (20u/pul) karisimi eklenerek termal cycle’da 25 °C’de 5 dk muamele edildi.
Daha sonra orneklerin tizerine 2 pl 5X Reaction Buffer, 1 pl Reverse Transcriptase (200u/
pl)’dan olusan karisim ekelenerek termal cycle’da 1 siklus 25° C’de 0,1dk, 25° C’de 10 dk,
42° C 1 saat, 70° C’de 10 dk muamele edildi. Ornekler almarak -20° C’de derece konuldu.

10.3. cDNA’dan DNA Sentezi

DNA sentezi i¢in 2 pul cDNA kullanilarak sentezlendi. 10,2 pl distile su, 0,4 pl 10 MM
dNTPmix, 1,2 ul MgCl, 2 pl Taq Buffer, 2 pl ileri primer, 2 pl geri primer, 0,2 pl Taq
Polymerase’dan olusan karigimdan 18 pl epondorf tiiplere dagitilarak iizerine 2’ser ul cDNA
eklendi. Karisim Termal cycle cihazina konuldu. Burada GAPDH igin 95° C 'de 5 dakikalik
denatiirasyon, 50° C 'de 30 saniye primer baglanmasi ve 72° C 'de 1 dakikalik zincir uzamasi
basamaklarini olusturacak sekilde 30 dongliden olusan PCR tepkimesidir. Kaveolin i¢in 95°
C'de 5 dakikalik denatiirasyon, 55° C 'de 30 saniye primer baglanmasi ve 72° C 'de 1 dakikalik
zincir uzamasi basamaklarint olusturacak sekilde 30 dongiiden olusan PCR tepkimesidir.
ABCALI igin 95° C 'de 5 dakikalik denatiirasyon, 55° C 'de 30 saniye primer baglanmas ve
72° C'de 1 dakikalik zincir uzamasi basamaklarmi olusturacak sekilde 35 dongiiden olusan

PCR tepkimesi uyguland1. Sentezlenen 6rnekler 4 ° C sogutucuya kaldirildu.

10.4. Agoroz Jel Hazirlanmasi

TAE buffer yapmak i¢in 20 ml TAE + 980 mll distile su birlestirilir. 200 ml TAE
buffer 3 gr Agarozla karistirilarak agarozun ¢oziinmesini saglamak icin 7 dk mikrodalgada
bekletilir.

Firindan ¢ikarilan ¢6zeltinin i¢ine 6 ml etidyum bromiir konulur ve jel dokiiliir.

10.5. Orneklerin Jele Yiiklenmesi ve Elektroforezde Yiiriitiilmesi

% 1,5’Iuk agoroz jele, 10 pl PCR fiiriini ile 2 pl yiikleme soliisyonundan olusan
karisim yiiklendi. 1. yuvaya; 2 ml markir, 2 ml loading dye, 8 ml distile steril su ve ikinci

yuvaya 2 ml loading dye ve 10 ml PCR iiriinii ve bundan sonraki yuvalara da sirayla
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elimizdeki PCR firiinleri tek tek yerlestirilir. Markir olarak 100 bp DNA Ladder kullanilir.
Thermo EC1000 -90 elektroforez cihazinda 200 V, 60 mA’ de 2 saat yiiriitiildii.

10.6. Jeldeki Goriuntiilerin Alinmasi ve Bantlarin Dansitometrik Olarak

Hesaplanmasi

PCR firiinleri, agaroz jel elektroforezi ile ayrimlandiktan sonra Stratagene Egle Eye®
Goriintiileme Sistemi kullanilarak jel goriintiileri elde edildi. PCR iiriinlerine ait bantlar
LaBworks® analiz programi kullanilarak dansitometrik olarak oOlciildii ve yari-kantifiye

edildi.

11. RT-PCR
(Cozdiglimiiz hiicreler falkon tiip iginde 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten

sonra, santriflij sonras1 tiipiin iizerinde kalan kisim atilarak dipte kalan ve hiicre i¢eren kismin
icerisine 350 pl RA1 ve 3.5 pl B-merkaptoetanol eklenir ve vorteks’de calkalanir. Karisim
filtreden gecirilerek dis kismindaki toplama kabiyla santrifiije gotiiriilerek 11000G’de 1dk
cevrilir. Filtre santriflij sonras1 ¢ikarilir. Dipte kalan sivi alinarak i¢ine 350 pl %70’lik etil
alkol konulur ve vorteks’de calkalanir. Her 6rnek 2 ml’lik filtreli toplama tiiplerine konulur ve
lizat yiiklenerek 8000G’de 30sn santrifiij edilir. Dipte kalan kisim atilarak filtre uzaklagtirilir
ve bagka bir tiipiin i¢ine yerlestirilir.

350 pul MDS (Membran desalting solution) eklenerek membrani kurutmak i¢in 11000G’de
ldakika santriftij edilir. Alttaki kisim atilir ve filtre almarak yeni bir tiipiin i¢ine konulur ve
tizerine daha Once hazirlanan 95ul DNAse reaksiyon karigimi eklenir. 15 dakika oda
sicakliginda beklendikten sonra alttaki kisim atilir ve yeni bir tiipiin i¢ine konulur.

200 pul RA2 eklenir 8000G’de 30sn cevrilir, alttaki kisim atilarak yeni bir kolonun igine
konulur.

600 pl RA3 eklenir 8000G’de 30sn cevrilir, alttaki kisim atilarak yeni bir kolonun icine
konulur

250 pl RA3 eklenir 11000G’de 2dk ¢evrilir, alttaki kisim atilarak RNAse free tiip i¢ine
konulur.

60 ul H20(RNAse free) eklenerek 11000G’de 1dk ¢evrilir, alttaki kisim alinir ve RNAse free

tiipe ve sonrasinda -20 °C’ye konulur.
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BULGULAR

Petri kaplarina ekim yapildiktan sonra hazirlanan kaplar inkiibatore yerlestirildi.
Hiicrelerin yapismasim kolaylastirmak igin izlemler giinasir1 yapildi. Islemden 3 giin sonra
yapilan bakida, 6zellikle kiiclik pargalara ayirdigimiz dokularm etrafinda hiicre gruplarmnin
daha belirgin oldugu goriildi. 5. glin bakisinda belirgin igsi hiicreler (Resim 1) ve kiime
yapmis sekilde kiiboid yapida hiicreler (Resim 2) goriildii. Hiicrelerin kab1 belirgin sekilde

doldurmas1 nedeniyle ilk pasajlama yapildi. Pasajlama oncesi sekildeki gibi kabin doldugu

goriliir (Resim 3).

Resiml: Korpus kavernozum hiicre Kkiiltlirinde 5. giin bakisinda belirgin igsi hiicre
goriiniimii. Medyum olarak DMEM, enzim olarak kollajenaz kullanilan 1 -2 mm’lik doku

parcalarindan elde edilen korpus kavernozum hiicreleri goriilmektedir.( x400 biiyiitme)
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Resim 2: 5. giin bakisinda igsi hiicrelerin yaninda, dokularin etrafinda kiime yapmis sekilde

kaldirim tas1 manzarasi gosteren korpus kavernozum hiicreleri goriiliiyor ( x400 biiyiitme).
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Resim 3: Korpus Kavernozum hiicrelerinin pasajlama oncesi olusturdugu konfluen yapi

(x400 bliylitme).

Mikroskop altinda yapilan bakida konfluen yapinin oldugunun goriilmesi iizerine pasajlama
yapilir. ikinci hastanin dokular1 da yine aym sekilde alindiktan sonra ve bu Ornekte
kollejenazin yani1 sira elastaz da kullanildi. Dokular boyut, inkiibatorde kalma siiresi,
kullanilan kaplarda laminin kullanip kullanmama, elastaz kullanim1 gibi degisiklikler
yapilarak farkli &rnekler hazirlandi. Orneklerin 7. giin bakisinda, kollajenaz kullanilan A
kabinda, sekildeki hiicresel yapilar goriildii (Sekil 4). Hiicrelerin igsi yapida oldugu ve

hiicrelerin 6zellikle doku pargalarinin etrafinda kiimelendigi goriildii.
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Resim 4: Kollajenaz A uygulanan B kabinda 7. giinde korpus kavernozum hiicrelerinin igsi

yapida goriiniimii (x400 biiyiitme)

B o6rneginde lameller lamininle muamale edilmis olup, elastaz kullanilmasi da bir diger
farklilig1 ortaya koymaktadir. Kiiltiir hazirlanmasindan 1 hafta sonraki eszamanli bakida igsi
hiicrelerin yan1 sira, endotel hiicre benzeri kiiboid yapida hiicreler (kaldirim tasi manzarasi)

yaygin olarak gorlilmiistiir (Resim 5).
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Resim 5: Elastaz kullanimiyla endotelyal morfolojide hiicrelerin sayica arttig1 goriilmektedir

(x400 bliytitme).

C orneginde dokular bistiiri ile par¢alama iglemi yerine, metal bir spatiil yardimiyla ezilerek
lama yerlestirildi. Inkiibatorde 4 saat bekletilerek laminin icermeyen kapta hazirlanan

kiiltiirtin mikroskopik bakisinda hiicreye rastlanilmadi (Resim 6).
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Resim 6: Spatiil kullanilarak hazirlanan C kabinda korpus kavermozum hiicresi gézlenmedi
(x400 biiyiitme). Mevcut goriintii hiicre olarak diisiiniildii fakat daha sonraki bakilarda ayni

yapiin devam etmesi nedeniyle artefakt olarak degerlendirildi.
D o6rneginde elastaz kullanilmis olup, doku bistiiri ile parcalandi ve laminin kullanilmadi. 1

hafta sonraki mikroskopik bakida kiiciik kiimeler halinde 6zellikle lamin perifer kismma

lokalize olan kiiboid yapida hiicrelere rastlandi ( Resim 7).
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Resim 7: Elastaz uygulanan D kabinin 1 hafta sonraki goriintiisii; kiimelenmis endotelial

morfolojide hiicreler dikkat ¢cekmektedir (x400 biiyiitme).

E ve F adli eksplant 6rneklerde enzim kullanilmamis olup, doku parcalama isleminden sonra
E 6rnegi lamininli kaba, F 6rnegi lamininsiz kaba konulmustur. 1 hafta sonraki mikroskopik

bakida iki 6rnekte de hiicreye rastlanmadi (Resim 8).
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Resim 8: Lamininli kapta hazirlanan eksplant kiiltiirde korpus kavernozum hiicrelerine

rastlanilmadi (x400 biiyiitme).

Z o6rnegi, dokularm bistiiri ile pargalara ayrildigi lam, bir peri kabmnin igerisine konarak,
iizerine de medyum eklendikten sonra inkiibatore yerlestirildi. Kontrolde 6zellikle bistiiri
hattinin oldugu noktalarda hat seklinde hiicre kiimeleri goriildii. Fakat 2 giin sonraki bakida

lamin {izerinde hig hiicreye rastlanmadi (Resim 9).
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Resim 9: Kiiltiirlin hazirlandig1 kapta korpus kavernozum hiicrelerinin gdriiniimii (x400

biiyilitme)
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Resim 10: Korpus kavernosum hiicre kiiltiirinde igsi ve kiiboid hiicrelerin bir arada goriiniimii

(x400 biiylitme)

Hiicrelerin zemine yapigmasini kolaylastirmak i¢in attachment faktor ve biiylime medyumu
olarak da EBM kullandigimiz dokunun inkiibatorde 3.giiniin sonundaki mikroskobik
bakisinda igsi ve kiiboid yapida hiicrelerin miks yapida oldugu bir goriiniim mevcuttu

(Resim 10).

Ayni ornegin ilk kiiltiir tarihinden 1 hafta sonraki mikroskobik bakisinda tipik kaldirim tasi

manzarastyla karsilastik (Resim 11).
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Resim 11: Konfluen yap1 gosteren morfolojik olarak endotel yapisindaki korpus kavernozum

hiicrelerinin gériinimii (x400 biiyiitme)

Daha sonra morfolojik olarak endotel hiicre goriiniimiinde olan petri kaplarindaki hiicreleri
alarak PCR c¢alismasiyla endotel yerlesimli olan kaveolin, eNOS, ABCAI1’1 gostermeyi
amagladik. GAPDH kontrol grubu olmak iizere her seferinde 6rneklerden birinin cDNA’sin1
kullanarak PCR’1 kuruldu ve ilk deneyde uygun aralikta ABCA1 goriintiilendi (Resim 12).
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Resim 12: Korpus kavernozum hiicrelerinde GAPDH ve ABCA’nin agaroz jeldeki

goriintiileri

Daha sonra agaroz jelde kaveolin ve GADPH yiriitildi. Kaveolin uygun aralikta

goriintiilendi (Resim 13 ).

GADFH

ABCA

Resim 13: GAPDH ve kaveolinin agaroz jeldeki goriintiileri
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Resim 14: Endotel hiicrelerinin von Willebrand faktor ile immiinhistokimyasal olarak

gosterilmesi (x400 biiyiitme)
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TARTISMA

Hiicre kiltiirii, hiicrelerin kontrollii kosullar altinda iiretilmesine ve c¢ogaltilmasina
dayanan bir laboratuvar islemidir. Hiicre kiiltiirii elde etme teknikleri, 6zellikle 1950 ve
1960'lh yillarda viriislerin memeli hiicrelerinde iiretilmesi {izerine yapilan c¢aligmalar ile
gelisme gostermistir. Son yillarda deneysel kanser aragtirmalari ve kok hiicre konusunun
bilimsel olarak 6neminin ortaya konmasiyla toplumda da popiilerlik kazanmstir.

Son zamanlarda korpus kavernozum izolasyonunda farkli modellere basvurulmus ve
bu sayede ED ile iliskili biyokimyasal ve fizyolojik mekanizmalar hakkinda bilgilerimiz
artmustir (53,2). Korpus kavernozum piir primer hiicre kiiltiirii 6zel hiicre tiplerinin molekiiler
ve fonksiyonel karakteristiklerinin tanimlanmasina imkan saglamistir (3,4). Ilging olarak
temel hiicre kiiltiir ¢alismalar1 hemen hemen korpus kavernozum diiz kas hiicreleri iizerinde
yogunlagmistir. Bu hiicreler, peniste erektil fonksiyonu kolaylastirarak ereksiyonda onemli
gorevler kazanmiglardir (9,20). Yapilan calismalar diiz kasin, hem ereksiyon hem de endotel
disfonksiyonu iizerinde etkili oldugu yoniinde kanit tasimaktadir (21).

Intakt korporal doku, kas doku hiicreleri, endotelyal hiicreler ve fibroblastlarla
heterojen bir yapiya sahiptir. Bunlar optimal erektil fonksiyonu saglarlar (3,4). Her bir
hiicrenin 6zellikleri, diger hiicre tipleriyle olan iliskileri (17), organ banyosu (3,5,6,15) ve
kiiltiir ortamindaki iliskileri iyi tanimlanmalidir. Bu da yakin zamanda spesifik hiicre tipi
tizerinde primer Kkiiltlir yapilmasini kolaylastiracaktir. Bununla birlikte izole hiicre
kiiltiirlerinde diferansiasyonun bozulmasi ve hiicre safliginin saglanamamasi hiicre kiiltiir
tabanli deneylerde sonuglarin degerlendirmesini karmasik hale getirmektedir (22).

Korpus kavernozum parankimi diiz kas lif demetlerinden olusmaktadir. Fibroz iskelet,
tunika albuginea ve ona ait fibroz siitunlari, intrakaverndz fibréz iskelet, periarteriyel ve
perinoral fibroz kiliflar1 igerir. Kaverndz vaskiiler bosluklar (siniizoidler), diiz kas yapisinin
icine gomiilii olarak bulunmaktadir. Boylece diiz kas, her siniizoidi gercek bir muskiiler
duvarla olusturmaz (33). Spesifik hiicre tiplerinin izolasyonu ve kiiltiiriinlin yapilabilmesi,
farkli protokollerle her hiicre tipinde yiiksek diizeyde canlilik ve safligin saglanmasini
gerektirir.

Son zamanlarda, korpus kavernozumdan saf primer hiicre kiiltiir eldesi i¢in hala pek
cok teknik zorluk bulundugu yapilan c¢aligmalarla gosterilmistir. Ciinkii daha onceki
calismalarda izole endotel veya diiz kas hiicre kiiltiirlerinde morfolojik ve fonksiyonel
Ozelliklere odaklanilmistir. Bununla birlikte izolasyon protokol ayrintilarina dikkat

edilmemis, kiiltiir kompozisyonunun 6zellikleri tam olarak anlagilamamis ve bazen de hiicre
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kiiltiirii ile ilgili deney sonuglariyla ilgili yanlis yorumlar yapilmistir. Bu nedenle bu
calismaya odakli, kavernozal hiicre kiiltiir izolasyonu, homojen hiicre ylizdesi, hiicresel
fenotiple ile ilgili bircok makale incelendi. Bu ¢alismayla, daha sonra yapilacak, iiremeyle
ilgili izolasyon metodlarmi tespit etmek, insan penisinden yiiksek homojenlikte ve morfolojik
olarak 1iyi diferansiye endotel, diiz kas ve fibroblastik hiicreleri olusturmak amaglanmastir.

Pilatz ve arkadaslarinin 2005°de yaptig1 ¢aligsmada, yas ortalamasi 39 yil (17 — 57 yil)
olan toplam 57 hastanin kavernozal dokular1 alinmistir. Dokular, 33 hastada transseksiiel
transformasyon esnasinda, 23 hastada penil deviasyon operasyonu, 1 hastada da penil
karsinom operasyonu esnasinda alinmistir. Benzer deneyler fetal kavernozal diiz kas hiicreleri
tizerinde Crescioli ve Maggi tarafindan yapilmis olup, hiicre kiiltiiriine estradiol eklenmesiyle
doz bagimli olarak hiicre proliferasyonunda azalma goriilmiistiir (39). Ayn1 ortama testosteron
eklenmesiyle fetal diiz kas hiicre proliferasyonu artmistir. Krall yaptig1 c¢alismada insan
korpus kavernozum doku 6rnegini, 22 yasinda potent bir erkegin distal kesiminden ampute
edilen penisinden almistir (52).

Schultheiss, ¢aligmalarinda penil deviasyon ameliyat1 geciren 19- 63 yas araligindaki
12 hastanin penil dokularindan biyopsi ile 6rnek almis ve transseksiiel transformasyon
operasyonu olan 6 hastanin penil dokularinda immiinhistokimyasal boyama yontemi ile
androjen ve Ostrojen alfa reseptdr varligi arastirilmistir (1,8). Androjenlerin sinir sistemi
tizerinde hem periferal hem de santral etkilerinin olmasina ragmen korpus kavernozum
tizerinde lokal etkileri de mevcuttur. 7 giin boyunca kiiltiirlere belli miktarlarda; testosteron,
dihidrotestosteron, estradiol ve progesteron uygulanarak androjen ve dstrojen reseptorleri hem
stromal hem de endotelyal hiicrelerde aranmistir (1). Primer endotelyal hiicre kiiltiiri,
transsekstiel grubunun korpus kavernozumlarinin enzimatik izolasyonu ile olusturulmustur. 6
hastadan yeterli miktarda (yaklasik 200 mg) doku elde edilmis. Bu doku materyali 1mm’ lik
pargalara ayrilarak, iizerine %0,02’lik kollajenaz A eklenmis, 1 saat 37°C’de %5 CO®
ortaminda inkiibe edilmistir. Bu kiiltiirler CD31 ve von Willebrand Faktor antikorlartyla
immiinhistokimyasal yontemle boyanarak % 95 immiinpozitif hiicre saptanmistir. Granchi ve
arkadaslar1 insan fetal penil hiicreleri kullanarak fibroblast kontaminasyonu olmadan, piir ve
diferansiye insan erigkin korpus kavernozum hiicre kiiltiirii yapmisglar ve izolasyonu kolay ve
diferansiasyon oranlar1 iyi olan diiz kas hiicrelerini gostermislerdir (6). Rees ve arkadaslar1 da
kavernozal eksplant teknigi kullanarak piir diiz kas hiicreleri elde etmigler (14). Zheng ve
arkadaslar1 enzimatik izolasyon yOntemiyle eriskin insan korpus kavernozumdan fenotipik

olarak stabil diiz kas hiicre dizini olusturmuslardir (22).
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Calismamizda, grubumuz ED nedeniyle bagvuran, ortanca yas 59 olan ve yaslar1 54 —
65 arasinda degisen, Doppler USG ile gosterilmis vaskiilojenik ED problemi mevcut olan 8
hasta {lizerinde yapildi.

Dokularin ameliyathaneden laboratuvara uygun sicakliktaki medyum ile (DMEM)

hizla ulagtirilarak taze doku iizerinde calismak miimkiin olmaktadir. Kavernozal dokunun
endotel hiicrelerinin enzimatik ayrimimi saglamak icin, Pilatz’in ¢alismasinda yaklagik 16
mm’ liik parcalar kullanilmistir. Daha sonra bu 6rnekler 1 — 2 mm® litkk parcalara ayrilarak
plastik tiiplere konulmustur. Calismamizda dokunun hastadan yaklasik 30 — 35 mm’lik tek
blok halinde ¢ikarilmasma 6zen gostererek, bundan 1 — 2 mm®’liik doku pargalar: elde ettik.
Pilatz’in deney diizeneginde, dokular iizerine 5 ml kollajenaz veya elastaz eklenerek ve 37°
C’de shaker’a konulmustur. Calismamizda 1 — 2 mm®’liik dokulari, eklenen enzim miktarlari
farklilik olusturacak sekilde (1 — 4 ml kollajenaz veya elastaz) gruplara ayirdik. izolasyonun
14. giiniinde kollajenazla yapilan inkiibasyonda stromal hiicreler tarafindan kontaminasyonda
artis olmaktadir. Ayn1 zamanda kollajenazin miktar1 artinca kontaminasyonun da arttigi
gosterilmistir (44). Bu etkiyi yaptigimiz deneylerde de gozlemledik. Bunun iizerine kollajenaz
uygulamasini tamamen terk ederek sadece enzimatik parcalama islemi i¢in elastaz kullandik.
Sonu¢ olarak intakt doku parcalarmin inkiibasyonu yerine kiyilarak parcalanan doku
parcalara elastaz uygulanmasi ve metal bir spatula ile 2 dk boyunca dokunun ezilmesinin
hiicre saflik yiizdesinde belirgin bir artig yaptig1 goriilmiistiir.
Pilatz’m calismasinda % 0,02 kollajenaz A kullanimi ve uzun inkiibasyonla endotel dis1
hiicrelerde belirgin artis olmaktadir (44). Diger taraftan % 0,05 elastaz kullaniminda degisik
inkiibasyon siirelerinde az da olsa kontaminasyon olmaktadir (44). Elastaz kullanimiyla
kollajenazin aksine, ekstraseliiler matriksteki stromal hiicrelerin par¢alanmasi miimkiin
degildir (5,16,27,28). Fakat stromal hiicreler ekstraseliiler matriksi hemen hemen terk
etmektedirler. Literatiirde kolonize olmus silendirler, magnetik tanecikler, tanimlanamayan
magnetik aktif hiicreler ve kullanilan jelatin kapli kiiltiir flasklar1 purifikasyon
komplikasyonlar1  olarak  karsimiza  ¢ikmaktadir  (5,16,27,28). Bizim enzimatik
prosediiriimiizde kiigiik doku 6rneklerinde dahi yiiksek sayida hiicreye ulasilmistir.

Caliymamizda kontaminasyon elastaz kullaniminda da goriildi fakat adherensi
saglamak icin kullandigimiz laminin veya attachment faktor sonras1 kontaminasyonda azalma
oldu. Zaten % 0,02 kollajenaz A’y1, % 0,05 elastazla kiyasladigimizda 14 giinliik inkiibasyon
donemi sonrasi final {riinlerde endotel hiicrelerin belirgin olarak iyilesmis oldugu goriildii

(44). Sonug olarak enzimatik olarak izole edilen endotel hiicreleri kendi fenotipik 6zelliklerini
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kaybetmezler. Hiicreler, kiiltiir i¢inde kaldirim tas1 manzarasi, hiicresel spesifik protein
ekspresyonu, kontakt inhibisyon gosterirler.

Pilatz inkiibasyon siiresini 20 dk ile 24 saat arasinda tutmustur. Krall’in yaptigi
calismada insan korpus kavernozum doku 6rnekleri %95 CO2, %5 O2 igeren ortamda 4 giin
37°C’de inkiibe edilmisler ve 4 giiniin sonrasinda yapilan mikroskobik bakida dokunun
etrafinda hiicrelerin goriilmesi kanit degeri tasmustir. Kiiltiiriin biiylime medyumu degistirilip
yerine taze medyum konarak deneye devam edilmistir. Calismamizda 1 — 4 saat arasinda
inkiibasyon peryodu kullamildi. Inkiibasyon siirelerindeki farkliliklar kontaminasyon ya da
hiicre saflig1 agisindan anlamli bir degisiklik olusturmadi.

Doku ne kadar kiiclik parcalara ayrilarak kiiltiir olusturulursa o kadar kisa siirede
konfluen yap1 ve homojen hiicre kiiltiirii elde edilmis olmaktadir. Pilatz, enzimatik par¢alama
islemini sonlandirmak i¢in de 10 ml DMEM ve %10 FBS eklemistir. 10 mI’lik cam pipet
yardimiyla 2 dk pipetleme islemi yaparak enzimatik parcalama islemini tamamlamistir.
Pipetleme islemi hiicrelerin dokudan daha kolay ayrilmasini saglamaktadir. Pipetleme islemi
yerine par¢alanmamig doku bloklarina bir spatula yardimiyla 2 dk boyunca ezme islemi de
uygulanabilir. Sonradan bu soliisyon 40 pm’lik aralikli naylon filtrelerle filtre edilerek, bu tek
tek hiicreler igeren filtrat 200 G’de 10 dk santrifiij edilerek 75 cm? lik hiicre kiiltiir flasklarma
10 ml EBM eklenerek inkiibe edilebilir. Filtre kullanilan 6rneklerde daha homojen hiicre
iceren kiiltiirler elde edilmistir (44). Fakat calismamizda filtre kullanilarak hazirlanan
kiiltiirlerde korpus kavernozum hiicresine rastlanilmamaisgtir.

Calismamizda enzimatik par¢alama islemini sonlandirmak i¢in 37° C’de shaker’dan
cikardigimiz petri kaplarmnm igerisine farkli miktarlarda DMEM eklendi ve bu degisiklik
hiicre kiiltiir olusumunda herhangi bir farklilik ortaya koymadi. DMEM veya EBM eklenerek
inkiibatore konulan petri kaplarinda sonugta EBM ile endotelyal hiicrelerin biiylime, say1 ve
diferansiyasyonunun iyilestigi goriilmiistiir. Endotelyal hiicreler kiiltiirde endotelyal hiicre
spesifik hiicre kiiltiir medyumu (EBM) kullanildig1 zaman, viabilite ve diferansiasyonlarmi
aylarca koruyabilirler. Bunun yaninda DMEM ile birlikte FBS kullanildiginda endotel
hiicreleri canliliklarin1 14 giinden fazla siirdiirmedigi goriilmiistiir. Endotel hiicreleri iceren
kiiltiir kaplar1 fibroblast veya diiz kas hiicreleriyle kontaminasyona ugramaktadir.

Kavernozal diiz kas hiicre kiiltiirii izolasyonu yapmak icin de bugiine kadar diger
otdrlerin tarif ettigi protokoller uygulanarak eksplant hiicre kiiltiirii hazirlandi1. Eksplant hiicre
kiiltiirii icin hiicrelerin yaklasik 3 — 4 giin icerisinde ylizeye yapigmasi gerekir. Bu yapisan
hiicreler 4 ile 10 giin i¢cinde eksplant dokudan ayrilmaya ve dokunun etrafinda kii¢iik gruplar

olarak ¢ogalmaya baslarlar. Hiicreler petri kap icinde bir arada olma 6zelligi kazandiginda
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kontakt inhibisyon olugmadan eksplantin ortamdan uzaklastirilmas: gerekir. Eksplant kiiltiir
yaptigimiz ilk dokunun goriintiileri kaldirim tasi manzarasi gosterirken daha sonra igsi yapi
kazanmug hiicreler 5. pasaja kadar ¢ogaltildiktan sonra dondurularak saklanmaistir.

Laminin yiizey ve DMEM kullandigimiz bir baska kiiltiirde 15 giin sonra morfolojik
olarak endotel hiicresi goriiniimii saptanirken, 20. giin izleminde zeminin tamamen igsi hiicre
ile kaplandig1 goriildii. Eksplant kiiltirde EBM kullanilmas1 durumunda endotel hiicrelerinin
ilerleyen pasajlara dek morfolojik yapisin1 korudugu goriildii. Sonug olarak eksplant kiiltiiriin
lamininli plakta ve biiyiime medyumu olarak da EBM kullanilmasiyla en iyi sonucun elde
edildigini gordiik.

Pilatz bunun disinda; enzimatik hiicre izolasyon tekniklerini de uygulamistir.
Kullanilabilir kavernozal doku oldukg¢a sinirli oldugundan endotel hiicre izolasyonundan
sonra enzimatik pargcalanmaya ugramamis olan dokuyu farkli konsantrasyonlarda kollajenaz
ve elastaz kullanarak 1 — 6 saat inkiibatorde tutulmasini takiben diiz kas hiicreleri elde
edilmistir.

Tunika albuginea fibroblast eldesi daha dnce tanimlandigi {izere hem enzimatik hem
de eksplant teknikle miimkiin olmaktadir. Petri kaplari hiicrelerin yiizeye yapismasini
engellememek icin 3 giin inkiibatérden c¢ikarilmadi. Daha sonra da kontrollerimiz
kontaminasyon riskini en aza indirmek i¢in giinasir1 yapildi. Giinliik izlem yapildiginda hem
kiiltiir kontaminasyonunun artti§1 hem de hiicrelerin adherensinin zorlagtig1 goriildii. Tim
kontrollerimizde mikroskobik fotograflama yontemiyle hiicreler goriintiilendi. Bu sayede daha
objektif giinliik izlem yapilmis oldu.

Pilatz korpus kavernozum hiicrelerini plak yiizeyinden kaldwrmak icin % 0,05’1ik
tripsini 37° C’de 5 dk uygulamustrr. Calismamizda, tripsin 37° C’lik inkiibatorde 1 dk
uygulandi. Tripsinle daha uzun siire muamele ettigimizde hiicrelerin plak iizerinde konfluen
yapiyt daha uzun silirede olusturdugu goriildii. Bunun yaninda lamininli petri kabi veya
attachment faktor uyguladigimiz plaklarda, tripsini uyguladiktan sonra hiicrelerin yiizeyden
kalkmasi1 zorlastl. Bu durumda tripsini ortamdan uzaklastirmadan kaba tabandan uygulanan
vurma hareketiyle kiiltiiriin kontaminasyonunda ve hiicrelerin ¢ogalmasinda degisiklik
olmadan hiicrelerin tabandan daha kolay ayrildig1 goriildii.

Kavernozal endotel hiicre eldesi i¢in yaklasik 50 farkli enzimatik izolasyon teknigi
kullanarak sonucta yiliksek saflikta endotel hiicresi elde edildi. Doku flasklarinda kavernozal
hiicre kiiltiirii 1000 hiicre/mm® dansitedeyken tipik kaldirim tasi manzarasi ve kontakt

inhibisyon gostermektedir (16,27,28).
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Izole kiiltiirlerde cam pipet yardimiyla pipetleme usuliiyle mekanik pargalama islemi
uygulanan hiicrelerin 12,5 kez daha yiiksek sayida ve artmig endotelyal saflikta oldugu
saptanmig oldugundan Pilatz bu yilizden final deneylerde bu ydntemi uygulamistir (44).
Deneysel ortamimizda, mekanik parg¢alama islemi iyi sonuglar vermedigi i¢in enzimatik
parcalama igslemi uygulandi (44). Alinan 6rneklerde endotel hiicre varligmi gdstermek igin,
endotel kaynakli kaveolin ve ABCA1 PCR’da gosterildi. Immunhistokimyasal olarak
hiicreler, endotel isaretleyicisi olan von Willebrand faktorle boyandi. Baska caligsmalarda
endotel isaretleyicisi olan CD31 ve von Willebrand faktor varligi Western blot teknigiyle
gosterilmistir. Ayn1 zamanda kontaminasyonu ekarte etmek icin fibroblast spesifik markirla
boyanmistir (44).

Enzimatik izolasyon teknigi uygulanan kiiltiirlerde fazla miktarda diferansiye olmusg
diiz kas hiicresi bulunmaktadir. Bu kiiltlirlerde diiz kas hiicresi ve fibroblastlar morfolojik
olarak ayrilamaz. Konfluen hiicre kiiltiirlerinin diiz kas hiicre markirlariyla boyanmasini
takiben diiz kas hiicreleri homojenmis gibi goriiniir. Fakat hiicreler daha az dansitede bagka
bir yere ekim yapilarak boyanirsa arada hi¢ boyanmamis hiicrelere de rastlanilabilir.
Enzimatik izolasyonda, inkiibasyon dncesi 100 dakika % 0,05 elastaz veya 60 dakika % 0,02
kollajenaz A uygulanarak endotel hiicreleri elde edilmistir. Kollajenaz A’nin % 0,5
konsantrasyonda 3 saat uygulanmasiyla kavernozal doku tamamen ayrigmaktadir (44). Bu
uygulamayla yiiksek hiicre sayisi elde edilmektedir.

Calismamizda 4 saat inkiibasyon siiresi uygulanan iki ayr1 6rnekte ve lamininli plakta
laminin kullanilmayan plaga gore daha fazla hiicre goriildi. Enzim olarak elastaz
kullandigimiz iki ayr1 6rnekte, 2 saatlik inkiibasyonda, 4 saatlik inkiibasyona gore daha fazla
hiicre goriildii. Bliyiime medyumu olarak EBM, enzim olarak da elastaz kullandigimiz 6rnekte
kollajenaz kullandigimiz gruba gore daha fazla sayida hiicre goriildii. Attachment faktor
kullandigimiz iki ayr1 grupta 2 saatlik inkiibasyona konulan petrideki hiicreler, 4 saatlik
inkiibasyona gore daha fazla oldu.

Modifiye inkiibasyon siireleriyle birlikte diisiik konsantrasyonda enzim, minimal
izolasyon degisiklikleri, ¢coklu inkiibasyon basamaklar1 veya enzimatik islem uygulanmamis
dokuda pipetting (10,11,13,15), hiicre sayisinda veya diiz kas hiicrelerinin yiizdesinde
degisiklik yapmamuistir (44).
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SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada amag; insan korpus kavernozumundan hiicre izolasyon teknikleri
konusundaki bilgilerimizi iyilestirmektir. Spesifik hiicre tiplerinin izolasyonu ve kiiltiiriiniin
olusturulmasi, farkli protokollerle her hiicre tipinde yiiksek diizeyde canlilik ve safligin
saglanmasmi gerektirir. Calismamizda, erektil disfonksiyonu olan insan dokusundan korpus
kavernozum hiicre kiiltiirii ilk kez elde edilmistir. Kolesterol transportunda &nemli rol
oynayan ABCA ve kaveolin gen ekspresyonlar1 ve immiinhistokimyasal olarak von
Willebrand faktor ile endotel hiicreleri gosterilmistir. Daha 6nce de uygulamalar1 basarili olan
basit ve kolay uygulanabilir yontemlerle kavernozal hiicrelerin enzimatik izolasyon teknigi
daha ileride yapilacak arastirmalara temel olusturacaktir. Calismamizin, ateroskleroz
modelinde insan dokusundan yapilan hiicre kiiltiir ¢alismalarina 151k tutacagini

diistinmekteyiz.
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