" - DOI: 10.4274/nkmj.galenos.2025.58966
0ZGUN ARASTIRMA / ORIGINAL ARTICLE S

Deneysel Arteriyovenoz Fistiiller icin Melatonin Igeren Matriks
Gelistirilmesi ve Etkinliginin Arastiriimasi

A Novel Approach for Arteriovenous Fistula Maturation; Effects of Melatonin Loaded PLGA
Nanofibers in Rats

@® Damla AYKORA!, @ Serpil SAHINZ, @ Cemre AYDEGER!, @ Ozden YULEK3, @ Sevil ALKAN4, @ Ayhan ORALS, ® Muhammad Umar JAJERE

ICanakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dali, Canakkale, Tiirkiye
2Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi, Kalp ve Damar Cerrahisi Anabilim Dali, Canakkale, Tiirkiye
3Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakdiltesi, Tibbi Patoloji Anabilim Dali, Canakkale, Tiirkiye
4Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Tip Fakiiltesi, Enfeksiyon Hastaliklari Anabilim Dali, Canakkale, Tiirkiye
5Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Fen Fakiiltesi, Fizikokimya Anabilim Dali, Canakkale, Tiirkiye

0z
Amag: Arteriyovenoz fistiil (AVF), periferik bir ven ve bir arterden erisilen bir kantlasyon yontemidir. AVF, kronik bobrek hastaligi hastalarinin
hemodiyaliz alabilmeleri icin vaskiiler erisim saglar. AVF cerrahi miidahale ile olusturulabilir ve hizli iyilesme icin arteriyel-ven6z dolagimi kolaylastirir.
Ancak AVF'nin olgunlasmasi, sirkiilasyonun ve hemodiyalizin devami icin optimum akis hizina izin veren veno6z proliferasyona ve llimen capina
baglidir. Bircok beklenmedik durum nedeniyle, AVF'lerin olgunlasmamasi hemodiyalizin etkinligini sinirlar, bu nedenle hastalarin AVF kaniilasyonu
icin baska bir ameliyat olmasi gerekir.

Gerec ve Yontem: Bu calismada, antioksidan, anti-enflamatuvar ve anti-apoptotik etkileri oldugu bilinen melatoninin (MT) etkilerinden yararlanarak
yeni bir teknikle AVF'lerin daha uzun siire ve daha etkin kullanimini sa§glamayi amacladik. Bu amacla ilk olarak elektrospinning ydntemi ile polilaktik-
ko-glikolik asit (PLGA) nanofiber membranlar gelistirilmistir. Daha sonra PLGA igine MT yiklenmis ve karakterize edilmistir. Biyobozunum ve
ilag salinim profilleri analiz edilmistir. Wistar Albino erkek sicanlarda (n=18) bir in vivo calisma gerceklestirilmistir. Siganlar rastgele ti¢ deney
grubuna ayrilmistir; sirasiyla Sham, PLGA ve MT/PLGA (n=6). Tim gruplarda genel anestezi altinda karotis arter ve jugular ven arasinda AVF
modeli olusturulmustur. Sham grubuna herhangi bir tedavi veya biyomateryal uygulamasi yapiimadi. Gelistirilen membranlar PLGA ve MT/PLGA
gruplarindaki AVF'lerin tzerine yerlestirildi. Tim sicanlar deneyin 28. giiniinde sakrifiye edildi. Tim hayvanlarin anastomoz bélgeleri histopatolojik
analiz icin toplandi.

Bulgular: Sonuclarimiza gore, MT/PLGA grubunda histopatolojik olarak vaskiiler proliferasyon ve fibroblastik hiicre cogalmasi agisindan
degerlendirildiginde matiirasyon diizeyinin Sham grubuna gore anlamli diizeyde arttigi belirlendi (p<0,05).
Sonug: Elde ettigimiz veriler MT/PLGA nanoliflerinin erken AVF olgunlasmasi icin umut verici bir materyal olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Artetiyovendz fistll, melatonin, PLGA, biyouyumlu materyaller, matiirasyon, venéz proliferasyon

ABSTRACT

Aim: Arteriovenous fistula (AVF) is a cannulation method that is accessed by a peripheric vein and an artery. AVF provides vascular access for
chronic kidney disease patients so they can receive hemodialysis. AVF could be created by surgical intervention and facilitates arterial to venous
circulation for rapid recovery. However, AVF maturation depends on venous proliferation and luminal diameter which allows the optimum flow rate
for continuing circiulation and hemodialysis. Due to multiple unexpected conditions, non-maturation of AVFs limits the efficacy of the hemodialysis
so patients must receive another surgery for AVF cannulation.
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Materials and Methods: In this study, we aimed to utilize the effects of melatonin (MT), which is known to have antioxidant, anti-inflammatory,
and antiapoptotic effects, to provide longer and more effective use of AVFs via a novel technique. For this purpose, firstly by electrospinning method,
polylactic-co-glycolic acid (PLGA) nanofiber membranes were developed. After MT is loaded into the PLGA and characterized. Biodegradation and
drug release profiles were analyzed. An in vivo study was performed in Wistar Albino male rats (n=18). Rats were randomly divided into three
experimental groups; Sham, PLGA, and MT/PLGA respectively (n=6). AVF model was established in all groups between arteria carotica and vena
jugularis under general anesthesia. The Sham group did not receive any treatment or biomaterial application. The developed membranes were
placed onto the AVFs in PLGA and MT/PLGA groups. All rats were sacrificed on the 28™ of the experiment. The anastomosis sites of all animals were

harvested for histopathological analysis.

Results: Our results showed MT/PLGA group indicated increased maturation levels conmpared to Sham group (p<0.05).

Conclusion: The results showed that PLGA/MEL may be a promising material for early AVF maturation.

Keywords: Arteriovenous fistula, melatonin, PLGA, biocompatible materials, maturation, venous proliferati

GIRIS
Kronik bobrek hastahd (KBH) tedavisi erken donemde
oncelikle meveut bobrek fonksiyonunu korumaya yoénelik olup
diyet, yeterli sivi alimi, anjiyotensin inhibitorlerinin kullanimi
gibi medikal tedaviler, yasam tarzinin degistirilmesi, fiziksel
aktivitenin artisi gibi yontemleri icermektedir. ileri dénem
bobrek yetmezliginde ise baslica hemodiyaliz, periton diyalizi
tedavileri uygulanirken, bobrek transplantasyonu son donem
bobrek yetmezligi hastalarinin son caresi durumundadir’.
Kiiresel Tani Yiikli 2017 verilerine gore, KBH diinya genelinde
yaklasik 700 milyon kisiyi etkilemektedir. Hasta sayisindaki asiri
artis ve organ bagiscisi eksikligi nedeniyle, KBH hastalari ancak
hemodiyaliz ile hayatta kalabilmektedir>. Hemodiyaliz, KBH
hastalari icin dolasimdaki kandaki mineralleri dengelemek ve
kan basincini kontrol etmek icin vazgecilmezdir®. Uzun siireli
hemodiyaliz i¢cin hastalarin arteriyovenoz fistul (AVF) adi verilen
bir venoz hatta arterler arasinda kurulan kalici vaskiiler erisime
ihtiyaci vardir. AVF, uzun sireli hemodiyaliz hastalari icin en
yaygin kanilasyon yontemidir®. Primer maturasyon yetmezligi,
ic remodeling ve lumen darhgi nedeniyle AVF kullaniminin ana
sinirlayier faktoriidir. Onceki calismalar, 2 mm'nin altindaki
ven liiminal capinin bozulmaya yatkin oldugunu iddia etmistir.
Buna ek olarak, ven capinin anastomoz arter capindan daha
yiiksek olmasi gerektigi yaygin olarak kabul edilmektedir®. Bu
nedenle, AVF'nin uzun siireli kullanimi icin erken olgunlasma
acildir. Aksi takdirde, hastalar hemodiyaliz tedavisi icin bir AVF
kantilasyonu daha yaptirmak lizere birka¢ ameliyat gecirmek
zorunda kalmaktadir.

AVF'lerin  olgunlasmamasi  cogunlukla  oksidatif  stres,
enflamasyon veya hipoksiden olusan altta yatan patolojik
mekanizmalar nedeniyle damar intimasinin kalinlasmasina
baglidir ve bu da diiz kas hiicrelerinin bol miktarda gociine
ve ¢cogalmasina ve hiicre disi matris birikimine neden olur®.
Yapilan arastirmalar AVF basarisizhginin ¢cogunlukla ameliyat
sonrasi erken haftalarda ortaya ciktigini bildirmistir’. Yaklasik
4 ila 6 hafta civarinda, kan akisi 500 ml/dakikadan diistikse
ve damar capli 4 mm'nin altindaysa, yeni bir AVF erisiminin
yeniden kurulmasi icin acilen yeniden ameliyat gerekir®. Bu
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nedenle, basarili bir AVF kaniilasyonunun olusturulmasi kadar
AVF olgunlugunun saglanmasi da uzun sireli hemodiyaliz
icin gereklidir. Gelisen cerrahi teknikler ve yeni farmakoterapi
ajanlar kullanilmasina ragmen, AVF basarisiziigini 6nlemek
icin altin standart yontem mevcut degildir. Bu nedenle, bu
calismada AVF'nin erken olgunlasmasini ve arter ile ven
arasindaki yetersiz kan akisinin 6nlenmesi igin stenozdan
kacinmayr amacladik.

Bu noktada, doku miihendisligi biyouyumluluk ozellikleri
ile cesitli patolojilerin tedavisi icin umut verici sonuclar
sunmaktadir®.  Sentetik  polimerler, doku mihendisligi
calismalari alaninda en vyaygin kullanilan tasiyicilardir.
Polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA) gesitli ajanlari, hiicreleri veya
molekilleri tasimak icin tercih edilen sentetik polimerlerden
biridir. Hiicre gociinii, ¢ogalmasini ve yapismasini aktive
edebilen laktik asit ve glikolik asitten olusur™. Biyouyumlulugu
ve biyolojik olarak parcalanabilirligi nedeniyle PLGA, doku
iyilesmesi veya rejenerasyonu icin faydali etkiler saglar™.
Calismamizda melatonin (MT) yiiklenen PLGA nanoliflerinin
AVF matirasyonu lzerine etkileri arastirilmistir. MT yiiklenen
PLGA biyomateryalleri doku mdihendisligi alaninda siklikla
tercih edilmektedir. MT ve PLGA Amerika Birlesik Devletleri
Gida ve ilac idaresi (FDA) onayh molekiiller oldugundan klinik
translasyona oldukc¢a uygun oldugu belirtiimektedir'>'. Bunun
yaninda MT'nin anti-enflamatuvar ve antioksidan ozellikleri
bircok patogenezin tedavisinde, tedaviyi gu¢lendiren nitelik
kazandirmaktadir's. Ote yandan PLGA'nin da hiicrelerin
ekstraselller matriksini taklit eden ozelligi bu sinerjiyi
guiclendirmekte ve deneysel calismalarda cesitli olumlu
sonuclar elde edilmesini saglamaktadir'®.

MT, tiim hiicre kompartmanlarinin etkilerini gostermesine
izin veren hidrofilik bir yapiya sahip, epifizden salgilanan bir
hormondur. MT antioksidan ve anti-enflamatuvar etkileri
iyi bilinmektedir'”'8. Ayrica, MT'nin iNOS ve eNOS sentezini
azaltarak ve anjiyogenezi artirarak kardiyovaskiiler sistem
Uzerinde iyilestirici etkileri vardir’®. MT'nin kontrollii salim
calismalari son yillarda dnem kazanmistir™. Bunlarin nedenleri
arasinda MT'nin oral veya paranteral kullaniminin karacigerden



Nam Kem Med J 2025;13(2):141-148

AYKORA ve ark. Arteriyovendz Fistiiller icin Biyomateryal Gelistirilmesi

ilk geciste etkisini sinirlamasi ve yeterli biyoyararlanim elde
edilememesi gosterilebilir®.

MT yiiklii PLGA nanoliflerinin uygulandigi deneysel abdominal
adezyon modelinde, MT yiikli nanoliflerin erken dénemde
adezyonu o©nledigini, enflamatuvar hiicre infiltrasyonunu
ve fibrozisi azalttigi belirtilmistir*’. Radyasyonla indiiklenen
akciger hasari lzerine MT yukli PLGA nanopartikillerinin
etkilerinin arastirildigi bir baska calismada ise ratlarda akciger
enflamasyonunu ve apoptozisi azalttigi  belirtilmistir®.
Karbon tetraklorid ile indlklenen karaciger hasari lzerine
MT yiklii PLGA biyomateryallerinin uygulandigi deneysel in
vivo bir ¢alismada, MT'nin karaciger lizerine koruyucu etkiler
gosterdigi, toksisitenin olusturdugu olumsuz etkileri azalttigi
goriilmiistiir?.

Bu calismada MT'nin, AVF olusturulan anastomoz bdlgesine
kontrollii sahm uygulamasi ile AVF'nin matirasyonu tizerine
etkileri arastirilmistir. Bildigimiz kadariyla bu ¢alisma, MT yiiklu
PLGA'nin AVF boélgesine lokal olarak kontrollii salimina iliskin
ilk calismadir.

GEREG VE YONTEMLER
Biyomateryal Uretimi

PLGA Nanoliflerin Uretilmesi

Optimum  biyolojik bozunmayi elde etmek icin PLGA
nanoliflerini optimize etmek tizere PEG6000 kullaniimistir.
Bu amacla, nanolifler 0,8 ml/saat akis hizi, 20 cm mesafe ve
20 kV voltajda elektrospinning ile gelistirilmistir®’. Bu amacla
kullanilan elektrospinning yontemi hazirlanan soliisyonun bir
enjektor yardimi ile Taylor Konisi olarak bilinen toplayici bir
ylizeye puskirtiilmesi ve kalinligi yaklasik 1 mm'den az olan
nanolif membranlar elde edilmesini saglayan yontemdir?%. Tlim
hazirlama prosediirleri MT agirlik kaybini 6nlemek icin kirmizi
1stk altinda gerceklestirilmistir.

MT Yiiklii PLGA Nanoliflerinin Uretilmesi

Nanoliflere yiiklenen MT dozu PLGA nanoliflerinin agirlikca
%50'si MT olacak sekilde baslanmig ve homojen lif dagilimi elde
edilinceye kadar stirdurilmustir. Nihai bilesim icerisindeki MT
dozu sicanlara uygulanacak olan 1x3 cm seklindeki dikdortgen
materyalde 1 mg MT olacak sekilde optimize edildi.

MT Yiiklii Nanoliflerin Biyobozunum Profilinin Belirlenmesi

MT vyiiklii PLGA nanoliflerin biyobozunumu erken dénemde
AVF maturasyonu saglamak lizere 28 giinde en az %90
biyobozunuma ugrayacak sekilde optimize edildi. Bu amacla
hazirlanan MT yiiklii PLGA nanolifleri dncelikle 10 mL fosfat
tamponlu salin (PBS) (0,1M, pH 7,4) icinde inkiibe edildi.
Biyobozunum egrisinin cizdirilmesi icin materyal 30 gline kadar

takip edildi. Her 3 saatte bir PBS yeni sollsyon ile degistirildi.
Tim numuneler 24 saatte bir tartilmis ve agirhk kaybr yiizde
(%) olarak hesaplanmistir®.

ilag Salim Profilinin Belirlenmesi

ilag salim degerlendirmesi icin, MT yiikli PLGA nanofiberler 50
mL pH 7.4 PBS'ye maruz birakilmistir. MT salinimi 300-190 nm
dalga boyunda UV spektrofotometre (Shimadzu, Japonya) ile 3
saatlik periyotlarla takip edilmistir?.

in vivo Deneyler

Hayvan Materyali

Tiim deneysel calismalar Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan (karar no: 2022/01-
03, tarih: 21.01.2022) onay alinmistir. Bu calismada 18
adet Wistar Albino cinsi erkek sican (3-4 aylik; 250-300 g)
kullamlmistir. Sicanlar 22+2 °C, 12 saat karanlik/aydinhk
donglstinde barindinldi. Sicanlar ad-libitum ile beslendi ve
suya serbest erisimleri saglandi. Tiim prosedurler “Laboratuvar
Hayvanlarinin Bakimi ve Kullanimina iliskin Kilavuz" a uygun
olarak gerceklestirilmistir. Sicanlar asagidaki gibi rastgele Ug¢
gruba (n=6) ayrilmistir;

Sham (n=6): Karotis arter ile jugular ven arasinda AVF modeli
olusturuldu. Cerrahi bolge ve anastomoz hatti 100 1U/mL
heparin ile yikandi.

PLGA (n=6): Karotis arter ile jugular ven arasinda AVF modeli
olusturulduktan sonra. Cerrahi alan ve anastomoz hatti 100 U/
mL heparin ile yikandiktan sonra anastomoz bdlgesi saf PLGA
matriks ile kaplandi.

MT/PLGA: (n=6): Karotis arter ile jugular ven arasinda AVF
modeli olusturulduktan sonra. Cerrahi bdlge ve anastomoz

hatti 100 IU/mL heparin ile yikandiktan sonra anastomoz
bolgesi saf MT/PLGA matriks ile kapland.

Cerrahi Prosediir

AVF daha dnce tarif edildigi sekilde olusturulmustur?. Kisaca,
tiim sicanlar intraperitoneal yoldan ketamin (70 mg/kg) ve
ksilazin (7 mg/kg) enjeksiyonu ile anesteziye alindi. Boyun
derisi tiras edildikten sonra sag boyunda bir insizyon yapildi.
Submandibular doku ve kaslar klemplendi ve juguler ven
gorildi. Masif kanamayr onlemek icin tim damar dallari
6.0 prolin stitiir ile baglandi. Daha sonra juguler ven 100 U/
mL heparin iceren serum fizyolojik ile yikandi. Tim ameliyat
loop gozliik ile yapildi. Daha sonra karotis arter diseke edildi
ve klemplendi. Karotis arterin orta noktasindan minimal bir
insizyon yapildi ve ardindan jugular ven ucu ile birlestirildi
ve 8.0 prolin ile dikildi. Kan akisi intravaskiiler kandl ile
gozlemlendi. Biyomateryal grubunda anastomoz etrafina 1x3
cm'lik dikdortgen seklinde membranlar kaplandi (Sekil 1). AVF
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modeli Sham grubunda da olusturuldu ancak herhangi bir
biyomateryal verilmedi. Tim sicanlar daha sonra derlenmeye
alindi ve hipovolemik soku 6nlemek i¢in 9%0,9 NaCl uygulandi.

Deneyin 28. gliniinde, tim sicanlar genel anestezi altinda
servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Anastomoz hatlar
histopatolojik analiz icin hemen toplandi ve analize kadar %10
tamponlu formaldehit igcinde tutuldu.

istatistiksel Analiz

Histopatolojik Analiz

Otenazi sonrasi genel anestezi altinda elde edilen AVF bélgesi
ornekleri paraformaldehit icinde 48 saat bekletilmistir. Daha
sonra gece boyunca su altinda yikandi ve artan alkol serilerine
maruz birakildi. Son olarak, 6rnekler seffaflik icin 3 kez toluen
ile yikandi ve parafine gémildi (Slee, MPS, Mainz, Almanya).
Parafin bloklardan 4 um'lik kesitler alindi ve kit protokoliine
gore hematoksilen-eozin boyama ile boyandi. Boyanan
slaytlar Olympus BX40 (Olympus, Japonya) mikroskobu
ile vaskiiler proliferasyon, fibroblastik hiicre ¢ogalmasi ve
fibrozis parametreleri agisindan (0=yok, 1=az, 2=orta, 3=cok)
gruplara kor bir arastirmaci tarafindan degerlendirildi®.
Vaskiiler proliferasyon ve fibroblastik hiicre skorlar
birlikte matiirasyon skoru olarak kabul edilerek istatistiksel
degerlendirmeye alindi.

Elde edilen veriler SPSS 24.0 paket programi kapsaminda analiz
edildi. Gruplar arasindaki farklilik Kruskal-Wallis, iki grup arasi
karsilastirmalar ise post-hoc Tukey HSD testleri ile belirlendi.
istatistiksel anlam p<0,05 olarak kabul edildi. Veriler (ortalama
+ standart sapma) ile 6zetlendi.

BULGULAR

Calisma bulgularimiz  materyal karakterizasyonunu ve
in vivo sicanlardan elde edilen AVF anastomoz hattinda

gerceklestirilen doku analizleri sonugclarini kapsamaktadir. Tiim
calisma boyunca sican kaybi olmamistir.

In vitro ve in vivo Biyobozunma Bulgular

In vitro biyolojik bozunma, analizin 28. giiniinde yaklasik %85-
90 oraninda tamamlanmistir. /n vivo makroskopik gdzlem ile,
PLGA grubundan 2 hayvanda implante edilen biyomateryalin
tamamen bozulmadigr gorilmustir.

In vitro llag Salim Profili Bulgulari

In vitro ila¢ salim analizine gre PLGA ve MT, 220 nm dalga
boyunda neredeyse ayni zaman noktasinda salinmistir.

Hematoksilen-eozin Boyama Bulgulan

Hematoksilen-eozin boyama sonuclari ile vaskiiler proliferasyon
ve fibroblastik hiicre cogalmasi parametreleri matiirasyon diizeyi
olarak degerlendirildi. Yapilan histopatolojik skorlamaya gore
MT/PLGA (3,67+0,25) grubunda Sham grubuna gdre anlamli
diizeyde bir artis belirlendi (p<0,05). Ote yandan MT/PLGA grubu
ile PLGA (3,16+0,65) grubu arasinda anlamli bir farklilik meveut
degildi (p>0,05). Bununla beraber Sham (2,4+0,4) ve PLGA
gruplari arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi (Sekil 2 ve 3).
Bu incelemelere ait veriler Tablo 1'de verildigi sekildedir.

Histopatolojik olarak incelenen diger bir parametre ise
fibrozisti. Elde edilen sonuclara gére MT/PLGA (1,25+0,25),
PLGA (0,83+0,40) ve Sham (0,2+0,2) gruplari arasinda fibrozis
acisindan anlamli bir fark tespit edilmemistir (p>0,05).

TARTISMA

islevsel bir vaskiiler erisim, terminal donem KBH yasam cizgisidir.
Bu amacla yaygin olarak bir arter ve ven bileskesi olusturularak
AVF anastomozlari kullanilmaktadir. Bununla birlikte AVF'lerin
hemodiyaliz dncesi ve sonrasi basarisiz olma egilimi kalici bir
vaskdiler erisimin saglanmasini olanaksiz kilmaktadir®. Vaskiiler

Sekil 1. Cerrahi prosediiriin gerceklestirilmesi. (A) Juguler ven ve Carotid arterin ekartasyonu (B) AVFnin gerceklestirilmesi, (C)
biyomateryalin uygulanmasi

AVF: Arteriyovendz fistiil
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matlrasyonun gerceklesmemesi terminal donem bodbrek
hastalarinin morbidite riskini nemli 6l¢lide artirmaktadir®. Bu
nedenle uzun sireli kullanilabilen ve islevsel bir vaskdiiler erisim
saglamak lizere yeni cerrahi yontemlere ek olarak matiirasyonun
hizlh saglanmasi ve kahlcihgr icin destekleyici uygulamalara
olan acil ihtiyacin dnemi artmistir. Bu amacla calismamizda
MT yiiklenen PLGA nanoliflerinin AVF matiirasyonu Uzerine

A

100 pm

etkinligi incelenerek, basarili ve kalcr bir vaskiiler erisim icin
yeni bir metot gelistirilmesi amaclanmistir.

Kontrolli sahm calismalarinda Uretilen biyomateryalin
patolojik mekanizmanin iyilesme slrecine uygun olarak
optimize edilmesi mumkiindir. Bu amacla cesitli sentetik veya
dogal kaynakli polimerik malzemeler kullaniimaktadir®'32,

200 pm 200pm

Sekil 2. Hematoksilen-eozin boyama sonuglari. Siyah oklar damarlarin yeniden sekillendigini ve vaskiiler proliferasyonu

gostermektedir (A) Sham, (B) PLGA, (C) MT/PLGA
MT/PLGA: Melatoninin/Polilaktik-ko-glikolik asit

Matiirasyon Skoru

) w EN

Histopatolojik Skor

Sham

——

PLGA MT/PLGA

Sekil 3. Histopatolojik degerlendirmede vaskiiler proliferasyonu ve fibroblastik hiicre cogalmasi degerlendirmelerine bagli yapilan

mattirasyon skorunun istatistiksel grafik gosterimi (*p<0,05)
MT/PLGA: Melatoninin/Polilaktik-ko-glikolik asit

Tablo 1. Gruplara gore matiirasyonu skoru ve fibrozis degerlendirmesi

Sham PLGA MT/PLGA

Sican no | Matiirasyon skoru | Fibrozis Sican no Matiirasyon skoru | Fibrozis Sican no | Matiirasyon skoru | Fibrozis
1 0 1 3 0 4 1

2 2 0 2 3 0 2 3 1

3 2 1 3 1 2 3 4 1

4 0 1 4 2 0 4 4 1

5 2 1 5 1 0 5 3 2

6 1 0 6 3 2 6 4 1

MT/PLGA: Melatoninin/Polilaktik-ko-glikolik asit
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Son yillarda doku mihendisligi alaninda gelistirilen
biyomateryaller ile bircok hastaligin tedavisinde kullaniimak
Uzere deneysel surecleri basari ile tamamlayan biyomateryaller
bulunmaktadir. Bunlar arasinda sentetik biyomateryaller
immiinojenite  gdstermemelerinden  dolayr daha cok
tercih edilir olmustur. Bunlar arasinda PLGA, biyouyumlu,
biyobozunur ve ekstraseliiler matriksi taklit edebilme yetenegi,
diger dogal ve sentetik polimerlere oranla daha ytiksek olmasi
dolayisi ile daha cok tercih edilmektedir®. PLGA, FDA onayli
polimerik bir malzemedir ve biyouyumluluk, biyobozunurluk
ve ekstraselliler matriks taklit etme 6zelliklerine bagl olarak
doku mihendisligi alaninda yaygin olarak kullanilan sentetik
bir polimer tiirtidiir**. PLGA antiadeziv etkiler saglar ve birkac
farkli molekiil ve ajanin yliklenmesi icin iyi bir secimdir®®. PLGA
nanoliflerinin biyolojik bozunmasi, spesifik doku iyilesmesinin
gereksinimlerine gore optimize edilebilir**2%. Calismamizda
PLGA nanoliflerin &rtlici membran seklinde bir yapiya
sahip olacak sekilde gelistirilmesini amacladik. Bu amacla
AVF matilrasyonu ve vaskiler proliferasyonun saglanmasi
icin MT iceren ve MT'nin kontrollii salgilanmasini saglayan
biyobozunur bir bariyer lretilerek, in vitro salinim ve bozunma
profili ile in vivo etkinligi belirlenmistir. Bu amacla dncelikle
PLGA nanolifler iiretilerek, 1x3 cm? basina 1 mg MT iceren bir
matris gelistirildi. Bu matriks lizerinde yapilan in vitro deneyler
ile MT salinimi ve kiitlesinin biyobozunumu arastirilmistir. in
vitro cahismalar sonucunda nanoliflerin 28. giinde kiitlelerinin
%85-90'in1 kaybettikleri ortaya konmustur.

AVF anastomozlarinin  matiirasyonu, vaskiiler onarim,
neointimal hiperplazi ve enflamasyon gibi siireclerin dahil
oldugu kompleks basamaklari icermektedir. Bu sireclerde
AVF'nin basarisi vaskiiler proliferasyon ve hizl fibroblastik hiicre
cogalmasina baglidir. Vaskiler proliferasyon ve fibroblastik
hiicre cogalmasi surecleri baskilandigi durumlarda anormal
vaskiiler remodeling goriliir. Bu da primer vaskiiler erisim
basarisizhgina yol acar®. Bu nedenle vaskiler proliferasyonun
ve fibroblastik hiicre ¢ogalmasinin AVF anastomoz hattinda
saglanmasi kritiktir. Calismamizin in vivo kisminda, sicanlardan
alinan doku orneklerinde hematoksilen-eozin boyama
ile histopatolojik incelemeler vyapildi. Hematoksilen-eozin
boyama sonuclari ile vaskiiler proliferasyon ve fibroblastik
hiicre cogalmasi parametreleri matiirasyon duzeyi agisindan
degerlendirildi. Yapilan histopatolojik skorlamaya gére MT/
PLGA grubunda Sham grubuna goére anlamh diizeyde bir artis
belirlendi (p<0,05). MT yiiklii PLGA nanoliflerinden 28 giin siire
ile kontrollii salimi gerceklesen MT'nin vaskiiler proliferasyonu
sagladigi ve fibroblastik hicre c¢ogalmasini artirarak, AVF
matirasyonunu destekledigini sdylemek miimkiindir. Yapilan
calismalar MT'nin vaskiiler proliferasyonu diiz kas hiicrelerinin
anormal cogalmasini baskilayarak diizenledigi belirtilmistir#4,
Calismamizin  histopatolojik  bulgulart  MT'nin  vaskiiler
proliferasyonu AVF matiirasyonu saglamak tizere artirdigini ve
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intimal hiperplaziyi de engelledigini gosterdigi disundirmustir.
MT'nin bu etkiyi damar diiz kasi lizerinde nitrik oksit saliminin
artisini saglayarak ve oksidatif stresi azaltarak gerceklestirmis
oldugu muhtemeldir*. Fakat calismamizda bu ydnde bir sinyal
yolagi veya molekiiler mekanizma incelenmemistir.

Doku miihendisligi calismalari arasinda giincel literatiire
bakildiginda AVF anastomozlarinin matiirasyonunun saglanmasi
lizere yapilan biyomateryal ¢alismalarinda da kontrollii salim
yapilan ajanlar intimal hiperplaziyi baskilamak ve vaskiiler
proliferasyonu artirmak Gzere kullaniimistir. Bu calismalardan
birinde damar endotelyal biiylime faktori (VEGF) ve trombosit
tirevli biyime faktorii (PDGF) yiikli PLGA nanoliflerinin
vaskiiler olgunluk etkileri degerlendirilmistir. Bu calismanin
sonuclari, VEGF ve PDGF yiikli PLGA nanoliflerinin deneyin
ilk 21 giinlinde vaskiiler olgunlugu artirdigini gostermistir.
Baska bir calismada farelerde subkutan damar olusumunu
incelemek Ulzere, anjiyojenik faktor yiikli PLGA nanolifleri
farelere subkutan olarak implante edilmistir. AVF olusturulan
sicanlara nitrik oksit salan nano matris jel uygulamasi, disa
dogru yeniden sekillenme icin daha iyi sonuclar saglamis ve
28 glinde intimal hiperplaziyi inhibe etmisti**. Rapamisin yiikli
nanofibréz membranlar, AVF anastomozu yapilan bir hayvan
modelinde materyalin olgunlasma etkilerini degerlendirmek
icin kullanilmistir. Dort hafta sonra anastomoz bolgeleri hasat
edilmis ve ileri analiz icin degerlendirilmistir. Bu calismanin
sonucunda rapamisin yikli nanofibroz membranlarin intimal
hiperplaziyi azalttigi ve AVF olgunlasmasini kolaylastirdigi
belirtilmistir*. Calismamizdan elde edilen bulgular MT yiiklu
PLGA nanoliflerinin 28. glinde vaskiiler proliferasyonu artirarak
AVF matirasyonunu sagladigini séylemek mimkindar. MT'nin
AVF hattinda 28 giin boyunca biyouyumlu bir biyomateryal
ile slirekli saliniminin  saglanmasi anti-enflamatuvar ve
antioksidan etkilerinin yaninda vaskiiler proliferasyona katkida
bulunduguna isaret etmektedir.

Calismamizda MT yikli PLGA nanoliflerinin AVF matiirasyonu
Uzerine etkilerinin incelenmesi Uzere arastirilan bir baska
parametre de fibrozisdi. Fibrosiz damar intimasinda ekstraselliiler
kolajen matriksin birikimidir*. AVF fistil matiirasyonu igin
medial fibrozisin varligi anastomuzun basarisini ne dlclide
gosterdigi literatiirde hala bir tartisma konusudur. Arteriyel
fibrozisin ve venoz fibrozisin artisinin AVF matiirasyonunun
basarisini sagladigini gosteren calismalar ve fibrozis artisinin
AVF immatiirasyonuna neden oldugunu gosteren calisma
sonuclari bulunmaktadir?#8, Calismamizda damar kesitlerinden
yapilan fibrozis degerlendirmeleri agisindan deney gruplar
arasinda anlamli bir sonuc bulunmamistir.

Calismamizda MT vyikli PLGA nanoliflerini  AVF hatti
etrafinda bir 6rtli malzemesi olarak kullandik. Sonuclarimiz,
MT'nin yeniden sekillenmenin erken asamalarinda vaskiiler
olgunlugu artirdigini ortaya koydu. Ayrica, MT'nin miikemmel
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antioksidan ve anti-enflamatuvar ozellikleri ile cerrahi
bolgede ve anastomoz hattinda oksidatif ve enflamatuvar
hasarlari  &nleyerek matiirasyona katkida bulundugunu
distindiirmektedir. PLGA'nin vaskiler doku mihendisliginde
farkli ajanlarin yiiklenmesi icin iyi bir secenek oldugu
goriilmektedir.

Ozetle, projemizde gelistirilen MT yiiklii PLGA biyomateryalinin
hem makroskopik hem de mikroskopik dlzeyde vaskiiler
proliferasyon saglayarak 28. giinde AVF olgunlasmasini
baslattigi gozlenmistir.

Calismanin Kisithliklar

Calismamizda biyomateryal liretimi, optimizasyonu yapilarak,
in vivo deneyler ile Uretilen biyomateryalin AVF matiirasyonu
lzerine etkinligini incelenmistir. Calismamizda sadece
anastomoz hattindan elde edilen dokudan histopatolojik analiz
yapilmistir. Bununla birlikte MT'nin hangi molekiler sinyal
mekanizmasi ile bu etkileri ortaya koydugu belirlenmemistir.

SONUG

Ayrica MT yiikli PLGA nanoliflerinin bozunumu sonrasinda
biyolojik bozunum sadece makroskobik olarak belirlenmistir.
Daha ileri arastirmalar ve deney planlamasi ile bu kisithhklarin
ortadan kaldirilmasi hedeflenmektedir.
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