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KISALTMALAR

PGA : Polyglycolic asid

PLA : Polylactic asid

PLGA : Polylactic-co-glycolic asid

DMEM : Dulbecco’s Modifiye Eagl Medium

DMEM-F12 : Dulbecco’s Modifiye Eagl Medium + %10 inaktive FSS

FSS : Fetal Sigir Serumu

BrdU : Bromodeoxyuridine

FBS . Fosfat Buffer Saline, Dengeli fosfat-tuz ¢ozelisi
Chang : L-Glutamine, FSS , Gentamicin

Hank’s : Dengeli tuz ¢dzeltisi + serum fizyolojik karigsimi solisyon
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1. GIiRiS

Total ince bagirsak uzunlugunun %70'inin kaybi masif barsak rezeksiyonudur
ve bunun sonucu ortaya ¢ikan malabsorbsiyon durumu ise kisa bagirsak sendromu
(KBS) olarak tanimlanir. KBS 6zellikle yenidogan déneminde en sik malrotasyon-
volvulus, gastrosizis, intestinal atrezi, nekrotizan enterekolit nedeni ile uygulanan
masif bagdirsak rezeksiyonlari sonrasi ortaya cikar.

Yenidoganin yaklagik 200 cm kadar ince badgirsaga sahip oldugu kabul
edilmektedir. Hayatin devam ettirilebilmesi icin gerekli olan en az bagirsak
uzunlugunun siniri kesin olarak belli degildir. Ancak yenidoganda ileogekal valvin
saglam oldugu durumlarda 30 cm’den daha az; ileogekal valvin olmadigi durumlarda
45 cm’den daha az barsak uzunlugunun varhdinda enteral beslenme ile hayati
stirdirmek mimkin degildir. ileogekal valv transit zamanini uzatir ve yukariya dogru
bakteri kontaminasyonunu ve translokasyonunu engeller. Ayrica ileumun fonksiyonel
kapasitesi jejunumdan daha blyuk oldugu igin ileum, proksimal barsak kayiplarini
daha iyi tolere edebilir.

Klasik olarak bu sendromun ortaya ¢ikmasi igin ince bagirsak uzunlugunun %70
kadarinin kaybinin gerekli oldugu dusunulmektedir. KBS olgularinin % 50 ‘sinde
sebep nekrotizan enterokolittir. KBS da bagirsak yuzeyini artirici farkli cerrahi

metodlar vardir, bunlar;

Plikasyon: Barsak duvarinin inversiyonudur. Barsak akimini duzeltirken absorbtif
mukozayida korur ve yuzeyi artirir. Obstruksiyon ve dismotilite bazen plikasyonda

devam edebilir. (37)

Nipple valv: intestinal transiti uzatmak icin Nipple Valv kullanilabilir. Nipple valv,

daha ¢ok Brooke ileostomi gibi yapilir ve enterokolostomiye yerlestirilir. (37)



Boylece proksimal dilatasyon ve mukozal kutlede artis saglanmaktadir.
Fakat Nipple valv ile 8 cm barsak harcanir. Bu nedenle prostetik (protez) Nipple
valvler kullaniimaktadir. Protez valvler sadece 2 — 3 cm barsak kullanirlar.
ince barsak valvlerinin intestinal transiti yavaslatip, besinler ve mukozanin temas

etme suresini arttirmalari nedeniyle mukozal adaptasyonu stimule ettigi kabul edilir.

Bianchi’nin intestinal Doubling teknigi: 1980 de yayinlandi. Bu prosediirde
mezenterik damarlarin ekstramural branslari kullanilarak her iki ince barsak
segmentinin kan akimi saglanmaktadir. Barsak longitudinal olarak bolinur. Bdylece
barsak uzunlugu 2 katina ¢ikar. Bianchi prosedirinden hemen sonra emilimin
artmasinin nedeni, uzatilan ince  barsaktaki motilitenin  artmasidir.
Mukozal kitle hemen artmaz. 6 — 9 ay sonra mukozal kitle artar ve barsak progresif

olarak dilate olur. (38)

Kimura ve Soper: Transvers barsak uzatma yontemini tarif etmiglerdir. Burada,
barsagin antimezenterik kisminin kan akimi parazite edilerek karacigerden yada
karin duvarindan olmasi saglanir. Parazite edilen kan akimi yeterli olduktan sonra

barsak transvers olarak bolinmektedir. (39)

Bu 6n galismamizin amaci yapay ince barsak segmentinin doku kulttrinde
uretiimesi ve yapisinin degerlendiriimesidir. Daha sonra yapilmasi duasutnulen ikinci
asamada ise uretilen bu ince barsak segmentinin kisa barsak sendromu olusturulan

hayvanlara reimplantasyonu ve fonksiyonel olarak degerlendiriimesi planlanmaktadir.



2. DOKU KULTURU GALISMALARI

Son zamanlarda doku muhendisligi tekniklerinin gelisimi ile yapay ince barsak
segmentinin olusturulmasina yonelik ¢alismalar dikkati gekmektedir. 1900’ U yillarda
baglayan doku ve organ kulturt ¢aligsmalari, 1980 li yillarda yapay cildin Uretilerek
yaniklarda kullanilmaya baslanmasiyla, son 20 yilda ¢ok buyuk agsamalar katetmigtir.

Doku muhendisligi interdisipliner bir bilim dali haline gelmistir.(1,2,4,9)

2.1. Doku Miihendisligi Eger bir doku yetersizligi varsa hastanin normal
dokusundan bu eksiklik giderilebilir. Bu basit dusliinceden dolayl doku muhendisligi
ilgi ¢ekici bir bilim dali olmustur. Aslinda doku muhendisligi ¢ok yeni degildir. 1900
lerin baslarinda Alexis Carrel tarafindan bugtinin doku muahendisliginin baglangicini
olusturacak calismalar yapilmistir.(12,15) Daha sonra Charles Lindbergh, Carrel’ in
onculiginde devam etmigstir. Rockefeller Enstitisinde Newyork’ ta invitro canlh doku
ve organ elde etmek amaciyla ¢alismislardir. (15,17) 1980 lerin basinda yapay cildin
hastalarda kullanimi ile doku mihendisligi interdisipliner bir galisma alani olmustur.

Doku muhendisliginde kullanilacak hlcreler, donérin kendisinden elde edilmis
olup, bunlar bireyin kendisinde direkt ayni bdlgede implante edilmis yada kultar
ortaminda gogaltilip gelislitiriimig, destek matriks iginde yerlestiriimis ve ekspansiyon
( cogaltilma ) sonrasi reimplante edilmis olmalidir.
implante edilmis olan doku heterolog, allogenik veya otolog olabilir. ideal olan bu
yaklasimin kaybedilen doku fonksiyonunu tamamen yerine koyabilmesi ve sinirli

komplikasyona yol agmasidir.



2.2. Doku Muhendisliginde Biyomateryaller

Biyomateryaller bir hicre baglantt maddesidir. Hlcrelerin genis dagilimini ve
vucutta istenilen alanlarda etkili olmasini saglayabilmektedir. Biyomateryaller
hazirlanmis dokuya klavuz olurlar ve in vivo yapilara kargi mekanik destek saglarlar.
Boylece uretilen doku, gelisimi sirasinda istenilen yapiy! surdurir.Biyomateryaller
hicresel fonksiyonlari dizenleyen hucresel adhezyon peptidleri ve buyume faktorleri
gibi biyoaktif sinyaller igerebilirler. Bu fonksiyon tamamen arastiricinin arzusu
dogrultusunda bu materyellere disaridan eklenen maddelerle ilgilidir. Biyomateryalin
secgimi ve duzenlenmesi planlanmig doku yapisinin gelismesinde 6nemlidir.(9)

ideal biyomateryal biyouyumlu olmali, hiicresel etkilesimi ve doku geligimini
desteklemelidir. Segilen biyomateryelin biyo¢ozunurliglu ve biyoemilimi olmali,
arinun ¢o6zunmesi inflamasyonu ve toksisiteyi provoke etmemeli ve vicuttan
metabolik yollarla atilabilmelidir.

Doku muhendisliginde 3 g¢esit biyomateryal bulunmaktadir.
a)Dogal yoldan elde edilen materyaller
b)Asellller doku matriksleri : Mesane submukozasi ve ince barsak submukozasi
c)Sentetik polimerler : Polyglycolic asid ( PGA ), polylactic asid ( PLA),
polylactic-co-glycolic asid ( PLGA ).

Sentetik polimerler cok miktarda Uretilerek gerilim ozellikleri, ¢6zulme hizlari
ve mikro yapilari kontrol edilmistir.

Kollajen, bu materyeller arasinda insan vicudunda yapisal olarak en yogun
bulunan proteindir. insan ya da hayvan dokularindan elde edilebilir. Kollajen
implantlar birbirini izleyen lizizomal enzim ataklariyla ¢ézinir. in vivo rezorbsiyon
orani implantin dansitesi ve intermolekuler baglantilarinin derecesiyle duzenlenir.

Daha dusuk dansite, buyuk interstisyel alan ve hucresel infiltrasyon igin genellikle



geniggce porlarin oldugu durumlarda, implantlarin ylksek oranda ¢ozUnmeleri
mumkun olur.

Alginat, yosunlardan elde edilen bir polisakkarittir. Hlicresel enjeksiyon araci ve
hidcresel immobilizasyon matriksi olarak kullaniimistir. Alginat nispeten biyouyumlu
ve insanda yara kapatici materyal olarak FDA onaylidir. Alginate L-guluronat ve D-
mannuronatin kopolimerlerinin ailesindendir.

Alginat jelin fiziksel ve mekanik 6zellikleri, aljinat zincirlerinin polyguluronate
bloklarinin uzunlugu ve orani ile dogru orantihidir .

Aselliler doku matrikslerinin kollajenden zengin olanlarinin hazirlanmasi,
dokudan selliler kompanentin alinmasi ile olur. Matriksler siklikla dokunun bir
bdlimunin mekanik ve kimyasal manipulasyonu ile elde edilir.

Matriks ve implante edilen hicreler biraraya getirildiklerinde aralarinda bir iligki
olusur ve bu iligki sayesinde doku sekillenmesi olur. (8,13,27)

Dogal alfa hidroksi asidlerden olusan polyesterler, PGA’ nin yanisira, PLA ve
PLGA icerebilirler ve doku muhendisliginde yaygin olarak kullanilirlar. Bu polimerlerin
ester baglari hidrolitik olarak labildir ve enzimatik olmayan hidrolizle ¢ézundrler .
PGA, PLA ve PLGA’ nin ¢dzlinme sonrasi UrlUnleri nontoksiktir ve dogal metabolitleri
vucuttan tamamen karbondioksit ve su olarak atilir.

Bu polimerler isiyla sekillenebilir. Cesitli tekniklerle mikroyapilari, kabaca
gérunumleri ve boyutlari sekillendirilerek tg¢ boyutlu yapilar haline kolayca getirilebilir.
Doku muhendisliginde birgok durumda, oOzellikle ylzey alani genis ve gdzenekli
yapilara ihtiya¢ duyulmaktadir. Polianhidrid ve poli orto-esterler gibi biyo ¢ézunurlGgu

olan diger polimerler de doku muhendisliginde kullanilabilir.(21,25,34)



2.3 Hicre Besiyerleri ve Soliisyonlar

Hucre kualturd besiyerleri laboratuar ortaminda hucrelerin normal metabolik
aktivitelerini surdurebilmeleri i¢cin gerekli olan mikrogevreyi saglayan besleyici
solusyonlardir. Hucre kulturd besiyerleri iceriklerindeki aminoasit, karbonhidrat,
vitamin ve iyonlarla hucrelerin gelisimini desteklerler. Laboratuar ortaminda
hicrelerin gogaltilabilmesi icin uygun pH sicaklik ve nemin saglanmasi ¢gok énemlidir.
Hulcre kultird besiyerleri igeriklerindeki iyonlarla gerekli ozmolarite ve pH’I da
sadlarlar.
Besiyeri ihtiyaci hucrelerin tipine, adaptasyon kabiliyetine ve hicre kaynagi
organizmanin turine gore farklilik gosterir. Hucreler farkh besiyerlerinde farkl
davranabilirler. Bu ylzden galismanin amacina gore hicrenin besiyeri ihtiyaglarinin
belirlenmesi gerekir. Hulcrelerin  canliliklarinin  devami  ve ¢ogalmalari igin
aminoasitler, karbonhidratlar, lipidler, vitaminler, iyonlar ve proteinlerin ortamda
bulunmasi sarttir. Standart bir besiyerinde yukaridaki bilesenlerin saglanmasi igin
temel solUsyonlar ve besiyerleri kullanilir.
1) Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM) Besiyeri
Hucre kultdrlerinde olmasi gereken temel aminoasit kombinasyonu ilk defa Eagle
tarafindan 1955’de tanimlanmistir. Kendi ismini tagiyan Minimum Eagle’s Medium
(MEM) isimli besiyeri bazi modifikasyonlarla bugtine kadar gelmistir. Dulbecco
tarafindan modifiye edilen MEM solusyonu bugln somatik hicre kultlrlerinde en sik
kullanilan besiyeri bilesenidir.
DMEM hducrelerin beslenebilmeleri igin gerekli glukoza, canhliklarini sturdurebilmeleri
icin uygun ozmolarite ve pH’a, fonksiyonlarini gérebilmeleri i¢in gerekli aminoasitlere

ve vitaminlere sahiptir. Ancak tek basina hicre gelisimi icin yeterli degildir.



DMEM- F 12 Besiyeri (Dulbecco’nun Modifiye Eagl Besiyeri, besleyici karisim F12)
Ek olarak: Hucreler igin inaktive edilmis %10 fetal sigir serumu (FSS), 100 pg/ml

streptomisin, 100 1u/ml penisillin igerir.

2) Fetal Bovine Serum

Serum hucrelerin tutunabilmeleri ve ¢ogalmalari igin kullanilan ve igerigi tam olarak
tanimlanmamis zengin bir protein ¢ozeltisidir. Bu protein ¢ozeltisinin iginde
hormonlar, enzimler, hicrenin buyumesi ve ¢ogalmasini saglayan buyume faktorleri,
yuzeylere tutunabilmesini saglayan hucrelerarasi matris proteinleri bulunur. Hucre
cesidine ve uygulamalara gore besiyerindeki serum orani degisebilir. Standart bir
somatik hicre kulturiinde serum orani %10 ‘dur.

Serum Uretimi pahali ve zahmetli bir siregtir. Sigir embriyolarinin kanlarinin
toplanmasiyla hazirlanan serumlarin Uretiminde bir standart yoktur. Farkl
hayvanlardan elde edilen serumlar birbirlerinden farklilik gosterirler. Bu da deneylerin
sonuglarini etkilemektedir. Bu dezavantajlarindan dolayi bazi laboratuarlar serumsuz
besiyerlerini kullanmaktadirlar. Serum kullaniimayan bir besiyerinin ¢esitli biyime ve
tutunma faktorleriyle desteklenmesi gerekir, bu da calismaya gore serumdan daha

pahali olabilir.

3) Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (dPBS) Sollisyon:
Hucre ici ve disindaki ozmotik basinci dengede tutan bir tuz solusyonudur.
icerigindeki inorganik tuzlar ve su, hiicre metabolizmasini destekler. pHi

tamponlayarak hicreler igcin uygun bir ortam saglar.



4) Tripsin

Tripsin hucre pasajlamalarinda kullanilan temel enzimdir.Tripsin, serin proteaz tipi bir
enzimdir, lizin ve arjinin aminoasitlerinden peptidleri yikar. Laboratuarimizda %0,25
EDTA'll tripsin solusyonu kullaniimaktadir.

Tripsin kullaniminda dikkat edilmesi gereken bazi noktalar sunlardir:

1) -20 °C’de saklanir, daha yUksek sicakliklarda bekleyen tripsinin aktivitesi duser, bu
yuzden oligotlanarak saklanmasi en uygunudur.

2) Serum tripsin inhibitorlerini icerir, hlicrelere tripsin uygulanmadan 6nce mutlaka bir
kere Ca ve Mg icermeyen PBS ile yikanmali ve serum uzaklastiriimalidir.

3) Tripsin hucrelerin yuzeyini értecek kadar uygulanir. Laboratuarimizda 100 mm ‘lik
petriler icin 2 ml; 60 mm igin 1ml; 35 mm igin 0,5 ml tripsin uygulanir.

4) Tripsin sicaklik arttikga daha etkili galigir. Tripsin uygulanan hicreler inkibatére de
konduklarinda daha ¢abuk yuzeylerden ayrilirlar.

5) Hucreler yuzeyden ayrilir ayrilmaz tripsinin inhibe edilmesi dnemlidir. Tripsin ile
hicreleri ylzeyden ayirdiktan sonra hiicre membranlarina zarar vermeye basglar.

6) Hulcrelerin ylzeylerden ayrilma hizi degisebilir. Besiyerindeki serum orani, hlicre
tipi, petrideki hicre yogunlugu, tripsinin aktivitesi ve son pasaj Uzerinden gecen
zamana gore hucreler farkli zamanlarda kalkarlar.

7) Farkh siselerdeki tripsinler birbirlerine her zaman es deger olmayabilir.

8) Tripsini inhibe etmek igin tripsin hacminin en az iki kati kadar %10 FCS ’li besiyeri
uygulanmalidir. Daha sonra hicreler pipetlenerek birbirlerinden ayrilirlar.

5) BrdU: BrdU : 5-Bromo-2 deoxyiiridin. isaretleme antikoru. Reaksiyona girmeyen
ancak reaksiyon sonrasi isaretli hticrelerde canhligi gdstermek igin kullanilir.

6) Chang Medyum: Hlcre besi yeri zenginlestirme solisyonudur. L-Glutamine, Fetal

Bovine Serum , Gentamicin 35 mg/mL,Phenol Red 5 ug/mL igermektedir.



2.4, Hucre Kulturi

Dogrudan dokudan elde edilen hucre kulttrlerine primer hicre kulturleri denir. Primer
kaltdrler elde edildildikleri dokunun 6zelliklerini tasirlar. Genellikle heterojen bir yapi
gOsterirler, hucre hatlari gibi tek tip hucreler degillerdir. Primer hicre kulttrleri kiguk
doku pargalarinin petri ylzeylerine ekilmesiyle eksplant kulturler halinde ya da
enzimatik uygulanmasiyla tek hicre stispansiyonu halinde yapilabilir.
Laboratuarimizda c¢ogunlukla kulak dokusundan fibroblast ve kikirdak primer
kaltdrleri yapiimaktadir. Primer kultlrler kontaminasyon riski olan kulttrlerdir, bu
nedenle calismalarda steriliteye 6zen gosteriimelidir. Kullanilan cerrahi malzemeler

sterilize olmalidir. Tim islemler laminar kabin i¢cinde yapilmalidir.

Kaltur besiyeri olarak,
DMEM-F12 Hams 100cc
Fetal sigir serumu (FSS) 10cc
Penisilin / Streptomisin karigimi 1cc

Amfoterisin-B 1cc, L-glutamin 2cc karisimi kullantlir.

Herbiri yaklagik 1cm2 olan ince barsak doku oOrnekleri, bisturi yardimiyla 1cc
besiyeri iceren petri kutusu icinde mekanik yolla pargalanarak besiyeri icindeki doku
parcalari santriflij edilir ve Ust kisim atilir ve besiyeri ilave edilerek pipet ile
karistirilarak homojen karigim elde edilir.

Hucre kaltiri 37 °C de, %5 CO2 hava karisiminda ve %95 oraninda nem
iceren inkubatorde inkibe edilir..Htcreler tim besiyerini kapladiginda (14-18 gun)
ortama BrdU ilave edilerek 24 saat inkube edilir. Hlcreler besiyerlerinden 15 ml’ lik
santriflj tiplerine aktarilarak 3 dk 1500 rpm’de santriflij edilip, besiyeri tripsin karisimi

ayrilarak hucrelerin sispansiyon haline gelmesi saglanir.



2.5. Hucre-polimer Kompleksinin Olusturulmasi

Calismada kullanilacak PGA ( Poly-glycolic acid ) biyopolimerleri 1x1.5 cm
boyutlarinda kesilerek etilen oksit ile sterile edilir. Daha sonra suspansiyon halindeki

hlcreler sayilarak her polimer Uzerine ayri ayri ekim yapilir.

2.6. immiinhistokimyasal boyama

Kesitlerin Parafinden Ayrilmasi; Toluol 15 dkx2; %100 etanol 5 dkx2, %96
etanol 5 dkx2, %90 etanol 5 dkx2, %70 etanol 5 dkx2, saf su 5dk. PBS ( Fosfat buffer
saline) 10 dk bekletilir. H202’ de 5 dk karanlik odada bekletilir. Saf su ile 3 kez
yikanarak Tripsin icinde 30 dk 37 °C etuvde bekletilir. PBS ile yikama islemi yapilip
substrat-kromojende ( AEC Substrate System ) 15 dk bekletilerek ve distile su ile

yikanip Hematoksilen ile zemin boyasi yapllir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

Deney hayvani olarak,12 adet erigkin digi Yeni Zelanda turu tavsan, 6 tane
¢alisma grubu ve 6 tane kontrol grubu olmak Uzere ayrildi. Tum cerrahi islemler
intramaskuler ketamin (25mg/kg) ve xylasine (5mg/kg) anestezisi altinda yapildi.
Cerrahi iglemler sirasinda profilaktik intramuskuler 50 mg/kg seftriakson yapildi. 4-0
ve 5-0 prolen dikis ve 3-0, 4-0 ve 5-0 vicryl dikis kullanild1.

Kaltur ve histopatolojik inceleme asamasinda; Hank’s dengeli solusyonu,
DMEM, Fetal sigir serumu, Tubudler érgulenmemis PGA/PLGA polimerler,Dispaz ve

kollagenaz tip 1 ile Hematoksilen-esozin, PAS ve Masson'’s trikrom boyalar kullanildi.

Deney hayvanlari: 12 adet erigkin disi Yeni Zelanda turu tavsan parga alma ve
tekrar implantasyon amaciyla kullanildi. Tum cerrahi iglemler intramuskuler ketamin
(25mg/kg) ve xylasine (5mg/kg) anestezisi altinda yapildi. Cerrahi islemler sirasinda

profilaktik intramuskuler 50 mg/kg seftriakson yapildi.

Biyopolimerler: Biyolojik emilebilir poliglikolik ve laktik asit (90/10)
polimerlerinden olugan 2cm uzunlugunda, 5mm i¢ ve 9mm dis ¢api olan tupler
kullanildi. Polimerler etilen oksitle sterilize edildikten sonra % 0,1 kollajen

solusyonunda 1 saat tutularak kollajenle kaplandi.
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Resim 2: Biyopolimer iskelet materyali,sterilize edilmis

Resim 3: Hank’s dengeli solusyondan gegirilmig biyopolimer materyali
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Organoid linite izolasyonu ve polimer lizerine ekimi: ileumdan 10x5mm
boyutlarinda tam kat biyopsi alinip Hank’s dengeli solisyonunda birkag¢ defa yikandi.

(Resim 2 ve 3)

Resim 4: Omentum biyopsi materyali, enzimatik reaksiyona girmemis

Doku bisturi yardimi ile 2x2mm lik parcalara ayrildi. Doku pargalari dispaz ve
kollajenaz tip | iceren orbital karistirici iginde 37°C de 30 dakika bekletilerek
enzimatik pargalanma saglandi.. Sure bitiminde soliusyon 3 defa DMEM besiyeri ile
yikanarak enzimatik aktivite sonlandirildi. Hicre solisyonu 5 dakika 150 g de satrif(j
edilerek supernatan atildi. Cokelti halindeki hucreler DMEM ve %10 FCS ile
suspanse edilip pipet yardimiyla polimer tipun i¢ ylzeyine yayildi ve 37°C de

inklbator icinde 2 saat bekletilerek hicrelerin polimer liflerine tutunmasi saglandi.
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Resim 6: Biyopolimer Uzerine ekim islemi

Resim 7: Ekimi tamamlanmig tubularize biyopolimer ve limen igi
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Resim 8: Biyopolimer i¢cinden gegirilen lGmen koruyucu tup

Omentuma implantasyon: Tavsanlara laparotomi yapilarak omentum bulundu
ve damardan zengin omentum bolumudndn igine hucre-polimer tupler sarilarak
implante edildi ve 5-0 prolen dikigle tespit edildi. (Resim 9,10) Hucre icermeyen tipler
kontrol grubu olarak implante edildi. implantalarin yarisi 4 hafta sonra eksize edilerek

longitudinal acildi ve histolojik olarak incelendi.
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Resim 9: Laparotomi ile alinan ince barsak biyopsi materyalinin,

implante edilecegi damardan zengin omentum kisminin belirlenmesi

Resim 10: Damardan zengin omentum bolumandn yayilmis hali

16



=D

Resim 11: Biyopsi materyalinin omentuma gomulme hazirhgi

P

Resim 12: Biyopsinin omentuma implantasyonu
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Resim 13: Omentuma paketlenmis ince barsak biyopsi materyali

Resim 14: implantayonun tamamlanmis hali
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Histolojik ve immunhistokimyasal inceleme:

Alinan doku ornekleri 3 defa CMFPBS ile yikandi.Dispase (0,25 mg/ml) ve
kollagenaz (800 U/ml) karisiminda sallayicih sicak su banyosunda,37° C’de 45
dakika birakilarak enzimatik pargcalanma islemi gerceklestirildi.Stire sonunda elde
edilen karisim 3 defa DMEM-F12 besiyeri ile yikanarak enzimatik islemin
sonlandiriimasi saglandi.Hicre soliusyonu 5 dakika 150 g de satrifij edildi ve
supernatan atildiktan sonra hucreler %10 FCS iceren DMEM-F12 besiyeri ile pipet
yardimiyla karistirilarak polimer tipun i¢ ylzeyine yayildi. Polimer 4° C’'de 1 saat
bekletildi ve hicrelerin polimer liflerine tutunmasi saglandi.

Alinan BrdU isaretli doku 6rneginden rutin takip asamalari ve parafine gémme
isleminin ardindan 5p’luk kesitler alindi. Alinan kesitler Anti BrdU antikoru kullanilarak
immunhistokimya boyama islemi yapildi.Bu islem sonunda sentez fazinda olan BrdU
pozitif isaretlenmis hulcrelerin  varligi 1siIk mikroskobik olarak saptandi ve
fotograflandi. (Resim 15)

Formaldehitle tespit edilen dokular rutin histolojik takip asamalarindan sonra
parafin blok haline getirildi ve bloklardan 5p’luk kesitler alindi. Alinan kesitler
Hematoksilen-Eosin ve Masson ile boyanarak isik mikroskobik dlzeyde yapisal
Ozellikleri incelendi,fotograflari ¢ekildi. (Resim 16, 17, 18)

immiinhistokimyasal inceleme igin alinan doku érneklerinden elde edilen hiicre
solUisyonu —besiyeri karisimi polimer Uzerine yayma igleminden 6nce 1 saat BrdU ile
sallayicii  sicak su banyosunda,37° C’de inkube edildi.Sonrasinda BrdU

(bromodeoksiurudin) ile isaretlenmis hucrelerin bulundugu sollsyon polimer tup i¢
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yluzeyine yayildi.Polimer 4° C'de 1 saat bekletildi ve hucrelerin polimer liflerine
tutunmasi saglandi.

Enzimatik sindirim yapildiktan sonra 3 defa besiyeri ile yikanan hucreler pipet ile
karistirilarak iclerinde 5 ml %10 FCS iceren DMEM-F12 besiyerine ekilerek primer
kaltar islemi gerceklestirildi.Ekilen hucrelere 2 gun higbir islem uygulanmadan
ekildikleri flaska (kdltir kabina) tutunmalar saglandi.Flaska tutunma iglemi
gerceklestikten sonra uygun zamanlarda besiyeri degistirilerek hicreler igin gerekli
ureme ortaminin surekliligi saglandi.Hucreler semikonfluent hale geldiklerinde
pasajlama ile yeni kultir kaplarina ekildi bu sirada ureyen hicrelerin fotograflari
cekildi.

Yeterli miktarda hlcre elde edildikten sonra hicreler tripsinle toplanarak falkon
tuplerine alindi.Yayma preparat haline getirilen hicreler Hematoksilen-Eosin boyasi

ile boyanarak isik mikroskobunda fotograflandirildi.

Resim 15: Mavi nlkleuslu bag doku hicreleri, BrdU(-) , kirmizi

nukleuslu huacreler BrdU(+) isaretlenmis olarak bulundu.
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Resim 16: TUbularize lumen etrafinda lifler arasi artmis bag doku ve

epitel hicreleri, polimere tutunan hicreleri géstermektedir.

Resim 17: Zengin bag doku lifleri arasina barsak epitelinin girmis

oldugu ve bag doku hucrelerinin ¢ekirdeklerinin gézlendigi goruntu
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Resim 18: Mason boyama ile bol miktarda zengin bag doku lifleri ve

bag doku hicresi arasinda epitel hicreleri

Hucre Kiiltiiri Agsamasi

Hucreler pasajlanabilmeleri icin hicre kultur petrilerinin ylzeyini tamamen kaplamig
olmalidir. Bdyle petrilere ‘konfluent petriler’ denir.Konfluent petrilerin Gzerindeki
besiyeri aspire edilerek uzaklastirilir. Hucreler serumdan arindiriimak igin PBS ile
yikanir, PBS aspire edilerek uzaklastirilir.Hucreler inkibatorde tripsinle 5 dakika
inkibe edilir. Farkli hicre tiplerinin tripsine duyarhligr farklidir. Bu ylzden tripsin
uygulanan hucrelerden bazilari 5 dakikadan daha az surede petri ylzeyinden
ayrilabilir. Hucreler pipetlenerek tek hucre suspansiyonu haline getirilir ve bir falkon
tipe aktarihir. TUpe 2-3 ml daha medyum ilave edilir.Hlicre suUspansiyonu
santrifijlenir (1000-1500 rpm 5 dakika), sUpernatan uzaklastirihr. Hucreler 1 ml

besiyerinde sulandirilir ve sayilirlar ve petrilere ekimler yapilir.
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Hucre sayilarinin hesaplanmasi; 1 ml kultir medyumunda sulandirilan hicre
suspansiyonundan 10 mikrolitre alinarak ependorf tipe konur ve Uzerine 90 mikrolitre
Tripan Blue boyasi konarak karistirilir. Bu karigim Toma lamina konur, toma
lamindan 5 bolme sayilir, bulunan sayi sulandirma miktari x50.000 sayisi ile ¢arpilir.
Sonug olarak 1 ml medyumda kag¢ milyon hicre oldugu bulunur. Ekim yapilacak sayi
belirlenip hicrelerin petriye ekimleri yapilir.

24 kuyuluk kaltir kabinin her kuyusuna 125 bin hucre transfer edilmelidir.
Bunun icin hdcre kultir kabi sayilir ve 500.000 hucre/ml olacak sekilde dilue edilir.

Calismamizda;

1. Tavsan bagirsak doku pargalari petriye alindi.
2. Doku parcalari esit miktarlarda 4 petriye bolunda.
3. Doku pargalari makas yardimiyla parcalandi.
4. |. Flask: Doku parcalari Uzerine 4 ml DMEM-F12 medyum eklenerek enjektor
icerisine ¢ekildi.

ll. Flask: Doku parcalari Uzerine 100 mikrolitre PSA ve 4 ml D-F12 medyum
eklenerek enjektor icerisine gekildi.

lll. Flask: Doku pargalari tzerine 100 mikrolitre penisilin, stereptomisin, amfoterisin
(PSA) ve 4 ml Chang medyum D eklenerek enjektor igerisine gekildi.

IV. Flask: Doku parcalari Gzerine 100 mikrolitre PSA ve 4 ml Chang medyum
eklenerek enjektor icerisine gekildi.
5. Flasklar 37°C %5 CO, kosullari altinda hucrelerin gogalmasi igin etiive alindi.
6. |. Kontrol : Her bir flask mikroskop altinda gozlemlenerek hicre tutunmalari

degerlendirildi. DMEM-F12 medyum ile ekim yapilan |.Flaskda birka¢ hlcre disinda
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tutunma olmadigi goézlendi. Besleme islemi yapilmadi. Chang medyum ile ekimi
yapilan lI-1ll. Flaskta 14-15 ve IV. Flaskta ise 35-40 arasi koloni olugsumu tespit edildi.
Bu flasklaraa birer pasaj yapilarak iki yedek flask daha olusturuldu.
7. 1. Kontrol : Her bir flask 4 ml Chang medyum ile beslendi.

Doku pargalarina 100 mikrolitre penisilin, stereptomisin, amfoterisin (PSA) ve
4 ml Chang medyum-D eklenerek,Flasklar 37°C %5 CO, kosullari altinda hicrelerin

¢ogalmasi igin etlve alindi.

immiinhistokimya Boyama Asamalari:

Kesitler 56°C’lik etlivde bir gece bekletildi.

Deparafinize edildi.

2x10 dk toluol , 2x5 dk % 100 alkol, 2x5 dk % 96 alkol, 2x5 dk % 90 alkol, 2x5 dk %
70 alkol, Distile su 5 dk, % 0,5’lik H,O2 de 30 dk tutuldu.PBS ile ¢alkalandi.

Tripsin ile 37 °C’de etlvde 30 dk bekletildi. Distile su ile ¢alkalandi.

4 N HCl ile 37 °C’de etuvde 30 dk bekletildi. Distile suda ¢alkalandi.

Non-spesifik blokta 10 dk ve Primer antikorda 1 saat oda sicakhginda bekletildi.

2 defa PBS ile yikandi. Biotinylated goat anti Mouse 30 dk bekletildi. 2 defa PBS ile
yikandi. Streptavidin peroxidase 30 dk, 2 defa PBS ile yikandi.

Chromogen 11 dk oda isisinda ve karanlikta bekletildi. Distile su ile ¢alkalandi.
Mayer hematoksilen ile 7 dk boyama yapildi. Ultramount kapatici ile preparatlar

kapatildi.
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4. BULGULAR

Calisma grubundan bir hayvan postoperatif 21. gun, kontrol grubunda ise bir
hayvan postoperatif 4. giinde kaybedildi. Diger hayvanlar implantlarin eksizyonuna
kadar saglikh sekilde yasadi.

Biyopsi alinan intestinal segmentin sorunsuz iyileserek, barsak butinligunin
korundugu ikinci laparotomi sirasinda gozlendi.

Yaklasik 1x1 cm lik ince bagirsak biyopsisinin yikamalardan sonra mekanik
parcalamayi takiben dispaz ve kollajenaz ile bir saat enzimatik islem sonrasinda
homojen hlicre suspansiyonu olusturacak sekilde hucrelerin ayristigi goérulda.
SlUspansiyondan alinan &rneklerin invert mikroskopta boyanmadan canli
incelemesinde kiboid yapida, genis sitoplazmali, nikleusu santral yerlesimli epitelyal
hicreler basta olmak Uzere gesitli morfolojik 6zellikte hicreler gézlendi. (Resim 19-
20-21-22) Suspansiyondan hazirlanan preparatlarin tripan blue boyama testinde %95
uzerinde canlilik orani tespit edildi. (Resim 23)

Tibdler yapidaki polimerlere hiicre siispansiyonun enjeksiyonu ve bir saat 4 °C
de bekletiimesinden sonra invert mikroskopta incelemede polimer liflerinin icerisi
yogun hicre bulundugu tespit edildi. (Resim 24-25)

Bir ayin sonunda yapilan laparotomide implantlar omentumda stent etrafinda

tubuler yapi olusturdugu, pedikullt flep seklinde vaskuler yapi ile beslendigi goruldu.
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Resim 19: Ekim sonrasi erken safha Resim 20: Her bir flaskin mikroskop

ilk goéruintl (24. Saat) henuz Ureme altinda gézlemlenerek hicre

baslangici yok. ¢ogalmalarinin ve tutunmalarinin
degerlendiriimesi (14-15 koloni)

Resim 21: Hucre ekimi yapilan ve Resim 22: DMEM-F12 medyum ve
kaltur dremesi olmadan onceki Chang medyum ile ekimi yapilan
(erken dénem) vasatlarin mikroskop flasklarda 35-40 arasi koloni olusumlari
goruntusu tespit edildi.
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Resim 23: Barsak Iimenine yakin bag doku lifleri yassilasmig,dizenli siki bag doku

hlcreleri arasina uzanmig epitel hucreleri

Resim 24: Kontrol Grubu; Hicre ekimi
yapilmayan grupta sadece omentuma
ait gevsek bag doku hucreleri goruldd,
hicre Gremesi gozlenmedi.

Resim 25: Primer kuiltirde Ureme
gosteren hucrelerin H-E boyamasi
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5. TARTISMA

ince bagirsak uzunlugu ve emilim yiizeyininin yetersiz oldugu durumlarda
gunumuzde tedavi i¢in en iyi yontem ince bagirsak transplantasyonu olarak
go6rulmektedir (4,31).

Ancak ince bagirsak transplantasyonunun morbiditesi 6zefagus, mide gibi diger
gastrointestinal dokulara gére ¢ok daha fazla olmaktadir. (32) Bu nedenle alternatif
ve daha iyi bir yontem olarak intestinal doku muahendisligi c¢alismalari Gzerine
yogunlasiimistir. Bu alanda ¢alismalar henliz az olmakla birlikte, arastirmacilarin yeni
dokular olusturmadaki cabalari devam ettikge, yapay ince barsak alaninda da
gelismeler kaydedilecektir. (40,41)

intestinal doku mihendisligi konusundaki ilk ¢alisma Vacanti ve arkadaslari
tarafindan 1988 yilinda yayinlanmigstir.(34) Fetal intestinal doku ornekleri, tibularize
edilmemis duz polimer yuzey Uzerine ekildikten sonra eriskin hayvana implante
edilmis ve intestinal hlcrelerin canliidini devam ettirdikleri gosterilmistir (27). Daha
sonra doku kultar tekniklerindeki gelismeler sonucunda daha iyi organize olmus
dogala yakin intesitnal doku elde etmek mimkdn olmustur (28). Yeni bagirsagin
yapisal ve fonksiyonel olarak daha iyi rejenere oldugu, kript ve villus yapilarinin
olustugu, epitelyal yapidaki apopitotik aktivitenin, dagihm ve oraninin yeterli oldugu
gosterilmistir (29).

Calismamizda donér ve alici olarak eriskin tavsan kullaniimistir. ince bagirsak
tam kat doku 6rne@i alinarak enzimatik reaksiyon sonrasinda tubularize polimer
Uzerine implantasyonla yeni bagirsak duvarinin olusturulabilecegi gosterilmistir.

Gastrointestinal dokularin yapisal ve fonksiyonel olarak 6zgun ve karmasik

yaplya sahip olmalari, bu yapilarin in vitro olusturulmasindaki zorluklarin baginda
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gelir. Tek tur hucre izolasyonu, kultiri ve transplantasyonu pekcok dokunun
muhendisliginde basari ile uygulanmaktadir ancak gastrointestinal dokular gibi daha
karmasik yapidaki dokularin in vitro ve in vivo olusturuimasinda zorluklar henuz
asllmaya calisiimaktadir. (35,36) Bu nedenle Vacanti ve arkadaslari “organoid Unite”
adi verilen yontemi gelistirmislerdir. (34) Organoid Unite, 6zellikle gastrointestinal
sistem dokularinin tam kat biyopsilerinin enzimatik pargalanmasi ile olusturulan hicre
suspansiyonuna verilen tanimlamadir. Bu hlicre suspansiyonunun kultirde bekletilip,
polimere ekilerek implante edildikten sonra, epitel hlcrelerinin muskuiler ve bag
dokularinin yeniden organize olduklari gosterilmistir(15). Elde edilen yeni bagirsagin
kistik yapida oldugu, badirsaga anastomoz edilmeden sadece T- lenfositler
mevcutken, anastomoz sonrasinda tum immunolojik hicrelerin  yer aldidi
gOsterilmistir (23-25).

Bizim ¢alismamizda, tubulerize mikroflamen yapidaki PLGA polimere kollajen
emdirilmis ve Uzerine ince bagirsak biyopsisinden hazirlanan “organoid Unite”
ekilmigtir. Bir saatlik inkiibasyon sonrasinda omentuma implante edildiginde ¢ok iyi
vaskulerize oldugu gosterilmistir.(Resim 27) Histolojik incelemede ise epitelyal
hicrelerin [Umen i¢ ylzeyine gog¢ ettigi ancak bir aylik implantasyon siresi yeterli

olmadigindan reorganizasyonun tamamlanamadigi goérulmustir.(Resim 28)
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Resim 27: implantasyon sonrasi vazkiilarizasyon

Resim 28: Epitel hicrelerinin Ilimen ylzeyine gogu
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Doku muhendisliginde gunumuz teknik ve teknolojilerindeki gelismeler
sayesinde bu sorunlara iyimser fikir ve yaklasimlar mevcuttur.

Gunumuz calismalari ise genellikle hiicre kaynagi Uzerine 6zellikle kdk hlicre
odakhdir. Kok hicre arastirmalari kontrolli farklilagsmayi ve transplant reddinin
Onlenmesini saglar. Ek olarak cesitli biyomateryaller anatomik ve fonksiyonel
ilerlemeler icin incelenmistir. Ylzey alanini artirmak icin glukagon benzeri peptid-2,
bdylime hormonu, epidermal growth faktéri gibi bdyume faktorlerinin kullanimi
Onerilmistir.(12,20) Kas tabakasi arasinda sinir dokusunun blyumesini saglamak igin
sinir blyume faktoért (nerve growth factor), angiogenez ve lenfangiogenez igin diger
baylime faktorlerinin  de kullanimi 6ne  slrdlmustir. Transplant reddi
immunosupresyon ya da otolog hicrelerin in vitro Gretimi ile dnlenebilir. GunimUzde
¢ogu arastirmaci yeni bagirsagin fizyolojisi Uzerinde calismakta ve bunun klinik
olarak uygulanabilir bir segenek haline getirmek icin denemeler yapmaktadir.

Biyomateryallerin dokunun U¢ boyutlu yapisinin olusturulmasinda ve yeni
dokunun buyUyup gelismesinde ¢ok dnemli fonksiyonlari vardir. Mikroflamen ya da
nanoflamen yapida sentez edilen biyomateryaller hem hicrelerin taginmasina hem
de icinde dokunun buyumesine yardimci olur. Aslinda doku kendi ¢evresel yapisini
olusturuncaya kadar ekstraselliler matriks gérevini yerine getirirler. ideal
biyomateryal biyolojik uyumlu, nontoksik, kolayca ve istenen surede biyolojik yikilip
absorbe olabilen yapida olmalidir. Doku muhendisligindeki basarida uygun
biyomateryalin seg¢imi buylk 6nem tasir. Thompson ve arkadaslarinin yaptiklar
calismada (16), prostetik materyallerin intestinal mukoza buylmesine etkilerini
goérmek icin Dacron, PTFE (politetrafloroetiien) ve PGA tlpleri ince bagirsaga
anatomoz yapilmig ve PGA tubun absorbe oldugu ve tibin %15 kadarinda yeni

mukozanin olustugu gosterilmistir (33). Vacanti ve arkadaslari (34) ise kollajenle
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kaplanmis PLGA polimerlerinin intestinal organoidlerin tutunmasini ve ¢ogalmalarini
cok iyi destekledigi, yeni intestinal segmentin tam kat duvar yapisini olusturdugu
gOsterilmistir. Boylece polimer yuzeyin ekilecek hucre tlirine goére uygun olarak
kaplanmasinin destek ve proliferasyonu etkiledigi gosterilmistir (5,32).

Calismamizda eriskin tavsan ince bagirsagindan elde ettigimiz hcrelerin
tubuler PLGA biyopolimer iskelet yapi Uzerine ekimini yaptik. Parga alinan intestinal
segmentin sorunsuz iyileserek, bagirsak butinligunin korundugu ikinci laparotomi
sirasinda godzlendi. Bir ayin sonunda yapilan laparotomide implantlar omentumda
stent etrafinda tubuler yapi olusturdugu, pedikilli flep seklinde vaskuler yapi ile
beslendigi goérildi. Bu yeni segmentin yapisal 6zelliklerini histopatolojik olarak
inceleyerek normal bagirsak dokusunun biyopolimer lifleri Gzerine tutunmalarini ve
bunlarin Gremelerini laboratuar incelemesinde tesbit ettik. Ancak implantin yeniden
organize olarak dogal intestinal duvar yapisini olusturabilmesi icin yeterince
beklenmesi gerektigini gordik. Bu sirenin yeterli olmamasinda, erigskin doku
ornedinin kullanilimasi ve bunlarin proliferasyon hizinin fetal ya da yenidogan

dokularina gore daha yavas olmasinin da etkili olabilecegi duslinduk.
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6. SONUC

Deney hayvanlari, laparotomiden itibaren implantlarindan eksizyonunlarina
kadar saglikh sekilde yasadi. Calisma grubundan bir hayvan postoperatif 21. gun,
kontrol grubunda ise bir hayvan postoperatif 4. glinde kaybedildi.Par¢ca alinan
intestinal segmentin sorunsuz iyileserek, barsak butunligunun korundugu ikinci
laparotomi sirasinda gozlendi.

Alinan o6rneklerin invert mikroskopta boyama yapilmadan canli incelemesinde
kiboid yapida, genis sitoplazmali, ntkleusu santral yerlesimli epitelyal hiicreler basta
olmak Uzere ¢esitli morfolojik 6zellikte hlcreler gézlendi.

Suspansiyondan hazirlanan preparatlarin tripan blue boyama testinde %95
Uzerinde canlihlk orani tespit edildi. Tudbller yapidaki polimerlere hicre
slispansiyonun enjeksiyonu ve bir saat 4 °C de bekletiimesinden sonra invert
mikroskopta incelemede polimer liflerinin igerisi yogun hicre bulundugu tespit edildi.

Bir ayin sonunda yapilan laparotomide implantlar omentumda stent etrafinda
tubuler yapi olusturdugu ve pedikulll flep seklinde vaskuler yapi ile beslendigi tesbit
edildi.. Biz bu yeni segmentin yapisal 6zelliklerini histopatolojik olarak inceleyerek
normal bagirsak dokusunun biyopolimer lifleri Gzerine tutunmalarini ve bunlarin
canlihgini genetik laboratuar incelemesinde tesbit ettik.

Gunumuzde bir ¢ok arastirmaci neointestine nin fizyolojisi Uzerinde calismakta
ve klinik olarak yaganabilir bir secenek haline getirmek i¢in denemeler yapmaktadir.

intestinal doku miihendisliginin iyilestirilebilmesi ve daha ileri gétiirilebilmesi
icin su sorunlarin ¢ézilmesi gerekmektedir:

1. Barsak kompleks bir organ oldugu igin, uygulanan teknikler farelerde kisa
barsak sendromunun klinik bulgularini iyilestirmeye yardimci olmustur ancak genetik

acidan insan daha kompleks oldugu icin daha fazla emici ylzey gerektiren insan
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badirsaginda benzer sonucglar almak daha zordur. insanda kisa bagirsak
sendromunun Ustesinden gelebilmek igin, yeterli emici yluzeye sahip bir bagirsak
olusturabilirmiyiz?

2. Bagirsak emilim diginda peristalsizm de gosterir ki doku muhendisligi sonucu
olusturulan intestinal yapilar morfolojik ve fonksiyonel olarak peristaltizmi kaybeder.
Codu intestinal yapilar aperistaltizm nedeniyle barsak tikanmasina yol acar ki bu da
yeni olusturulan intestinal dokuda sinir hicrelerinin Gretilmesinin zorluguna baghdir.

3. Diger potansiyel sorun transplant reddidir. Donér hicreler nerden alinmali?
Eder baska insan dondérden kullanilirsa transplant prosediri gerekecek ve
immunoslUpresyon uygulamak gerekecek. Teoride bu sorunla kisa bagirsak
sendromlu hastanin kendi hlicrelerinden donasyon yaparsak basa cikabiliriz.

4. intestinal adaptasyon mekanizmalari lizerinde calisan Dr. Brad Warner, bu
olusturulan intestinal dokunun azalmis emici yuzeyle basa ¢ikabileceg@i veya bagirsak
iceriginin gecis hizini azaltabilece@i konusunu 6ne sirmusutur (30).

Doku muhendisliginde gunimuz teknik ve teknolojilerindeki gelismeler
sayesinde bu sorunlara iyimser fikir ve yaklagimlar mevcuttur.

Doku muhendisligi htcrelerin, biomateryalin ve biomolekullerin kullanimina
odakhdir. GUnimuz c¢alismalari ise genellikle hicre kaynagi Uzerine ozellikle kdk
hucre odaklidir. Kok hiicre arastirmalari kontrolll farklilagsmay ve transplant reddinin
Onlenmesini saglar. Ek olarak cesitli biomateryaller anatomik ve fonksiyonel
ilerlemeler icin incelendi. Yuzey alanini artirmak icin glukagon benzeri peptid-2,
bdylime hormonu, epidermal growth faktéri gibi bdylume faktorlerinin kullanimi
Onerildi. Kas tabakasi arasinda sinir dokusunun blyumesini saglamak igin sinir
bayime faktéri (nerve growth factor) kullanimi onerildi.(12) Angiogenez ve

lenfangiogenez icin diger bluyume faktorlerinin de kullanimi dnerildi.(27) Transplant



reddi ile immunosupresyon ya da homolog hucrelerin in vitro uretimi ile basa
cikilabilir.

Sonug olarak, doku muhendisligi laboratuar tekniklerini kullanarak hizla ilerleme
potansiyeline sahiptir. Doku muhendisligi temelli olugsturulan neo-intestine ,
hipofonksiyonla basa cikmak icin bir model saglar. Bu stratejinin insanlara
uygulanmasinda pratik kisitlamalara ragmen, énimuzdeki yillarda tipta olan surekli

gelismeler bunu tedavide alternatif hale getirecektir.
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8.0ZET

YAPAY iNCE BAGIRSAK SEGMENTININ DOKU KULTURUNDE URETILMESI

VE YAPISAL OLARAK DEGERLENDIRILMESI: ON CALISMA

Kisa bagirsak sendromu, genis barsak rezeksiyonu ya da bagirsaklarin
konjenital kisaligi sonrasi malabsorbsiyon ve buna baglh malnitrisyonla karakterize
kKlinik tablodur. Bagirsak uzunlugunu artirici cerrahi tekniklerin gelismesiyle bu
hastalar gegmise gore daha iyi yasam sansina sahip olmaktadir. Buna ragmen
hastaligin erken ve ge¢ donem problemlerinin devam etmesi ve transplantasyon
olanaklarinin sinirh olmasi, arastirmacilarin yeni yontemler aramasina neden
olmaktadir. Son zamanlarda doku muhendisligi tekniklerinin gelisimi ile yapay ince
barsak segmentinin olusturulmasina ydnelik ¢alismalar dikkati gekmektedir.

Calismamizda tavsan ince bagirsadi biyopsi materyalinden elde edilen
hicrelerin tubuler biyopolimer matriks Uzerine ekilerek yapay bagirsak segmentinin
elde edilmesini ve bu yeni segmentin yapisal 6zelliklerinin incelenmesini amagcladik.

Biz bu ¢galismamizda tavsan ince bagirsagi biyopsi materyalinden elde ettigimiz
hicrelerin tibuler biyopolimer matriks Uzerine ekimini yaptik. Biyopsi alinan intestinal
segmentin sorunsuz iyileserek, barsak butinlugunin korundugu ikinci laparotomi
sirasinda gozlendi. Deney hayvanlari, implantlarindan eksizyonunlarina kadar
saglikh sekilde yasadi. Calisma grubundan bir hayvan postoperatif 21. gun, kontrol
grubunda ise bir hayvan postoperatif 4. ginde kaybedildi. Parca alinan intestinal
segmentin sorunsuz iyileserek, bagirsak butinligunin korundugu ikinci laparotomi

sirasinda gozlendi.
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Kaltir asamasinda  flasklar 37°C %5 CO, kosullari altinda hucrelerin
cogalmasi icin etive alindi. Her bir flask mikroskop altinda gézlemlenerek hicre
tutunmalari degerlendirildi. DMEM-F12 medyum ile ekim yapilan |.Flaskda birkag
hicre disinda tutunma olmadigi goézlendi. Chang medyum ile ekimi yapilan Il-lll.
Flaskta 14-15 ve IV. Flaskta ise 35-40 arasi koloni olusumu tespit edildi. Bu flasklara
birer pasaj yapilarak iki yedek flask daha olusturuldu. Alinan &rneklerin invert
mikroskopta boyama yapilmadan canli incelemesinde kuboid yapida, genis
sitoplazmali, nikleusu santral yerlesimli epitelyal hicreler basta olmak Uzere cesitli
morfolojik 6zellikte hlcreler gézlendi.

Suspansiyondan hazirlanan preparatlarin tripan blue boyama testinde %95
Uzerinde canlihlk orani tespit edildi. Tudbller yapidaki polimerlere hicre
slispansiyonun enjeksiyonu ve bir saat 4 °C de bekletiimesinden sonra invert
mikroskopta incelemede polimer liflerinin igerisi yogun hicre bulundugu goérulda.
Tutunma gosteren hucrelerin pedikulli flep seklinde vaskuler yapi ile beslendigi
g6ruldu. Biz bu yeni segmentin yapisal dzelliklerini histopatolojik olarak inceleyerek
normal barsak dokusunun biyopolimer lifleri Uzerine tutunmalarini ve bunlarin

canlihgini genetik laboratuar incelemesinde tesbit ettik.
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9. SUMMARY

Artificial Creation of The Small Bowel Segment and Structural Evaluation:

Preliminary Study

Short bowel syndrome, large bowel resection or congenital intestinal
malabsorption after shortening and associated clinical condition characterized
malnutrition. Total parenteral nutrition be widely applied to increase the length of the
intestine and the remaining development of surgical techniqus according top ast
these patients have a better change of livings. Despite this problem early and late
periods of the disease and transplantation will continue to be limited opportunities,
has led researchers to search new methods. Recently with the development of tissue
engineering techniques to create an artificial bowel segment studies is remarkable. In
our study, cells derived from rabbit small intestine biopsy of the tubular matrix of
biopolymers can be added on to obtain an artificial bowel segment, and investigate
the structural properties of this new segment.

In our study we cultered cells obtained from intestines of rabbits on to the
biopolimer matrix. At second look we observe that the intestinal segment biopsy
taken seems healty and intact. All rabbits were healty through all study. One in study
group at postoperative 21st day and one in control group at postoperative 4th day
died. At second look we observe that the intestinal segment biopsy taken seems

healty and intact.



All flasks cultured at 37°C and %5 CO, conditions. Every flask was observed at
microscope. At 1.flask that cultured with DMEM —F12 and flasks that cultured with
chang media colonisation was observed, 14-15 colony at 2-3rd flasks and 35-40
colony at 4th flasks. At microscopic investigation without dye cuboid in shape with
large cytoplazm and centrally localised nucleus was observed.

With tripan blue dye over 95% vitality was confirmed. After cell enjection to the
tubulerised polimers and waiting for an hour at 4C many cells observed between
polimerised fibers. Those cells were observed to have pedicules for getting nutrition.

We confirmed this new segment’s vitality at genetic investigations.



