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OZET

Endotel hiicreleri kan damarlarinin i¢ ylizeyini déser ve damar duvariyla dolasan kan arasinda
ayirict bir yizey olusturur. Endotel hticreleri bariyer olusturma, vazokonstriiksiyon, pihtilasma
ve yangi gibi bircok vaskdiler biyolojik olayda rol alir. Farkli organlarda bulunan endotel hiicreleri
farkli fonksiyonlara ve ytizey fenotiplerine sahiptir. Bu hiicreler prostaglandin-1,, trombosit aktive
edici faktér, kollajen, endotelin-1, laminin, trombosit kaynakli bliylime faktéri ve fibroblast biy-
me faktori gibi bircok molektil sentezler. Hiicre kdiltiirtinde hiicreler, laboratuvar kosullarinda izo-
le edilir, devamliliklari saglanir ve ¢ogaltilir. Hiicre kiiltiir teknikleri; asi, antikor ve enzim (iretimi,
ilag arastirmalari, hiicreler arasi baglantilar gibi bircok farkli deneysel ¢alisma igin bu hlicrelerin
organizma diginda kullanimina olanak saglar. insan gébek kordonu veninden elde edilen endotel
hicreleri iyi bir endotel hticre kaynagidir. Clinkii bu hiicreler endotel hticrelerin temel ézellikleri-
ne sahiptir, kolay bulunur ve ucuzdur.

Anahtar Kelimeler: Endotel hlicresi; hiicre kdilt(ir teknikleri; gébek kordonu.
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ABSTRACT

Endothelial cells line the interior surface of blood vessels and form an interface between circu-
lating blood in the lumen and the rest of the vessel wall. Endothelial cells are involved in many
aspects of vascular biology, including barrier function, vasoconstriction, coagulation and infla-
mation. The endothelial cells in different organs have different functions and surface phenotype.
These cells express prostoglandin-1,, platelet activating factor, collagen, endothelin-1, laminin,
fibronectin and growth factors including platelet derived growth factor, fibroblast growth factor.
in the cell culture, cells can be isolated, maintened and proliferate in the laboratory conditions.
The techniques of the cell culture have allowed scientists to use the cells in vitro for experimental
studies, such as the production of vaccine, antibody and enzime, drug research, cell-cell interac-
tions. Human umbilical vein endothelial cell is a good source for endothelial cell, because it is
cheaper, easy to find and has the basic features of the normal endothelial cells.
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Kan dolasimi ilk kez 1628 yilinda William Harvey ta-
rafindan kesfedilerek tanimlandi. Kisa bir sure sonra da
Malphighi, damar aginin varligini ve kanla dolasim arasin-
daki fiziksel ayirimi yapti. 1800°lu yillarda von Reckinga-
usen damarlarin sadece bos tunellerden ibaret olmadigi-
ni, onlarin iclerinin hucreler tarafindan sarildigini kesfetti.
1958 yilinda Palade’nin elektron mikroskobik ve 1959 yi-
inda Gowan’in fizyolojik ¢alismalari sonrasinda, endotel
hucreleriyle kan damarlarinin immunolojik, metabolik ve
sekretuvar fonksiyonlar kesfedilmeye baslandi(®.

ENDOTEL HUCRELERI

Tum damarlari i¢ten drten endotel hiucreleri, tunika inti-
manin lumene en yakin bolumiunde tek sira olarak bulunur
ve altlarinda bulunan kendi sentezledikleri bazal laminaya
tutunur (Resim 1A)@. Endotel hiicreleri besin maddele-
rinin, biyolojik olarak farkli birgok aktif molekulun ve kan
hucrelerinin akisini duzenler. Endotel hucreleri bu fonksi-
yonlarini disaridan gelen sinyalleri degerlendirerek yapar.
Bu uyarilar endotel huicrelerine gerek membran, gerekse
sitoplazmalarinda bulunan reseptor proteinler araciligiyla
ulagir). Endotel hucreleri, ilk kez iguinci haftanin basin-
da vitellus kesesi duvarindaki visseral mezoderm icinde ilk
kani ve damarlan olusturacak bosluklarin ¢cevresinde bu-
lunan mezensimal huicrelerin dis tabakasindan farklilasan
anjiyoblastlardan gelisir®#.

Hucrenin sitoplazmasinda merkezi yerlesen nukleus
hucrenin sekline bagli olarak yassilasmistir (Resim 1B).
Sitoplazmasinda bir ¢ekirdek, kutuplarinda kuicuk bir Golgi
kompleksi, az miktarda granulll endoplazma retikulumu
sisternasi, mitokondri ve ribozom vardir. Ayrica, sitop-
lazmada su, makromolekul ve elektrolit iceren transport
vezikulleri bulunur. Nukleus cevresindeki bolgelerde bol

miktarda mikrofilaman vardir. Bunlar igerikleri bakimindan
cesitli varyasyonlar gosterir. Bir kismi desminden olusur-
ken, bir kismi da vimentin icerir. Bazilari ise her ikisini de
icerir®. Ayrica, sitoplazmalarinda Weibel-Palade grantille-
ri adi verilen, membranla cevrili granuller vardir. Bu granul-
ler 0.1 yum eninde ve 0.3 ym boyunda olup, i¢lerinde kanin
pihtilasmasina yardimci maddelerden olan von Willebrand
Faktor (faktor VIII) icerir. Bu faktor endotel hiicresine dzgu-
dur, baska bir hiicre tarafindan salgilanmaz®®.

Endotel hucreleri surekli kapiller, pencereli kapiller ve
aralikli kapillerde oldugu gibi yapi ve fonksiyon bakimin-
dan bulunduklari yere gore degisik dzellikler gosterir®?.
Farkli dokularin endotel hucreleri, protein ekspresyonu
ve yluzey fenotipi acisindan da birbirlerinden farklidir. Ge-
nellikle endotel huicre belirteci olarak kullanilan von Wil-
lebrand faktor (Faktor VIII) tum damar tiplerindeki endo-
tel hicrelerince salgilanmalarina ragmen, bu salgilanma
uniform degildir”®. Beyin, karaciger ve diger organlardan
kulture edilen mikrovaskuler endotel hucrelerinin hiicre
yuzey belirtecleri, protein tasiyicilari ve salgiladiklar int-
raseluler enzimler farklidir. Endotel hiuicreleri ayni organda
bile farkliliklar gosterebilir. Ornegin; karacigerde iki farkl
sinuizoidal endotel hucresi olan hepatik periportal endotel
huucreleri trombosit-endotel huicre adezyon molekulu (pla-
telet-endothelial cell adhesion molecule-1; PECAM-1) ve
CD834 salgilarken, sinuizoidal intrahepatik endotel huicrele-
ri bunlari salgilamamaktadir®. Bu, dokuya dzgii fenotipik
farkhhklar, uygun kultur kosullariyla korunabilir. Endotel
hiicrelerinin fenotipine birgok faktor etki eder. Bunlara or-
nek olarak mekanik gucler; buyume uyaricilar ve inhibitor-
ler; sitokinler; trombin, plazmin ve antikorlar gibi plazma
proteinleri; perisit ve duiz kas hucreleri gibi diger doku
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Resim 1. A. Endotel huicresi (en) bazal laminasinin (ok basi) elektron mikroskobik gorunusu (http:/php.med.unsw.edu.au/em-
bryology/images/6/6a/Blood_capillary_EM_01.jpg internet adresinden alinmistir). B. Bir kapiller endotel huicresi ve yassilasmis
nukleusunun (ok) elektron mikroskobik gorunuisu (http:/trc.ucdavis.edu internet adresinden alinmistir).
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hucreleri; dolagsimda bulunan eritrosit [okosit gibi huicreler;
ekstraseluler matriks; mikroorganizmalar ve bunlarin suda
eriyebilen Urunleri verilebilir. Ornegin; aorttan elde edilen
endotel hucreleri, akciger kaynakli ekstraseluler matriks
Uzerine kulture edildiklerinde akcigere 6zel endotel huicresi
adezyon molekulu (lung-specific endothelial cell adhesion
molecule; Lu-ECAM-1) sentezlerken, bdobrek kaynakli mat-
riks Uizerine kulture edildiklerinde bobrek kapillerleri gibi fe-
nestralar gelistirdikleri gorulmustur(1%™).

Damar lumenini icten saran endotel hucrelerinin bir-
¢ok dnemli fonksiyonu vardir. Endotel hucrelerinin can
alici fonksiyonu trombosit yapismasini ve pihtilagsmayi
onleyen antitrombotik bir yuzey saglayarak kan akimini
kolaylastirmaktir®. Yaralanmada ise sitoplazmasinda
bulunan Weibel-Palade granulleri icindeki von Willebrand
faktor ve plazminojen aktivator inhibitori salgilayarak
trombin olusumuna katkida bulunur. Endotel hucreleri
secici bir bariyerdir. Kuguk molekullerin, sivilarin ve ¢o-
zunmis maddelerin kontrollu olarak pinositotik vezikuller
icinde dokulara ge¢mesinde segici gecirgen bir bariyer
olarak gorev alir™®. Endotel huicreleri, sadece dolasim ve
cevre dokular arasinda yapisal bir bariyer degildir. Ayni
zamanda kan akimi degisikliklerine, gerilmeye ve enf-
lamasyon mediyatorlerine yanit olarak cesitli maddeler
salgilayarak kan akimini duzenler. Vazodilator etkili pros-
tosiklin (prostaglandin-1,) ve nitrik oksit, vazokonstruktor
etkili endotelin-1, trombosit aktive edici faktor (platelet
activating factor; PAF) salgilar'¥. Endotelin-1 su ana ka-
dar bilinen en kuvvetli endojen vazokonstruktor madde-
dir@419_ Ayni zamanda dolasimdaki kan hiicrelerinin tra-
figini duzenleyen hucre yuzey molekullerini de sentezler.
Bu molekuller normalde az miktarlarda sentezlenirken,
enflamasyon gibi anormal durumlarda daha fazla sentez-
lenerek, bazi kan hucrelerinin damar digina ¢cikmasina
yardim eder'®). Endotel hiicreleri kendi bazal laminalari-
ni olusturmak igin tip Il, tip IV ve tip V kollajen; fibronektin
ve laminin sentezler’®'®. Yine granillosit-makrofaj koloni
uyarici faktor (GM-CSF), granulosit koloni uyarici faktor
(G-CSF), makrofaj koloni uyarici faktor (M-CSF), fibrob-
last buyume faktort (FGF) ve trombosit kaynakli buyiime
faktoru (PDGF) gibi buyume faktorleri ve heparin sentez-
ler. Endotel hucreleri, uzayan ve filizlenen damarlarda
(anjiyogenez) benzer hucrelerle kontakt kurar. Bu kontakt
endotel hucreleri arasindaki hucre-hticre adezyonlariyla
olur. Adezyonda rol alan molekuller de immunglobulin su-
per ailesinden PECAM-1 ve vaskuler endoteliyal kaderin
(VE-kadherin)’dir. Her ikisi de endotel hucrelerince sen-
tezlenir. Endotel hucreleri, vaskuler gelisimde ekstraselu-
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ler matrikste ilerleyebilen hucrelerdir. Bu ilerleme, integri-
nin aracilik ettigi huicre-matriks adezyon kompleksleriyle
gerceklesmektedir").

Cesitli fonksiyonlariyla gln gectikgce daha dnemli bir
hucre tipi olan endotel hucrelerinin 1970°li yillara kadar
in vitro olarak incelenmesi mumkun degildi. 1973 yilinda
Jaffe’nin Maruyama ve Fryer’in calismalarini gelistirip, mo-
difiye etmesiyle ilk defa bu hiicreler uygun bir sekilde ince-
lenebilir hale gelmistir(1”:18),

HUCRE KULTURU NEDIR?

Canli bir organizmadaki bir veya birka¢ hiicre grubu-
nun dokuda bulundugu yerden cesitli yontemlerle alinarak
in vitro olarak yasatilmasi ve ureme yetenegi olanlarin
cogaltiimasidir. Dokudan ayristirma ya spontan migras-
yon ya mekanik yontemler ya da enzimatik yontemlerle
olabilir. Hucre kulturunun sagladigi avantajlar arasinda,
incelenecek hucre ve/veya maddelerin etkilenebilecekleri
tum etkenlerden bagimsiz olarak incelenebilmesi, eko-
nomik ve kolay olmasi, ¢evre gartlarinin kontrol edilebil-
mesi sayilabilir. Kullanildigi alanlardan bazilar arasinda
asl, monoklonal antikor, enzim ve hormon uretimi; DNA
ve RNA replikasyon arastirmasi; protein sentezi ve eneriji
metabolizmasi arastirmalari; ilag etkileri; sinyal iletim me-
kanizmalari; huicre haberlesmesi; embriyonik ve kok hucre
arastirmalari; sitogenetik analiz ve genetik manipulasyon-
lar vardir9),

Hucrelerin kultur ortaminda yasayabilmeleri, cogalabil-
meleri ve belki de en dnemlisi islevlerini koruyabilmeleri
yasayacaklari yeni ortamin sartlarina baghdir. Bu sartlar in
vivo ortamlarindakilerle benzer olmalidir. Bu amagla hiicre
kulturunde hucrelerin dogal ortamlarindaki gibi beslenme-
sini saglayacak kultur medyumu ve fetal sigir serumu (fetal
bovine serum; FBS), buyume faktorleri, hiicrelerin kultur
kaplarinin yuzeyine tutunabilecekleri jelatin, kollajen veya
fibronektin, yeterince gogaldiklarinda onlarin pasajini sag-
layacak tripsin ve EDTA, potansiyel bir enfeksiyonu engel-
leyecek antibiyotikler gereklidir®®.

HUCRE KULTURU ICIN ENDOTEL HUCRE KAYNAKLARI

Endotel hiicresi organizmanin birgok yerinde bulunan
kan damarlarindan elde edilebilmektedir. Bunlara drnek
olarak beyin mikrovaskuler damarlarindan elde edilmis en-
dotel hucresi, insan gbbek kordonu veni endotel hucresi
(human umblical vein endothelial cell; HUVEC), aorta en-
dotel huicresi, glomeruler endotel huicreleri ve dermal mik-
rovaskuler endotel hucreleri, miyometriyum mikrovaskuler
endotel hiicreleri verilebilir®'-29),
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Yukaridaki hucrelerin icinden HUVEC, in vivo endotel
tabakasina oldukga iyi bir modeldir. Hem endotel huicreleri-
nin temel dzelliklerini tasir hem de dogumdan hemen son-
ra atilan bir dokudan elde edilebildigi icin bulunmasi kolay
ve ucuzdur. Buyuk, dallanma yapmayan ve genis yuzeye
sahip bir damar olmasi 6zelligiyle Uizerinde galisiimasi ko-
laydir®®,

SAGLIKLI BIR KULTUR ve HUVEC

Saglikh bir kultur icin kulturdeki hucrelerin saghkl ol-
malari gerekir. Bu da hem steril bir kiltur ortamiyla hem de
kultur icin kullanilan maddelerin hiicrelere uygun secimiyle
gerceklesir. Saglkl olan endotel hiicreleri 6-8 gunde ekil-
dikleri kultur kabinin tum yuzeyini (konfluent) kaplayacak
kadar hizl Urer ve endotel hiicrelerinin iglevlerini yerine ge-
tirir. Cogalirken 1sik mikroskobunda morfolojileri incelendi-
ginde hentiz konfluent olmayan ve sadece yuzeye yapisan
endotel hiicreleri ince, uzun sitoplazmik uzantilara sahiptir
(Resim 2). Konfluent hale geldiklerinde uzun uzantilarinin
azaldigi, daha ¢ok poligonal bir sekil aldiklari ve hem bu-
lunduklari yuizeye hem de birbirlerine baglandiklar gorulur.
Merkezi yerlesimli yuvarlak veya oval tek bir nukleus ve
icinde bir veya birden fazla nukleolus bulunur (Resim 3).
Nukleus duzgun sinirlidir. Ancak hiicre sinirlar nukleustaki
kadar net degildir ve bazi alanlarda gorulmeyebilir. Ozel-
likle cekirdegin ¢evresi olmak Uzere sitoplazmada vakuol-
ler gorulebilir, ancak endotel hiicresinin saglikli oldugunu
gostermesi agisindan bu vakuoller sinirli sayida olmalidir
(Resim 4).(17:18.21.26)

HUVEC ICIN UYGUN KULTUR KOSULLARI

Hucrelerin beslenmesi ve fonksiyonlarina devam etme-
sini saglamak i¢in kullanilan kultur medyumlarini inceledi-
gimizde endotel hiicresinde DMEM, RPMI-1640 gibi med-

e

Resim 3. Konfluent olmaya baslayan endotel huicreleri poli-
gonal sekil almaya baslamis (HE, x20) (Dr. Yusufhan Yazir’in
doktora tezinden alinmisgtir).

yumlarin kullanilabildigi; ancak bircok arastirici tarafindan
siklikla M-199 tercih edildigi gorulmektedir®7-37),

Endotel hucre kulturunde en sik kullanilan serum
FBS'dir®43, Bazi arastiricilar yenidogan sigir serumunu
(44), bazilari ise FBS ve yenidogan sigir serumunu %50
oranlarinda karistirarak kullandiklari gorulmustur. (Morgan
DML, 1996). Ancak tum bu arastiricilarin yaptiklari kultur-
de hucrelerin konfluent olma ve hucre canlilik sonuglari
benzerdir.

Hemen tum kulturlerde kullanildigi gibi HUVEC'te de
antibiyotik olarak penisilin-streptomisin, tampon c¢ozelti
olarak sodyum bikarbonat kullanilir®245-48)_Ayrica, endotel
hucrelerinin cogalmasini artiran ve metabolizmasini sagla-
yan endotel hiicre buyume faktort (endothelial cell growth
factor; ECGF) veya bu faktoru iceren endotel huicre bu-
yume ilavesi (endothelial cell growth supplement; ECGS)
kullanimi gok siktir®+3549)  Endotel hiicrelerinin daha kisa
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Resim 2. Hucre kulturunde konfluent olmamis uzun sito-
plazmik cikintilara sahip endotel hucreleri (HE, x10) (Dr. Yu-
sufhan Yazir’in doktora tezinden alinmigtir).

140

Resim 4. Kulturdeki endotel hucrelerinin sitoplazmasindaki
vakuoller (ok) (HE, x100) (Dr. Yusufhan Yazir’in doktora tezin-
den alinmigtir).

Kosuyolu Kalp Dergisi 2012;15(3):137-142



Yazir Y, Dal¢ik H.

zamanda ¢ogalmalarini saglar ve in vivo kosullardaki fonk-
siyonlarinin devamina yardim eder.

Endotel hucrelerinin kultur kaplarina tutunmalarini ko-
laylastirmak amaciyla bu kaplarin ve deneyde kullanilan
lamellerin yuzeylerinin bazi maddelerle kaplanmasi ge-
rekir. Bu amagla kollajen, endotel hiicre yapisma faktoru
(endothelial cell attachment factor; ECAF), jelatin veya fib-
ronektin kullanilabilir(2®31,33-35.38.39.50) Tyymiy asagi yukari
benzer etkilerdir. Ancak endotel hiicrelerinin in vivo olarak
baglandigi madde oldugu icin se¢im olarak fibronektin ter-
cih edilebilir.

Yukaridaki kultur kosullari uygulanarak yapilan HUVEC
kulturunde endotel hucreleri 6-8 gunde konfluent olmakta
ve %94’lerin Uzerinde bir canlilik oraniyla saglikh bir endotel
hiicre kulturu elde edilebilmektedir®®).

ENDOTEL HUCRE KULTURUNDE ONEMLI NOKTALAR

Kulturde pasajlama sirasinda endotel hucrelerini ya-
pistiklar ylizeyden kaldirmak igin kullanilan tripsin-EDTA
solusyonunun uygulama suresini bes dakikanin mumkin
oldugunca altinda tutmak bu hucrelerin canlilik oranlarini

artinir. Sonugta calismalarin giivenirligi artar®®.

Hucreler dondurulma ve ¢bdzulme asamalarinda, kul-
lanilan dondurma solusyonunda bulunan dimetil sulfoksit
ile endotel hucreleri mumkun oldugunca kisa sure temas
etmelidir. Bu sure ne kadar kisa olursa hucrelerin saglikli
olarak yasamalari o kadar yiiksek olur®?, Kulturdeki hiic-
reler enfekte olursa endotel hucrelerinin cogalma hizlari
hemen azalarak 6lum oranlari artar(®®).

Endotel huicrelerine verilen medyum igindeki FBS kon-
santrasyonu %20’den daha az, 6zellikle %10’larin altina
indiginde, 12-24 saat icinde sitoplazmik vakuollerinde ar-
tisla birlikte hucrelerin kismen yapistiklari yerden ve birbir-
lerinden ayrilmaya bagladiklar gorulur. Bu durum devam
ettiginde baglandiklari yerden tamamen ayrilarak yuzeye
cikip dldukleri ve canlilik oranlarinin hizla azaldigi goru-
lur®,

Sonug olarak; vaskuler patolojilerde dnemli rollere sa-
hip olan ve viucudun her yerine dagilan damarlari i¢ten
doseyen endotel hucreleri, dbnemli fonksiyonlara sahiptir.
Antitrombotik ylzey olusturmalari, secici bariyer gorevi
yapmalari, nitrik oksit, endotelin-1 ve adezyon molekulleri
gibi bnemli maddeler sentezlemeleriyle vucutta olagelen
fizyolojik ve patolojik olaylarda etkin rol almaktadir. He-
nuiz bilinmeyen yonleriyle de diger bir¢cok vaskuler olayda
onemli rolleri olabilecegi dusunuldugunde, endotel hiicre-
leriyle ilgili selektif kultur ¢alismalari oldukca degerli ola-
caktir. Bunun igin organizmadan uzaklastirilarak kultur
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ortamina alinip, burada vucut sartlarina en yakin ortam-
larda devamhiligini saglamasi ve uretilmesi gerekir. Ayrica,
kultur kosullarini surekli olarak iyilestirme yonundeki tum
cabalar sonugta en iyi arastirma sonuglarini saglar. Endo-
tel hucreleriyle ilgili yapilacak yeni hucre kultur ¢alismalar
sayesinde, vaskuler patolojilerin aydinlatiimasi ve daha
yeni tedavilerin 6nunt agmak mumkun olacaktir.
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