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Bu calisma “2-Boyutlu ve 3-Boyutlu in vitro Diyabetik Ulser Modellerinde
Fotostimiilasyonun Etkinliginin Arastirilmas1” baglikli kapsamli aragtirma projesi (FBA-
2022-20162) kapsaminda Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi (BAP) tarafindan desteklenmistir.

Sunulan tez ¢alismasinda fotostimiilasyonun insan dermal fibroblast, keratinosit ve
endotel hiicreleri iizerindeki biyolojik etkilerinin diyabetik kosullar taklit eden 2 ve 3
boyutlu in vitro hiperglisemik modellerde incelenmesi amaglanmistir. Diyabetik
hastalarda siklikla karsilasilan kronik yaralar, 6zellikle hiperglisemi nedeniyle hiicresel
proliferasyonun ve gogiin azalmasi, yetersiz anjiyogenez, re-epitelizasyon, artan oksidatif
stres gibi birgok faktorle iliskilidir. Bu kapsamda fotostimiilasyonun yara iyilesmesindeki
hiicresel ve molekiiler siiregler tizerindeki etkilerinin in vitro ¢alismalarla arastirilip

diyabetik yara tedavisindeki kullanim potansiyelinin ortaya koyulmasi hedeflenirken,



tedavi yaklagimlarinin denenebilecegi in vitro hiperglisemik modellerin gelistirilmesi de

hedeflenmistir.

Gergeklestirilen in vitro ¢calismalarda ilk olarak insan dermal fibroblast (HDF), keratinosit
(HS2) ve endotel hiicrelerinin (HUVEC) kiltiirii yapilmistir. Hiicreler farkli glikoz
konsantrasyonlar1 kullanilarak olusturulan ortamlardaki proliferasyon ve morfoloji
ozellikleri incelenerek bir hiperglisemik kosul belirlenmistir. Belirlenen hiperglisemik
kosullarda ve normal kosullarda fotostimiilasyon uygulamasi yapilarak hiicrelerin
morfoloji, proliferasyon, ECM sentezi, gé¢ ve anjiyogenez iizerindeki etkileri ¢esitli
analiz yontemleri ile incelenmistir. Hiicre proliferasyonu MTT analizi, hiicre goc¢ii scratch
analizi, ECM sentezi immiinositokimyasal analizler, anjiyogenez ise tiibiil olusumu ve
gen ekspresyonu analizleri ile karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Daha sonra
fibroblast ve keratinosit hiicreleri ile polikaprolakton (PCL) / kitosan-jelatin doku iskelesi
tiretilerek 3-boyutlu bir hiperglisemi modeli olusturulmustur. Olusturulan modelde,
fotostimiilasyonun yara iyilesmesi tizerine etkisini incelemek tizere 600-1200 nm dalga
boyunda, yakin kizilétesi (NIR) polikromatik 151n saglayan plazma ark 151k kaynagi
kullanilarak fotostimiilasyon uygulamasi yapilmistir. Bu uygulama karsisinda hiicre
canliligi, morfolojisi ve ECM yogunlugu tizerindeki etkisi SEM ve MTT analizleri ile

incelenmistir.

Calismada gergeklestirilen analizler dogrultusunda fotostimiilasyonun 2 ve 3-boyutlu
modellerde hiicresel proliferasyonu, go¢ii, ECM sentezini ve anjiyogenez siirecinde Kritik
rolii olan tiibiil olusumunu destekledigi goriilmiistiir. Ayrica hiicrelerin biyolojik yanitlari
g6z oniinde bulunduruldugunda Keratinositlerin, fotostimiilasyona en duyarli hiicreler
oldugu, endotel hiicrelerinin ise hiperglisemik kosullardan en ¢ok etkilenen hiicreler
oldugu belirlenmistir. Bu sonuglar, fotostimiilasyonun diyabetik yara tedavisinde
potansiyel tedavi yontemi olarak kullanilabilecegine dair umut vermektedir. Ancak
bununla birlikte yapilacak olan yeni analizlerle bu 3-boyutlu hiperglisemik modelin
optimize edilmesinin, in vivo ve klinik g¢alismalar Oncesinde O6nemli bir basamak

olusturacagi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Fotostimiilasyon; in vitro hiperglisemi modeli; yara iyilesmesi;

dermal fibroblast; keratinosit; endotel hiicresi; PCL/ kitosan-jelatin
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This study is supported by the Scientific Research Projects Coordination Unit (BAP) of
Hacettepe University as part of the comprehensive research project titled "Investigation
of the Effectiveness of Photostimulation in 2-Dimensional and 3-Dimensional in vitro
Diabetic Ulcer Models" (FBA-2022-20162).

In the present study aims to investigate the biological effects of photostimulation on
human dermal fibroblasts, keratinocytes, and endothelial cells in 2D and 3D in vitro
hyperglycemic models that mimic diabetic conditions. Chronic wounds commonly
encountered in diabetic patients are associated with many factors, particularly reduced
cellular proliferation and migration due to hyperglycemia, inadequate angiogenesis, re-
epithelialization, and increased oxidative stress. In this context, the aim is to investigate

the effects of photostimulation on cellular and molecular processes in wound healing
iii



through in vitro studies and to reveal its potential use in the treatment of diabetic wounds,
while also developing in vitro hyperglycemic models where treatment approaches can be
tested.

Human dermal fibroblast (HDF), keratinocyte (HS2), and endothelial cells (HUVEC)
were cultured initially for in vitro cell culture study. A hyperglycemic condition has been
determined by examining the proliferation and morphology characteristics of cells in
using different glucose concentrations. The effects of photostimulation applied under
established hyperglycemic conditions and normal conditions on cell morphology,
proliferation, ECM synthesis, migration, and angiogenesis have been investigated using
various analytical methods. Cell proliferation was evaluated comparatively through MTT
analysis, cell migration through scratch analysis, ECM synthesis through
immunocytochemical analyses, and angiogenesis through tube formation and gene
expression analyses. Later, a 3-dimensional hyperglycemia model was created by
producing a tissue scaffold of polycaprolactone (PCL) / chitosan-gelatin using fibroblast
and keratinocyte cells. In the created model, photostimulation was applied using a plasma
arc light source that provides polychromatic light in the near-infrared (NIR) wavelength
range of 600-1200 nm to investigate the effect of photostimulation on wound healing.
The effect of this application on cell viability, morphology, and ECM density has been
examined using SEM and MTT analyses.

The analyses conducted in the study revealed that photostimulation supports cellular
proliferation, migration, ECM synthesis, and the formation of tubules, which play a
critical role in the process of angiogenesis, in both 2D and 3D models. Furthermore,
considering the biological responses of the cells, keratinocytes have been identified as the
most responsive cells to photostimulation, while endothelial cells are the most affected
by hyperglycemic conditions. These results suggest that photostimulation could be used
as a potential treatment method in the healing of diabetic wounds. Nonetheless, it is
assumed that further refinement of this 3-dimensional hyperglycemic model through
additional analyses will represent a crucial preliminary phase prior to advancing to in vivo

and clinical investigations.

Keywords: Photostimulation; in vitro hyperglycemia model; wound healing; dermal

fibroblasts; keratinocyte; endothelial cells; PCL/ chitosan-gelatin
0\



TESEKKUR

Yiiksek lisans Ogrenimim ve tez ¢alismalarim boyunca deneyimlerini, bilgilerini
esirgemeyen, her kosulda destegini hissettiren, sorularimi sabirla yanitlayan giiler yiizlii

ve kiymetli danisman hocam Dog. Dr. Ozer Aylin GURPINAR’a;

Tez caligmalarim sirasinda karsilastigim her tiirlii sorunda degerli bilgi birikimleriyle ve
tecriibesiyle yol gosteren ve yonlendiren saygideger hocam Prof. Dr. Menemse

GUMUSDERELIOGLU na;

Deneysel ¢alismalarimda degerli bilgi birikimlerini aktaran, bir sorunla karsilastigimda
her tiirlii destek ve imkani bizzat saglayan, calismalarimda biiytik katkilari bulunan
degerli hocam Ogr. Gor. Dr. ANIL SERA CAKMAK ’a;

Hem akademik tecriibelerini hi¢ esirgemeden benimle paylasan, hem de gosterdigi
dostluguyla bana her kosulda destek olarak yardim eden Ars. Gor. Tiilay Selin
ERKUT a;

Tez ¢alismalarinin gergeklesmesi i¢in FBA-2022-20162 proje kodu ile maddi destek
saglayan Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi’ne;

Son olarak, hayatimin her déneminde varliklartyla giiven veren, sevgilerini hissettiren,

her kosulda manevi ve maddi tiim destekleriyle arkamda duran en degerli varliklarim

Annem, Babam ve Abim’e;
Sonsuz tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.
Simge CITAK

Eyliil 2024, Ankara



ICINDEKILER

OZET ...ttt i
ABSTRACT ettt ettt b e b et e nar e beeanee s ii
TESEKKUR ....ovitiiiiiiieetet ettt bbbttt b et %
ICINDEKILER........oiiieiiiiicctete ettt Vi
SEKILLER DIZINI......cooiiiiiiiiiiiiieisicicce ettt viii
CIZELGELER DIZINT ....coviiiiiceeeeeee ettt Xii
SIMGELER VE KISALTMALAR .......coiiiititceesteseesee s sttt ses s tesssss s xiii
L GIRIS oottt ettt 1
2. GENEL BILGILER.........oiiiiiiiiiiiniieiis st 3
2.1. Hiperglisemi Ve DIYADEL.........cooiiiiiiiiieiiiieee e 3

2. 1.1 HIPEIGHISEMI ...ttt 3
2.1.2. DIYADEL ... e 4

2.2. Yara Olusumu, Iyilesmesi ve Tedavi Yaklasimlart ...........cccccoeervvrveeerererercncnnne, 10
2.2.1. Yara Olusumu ve MeKanizZmas ...........cccueriuieiiiieiiiie e 10
2.2.2. Yara TIPIEIT e 10
2.2.3. Yara lyilesme MeKanizmast............ccccevvvrvrirereriiniresieiesssceesssessese s, 11
2.2.4. DiyabetiK Yaralar...........cccoiveiiiiiieeie e 16
2.2.5. Kronik Yaralarin Tedavi YOntemIeri .........cccevvvieiiiiiiiiie e 16
2.2.6. Diyabetik Yaralarda Tedavi Cesitleri........cooviiiiiiiiieiiiieiiee e 17

2.3. Doku Miihendisligi Yaklagimlart...........ccccoeviiiiiiiiiiiiiiice 19
2.3.1. Biyomalzemelerin Kullanimi ..........cccccooiiiiiiiiiiiiiiiee 19
2.3.2. Y2 OFtHIEIT ..o e es s s s s s s s s s s s s s s s 20
2.3.3. Biiyiime Faktorlerinin Kullanimi ... 21
2.3.4. HUCTE Terapileri ...c.ccviiiieiiiiieiiieii i 22

2.4. Yara Iyilesme MOAEIIEri..........cocviriviiireriicreiiicie e 23
2.8.1. 11 Vivo MOUEIIET ..ottt 23
2.8.2. 11 Vitro MOGEIIET .........o.cviverciiieicsie et 23



2.5. Doku Iskeleleri ve Uretim YONEMIETT ..o.veveeveereeeereereereereeesssreeessssssassessesnens 25

2.5.1. EleKtroeZirme YONteM. ... .ccverveiriariiieeiieiesiee s 27
2.5.2. Dondurarak Kurutma YONtemi ........cverveiieeneiiiiesie e 29

2.6. FOtOStIMUIASYOMN .....ciiiiiiiiiiii ittt e e 29
2.6.1. Itk Kaynaklari.........ccooiiiiiiiiiii e 30
2.6.2. Fotostimiilasyonun Etki MeKanizmast............c.ccoovviveiiiiiiicninicseeiesee e 31
2.6.3. Fotostimiilasyona Kars1t Hiicresel Cevap........ccccvvvviiiiiiiiieiiiie e 32
2.6.4. Fotostimiilasyon Parametreler ........ooovvveiieiiiiiiiiiiis i 33
2.6.5. Fotostimiilasyonun Diyabetik Yara Tedavisinde Kullanimi ........................ 35

3. DENEYSEL CALISMALAR ..ottt 36
3.1. Kimyasal ve Biyolojik Malzemeler ..........ccovoveiieiiiieieese e 36
3.2. Insan Dermal Fibroblastlarin, Keratinositlerin ve Endotel Hiicrelerinin Kiiltiirii 37
3.3. Iki Boyutlu Hiperglisemi ve Fotostimiilasyon Calismalart ............cccccocovevevernnnne. 38
3.3.1. Hiperglisemi Kosullarinin Belirlenmesi ...........ccoccovririenincieninincseee,s 38
3.3.2. Fotostimiilasyon CaliSmalart ...........ccocoeiiiiiiiiiiiiiesie e 39

3.4. Ug Boyutlu Hiperglisemi ve Fotostimiilasyon Caligmalart ..............ccccevvevernnnns 44
3.4.1. Doku Iskelelerinin Uretimi ........o.occeverevereccereissesisecesesssesesssssiesesenesseessesnes 45
3.4.2. Hiperglisemik Kosullarinin Belirlenmesi .........cccccoceviviiiiiiiicnc 46
3.4.3. Fotostimiilasyon Cali$malart ............cocoeeiiiiiieiiiiiicice e 47
3.4.4. IStatiStIKSEl ANALIZ.....c.cvcvveeeieeeeieiceceeie ettt 48

4. SONUCLAR VE TARTISMA ...ttt s 49
4.1. Iki Boyutlu Hiperglisemi ve Fotostimiilasyon Calismalart ...............cc.cccevevnne... 49
4.1.1. Hiperglisemi Kosullarinin Belirlenmesi ............ccocooveiiiiiiiiiiciie 49
4.1.2. Fotostimiilasyon Cali$malart ...........cccevuiiiiiiiieniiiiiene e 64

4.2. U¢ Boyutlu Hiperglisemi ve Fotostimiilasyon Calismalari ..............ccccccevernnn. 82
4.2.1. Doku Iskelelerinin Uretilmesi..........c.ceveveveveeerersrereeeeeeeeeseeesesesesesesesesesesenenns 83
4.2.2. Hiperglisemik Kosullarinin Belirlenmesi ............cccocveiiiiiinniicicecnn 87
4.2.3. Fotostimiilasyon Cali$malart ...........cccevuiiiieiiieiiiiieenee e 88

5. YORUM...c ettt b e bttt nn e re b 93
B. KAYNAKLAR ..ottt e st e te et esreeste e esseenteeneeareenneens 96
(0746 ] 216)1Y 1 1SR TTT TR 109



SEKILLER DiZINI

Sekil 2.1. Pankreasin temel anatomik yapisinin diyagrami ..........cccccvceeniieennniesninnennnns 5
Sekil 2.2. Tip 1 ve tip 2 diyabetin patOZENEZi . .....cccvvveiieriiiiiiieieiie e 6
Sekil 2.3. Diyabetik komplikasyonlara yol agan mekanizmalar . ...........cccoceriieiiiennnn. 9
Sekil 2.4. Akut ve kronik yaralardaki patolojik mekanizmalar .............cccovcvniiiiniiinnns 11
Sekil 2.5. Yara iyilesmesinin hemostaz fazi ..........cccccviiviiiiiiiiiiiiie e 12
Sekil 2.6. Yara iyilesmesinin inflamatuar fazi . .......cccccocvviviiiiiiiinie e 12
Sekil 2.7. Yara iyilesmesinin proliferasyon fazi . ........c.cccoeviiiiiiiiiiiceee 14
Sekil 2.8. Yara iyilesmesinin yeniden yapilanma fazi ...........ccoccvoveiiiiiiciiiiicieee 15
Sekil 2.9. Yara iyilesmesinde kullanilan yontemler.............cccocoviiiiiiiiiiiicneec e 18
Sekil 2.10. Elektroegirme yonteminin sematik gOSteTimi ........cceervrriveerveriieesinenieennenns 27
Sekil 2.11. Dondurarak kurutma yonteminin sematik gOSterimi. ........cocovverveivirivenennns 29
Sekil 2.12. Elektromanyetik SPektrum .........cociiieiiiiiiiiiieiseee e 30
Sekil 2.13. Fotostimiilasyonun hiicreler tizerindeki etkileri..........c.ccoeviiiiininicnnnene 32
Sekil 3.1. Collagentex® cihazi ile kurulmus fotostimiilasyon sistemi............cccoceevinnnne 40

Sekil 4.1. HS2 hiicrelerinin a) 10 mM (Kontrol), b) 25 mM, ¢) 50 mM, d) 75 mM, ¢) 100
mM, f) 125 mM ve g) 150 mM glikoz konsantrasyonundaki inkiibasyonunun
24. saatindeki inverted mikroskop goriintiileri. Beyaz oklar yuvarlak
morfolojideki hiicreleri gostermektedir (Biiylitme: 10X). ....ocoovvviveeivinnnene 50
Sekil 4.2. HS2 hiicrelerinin a) 10 mM (Kontrol), b) 25 mM, c) 50 mM, d) 75 mM, e) 100
mM, f) 125 mM ve g) 150 mM glikoz konsantrasyonundaki inkiibasyonunun
48. saatindeki inverted mikroskop goriintiileri (Biiylitme: 10X). ............... 51
Sekil 4.3. HS2 hiicrelerinin a) 10 mM (Kontrol), b) 25 mM, c) 50 mM, d) 75 mM, e) 100
mM, f) 125 mM ve g) 150 mM glikoz konsantrasyonundaki inkiibasyonunun
72. saatindeki inverted mikroskop goriintiileri (Bliylitme: 10x). ............... 52
Sekil 4.4. HDF hiicrelerinin a) 10 mM (Kontrol), b) 25 mM, ¢) 50 mM, d) 75 mM, e) 100
mM, f) 125 mM ve g) 150 mM glikoz konsantrasyonundaki inkiibasyonunun
24. saatindeki inverted mikroskop goriintiileri (Biiyiitme: 10x). ............... 54
Sekil 4.5. HDF hiicrelerinin a) 10 mM (Kontrol), b) 25 mM, ¢) 50 mM, d) 75 mM, e) 100
mM, f) 125 mM ve g) 150 mM glikoz konsantrasyonundaki inkiibasyonunun
48. saatindeki inverted mikroskop goriintiileri (Biiyiitme: 10X). ............... 55

viii



Sekil 4.6. HDF hiicrelerinin a) 10 mM (Kontrol), b) 25 mM, ¢) 50 mM, d) 75 mM, ¢) 100
mM, f) 125 mM ve g) 150 mM glikoz konsantrasyonundaki inkiibasyonunun
72. saatindeki inverted mikroskop gorintiileri (Biiylitme: 10x)................ 56
Sekil 4.7. HUVEC hiicrelerinin a) 10 mM (Kontrol), b) 25 mM, c) 50 mM, d) 75 mM, e)
100 mM, f) 125 mM ve g) 150 mM glikoz konsantrasyonundaki
inkiibasyonunun 24. saatindeki inverted mikroskop goriintiileri (Biiylitme:
10D TSSO TRURPRRP 57
Sekil 4.8. HUVEC hiicrelerinin a) 10 mM (Kontrol), b) 25 mM, c) 50 mM, d) 75 mM, e)
100 mM, f) 125 mM ve g) 150 mM glikoz konsantrasyonundaki
inkiibasyonunun 48. saatindeki inverted mikroskop goriintiileri (Biiylitme:
0D TSRS R PR 58
Sekil 4.9. HUVEC hiicrelerinin a) 10 mM (Kontrol), b) 25 mM, ¢) 50 mM, d) 75 mM, e)
100 mM, f) 125 mM ve g) 150 mM glikoz konsantrasyonundaki
inkiibasyonunun 72. saatindeki inverted mikroskop goriintiileri (Biiylitme:
100N A . A R TR 59
Sekil 4.10. HS2 hiicrelerinin farkli glikoz konsantrasyonlarindaki inkiibasyonunun 24, 48
ve 72. saatlerine ait MTT analizi sonuglar1 (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
Saaiaiad X000 I 4 ) USSR 60
Sekil 4.11. HDF hiicrelerinin farkli glikoz konsantrasyonlarindaki inkiibasyonunun 24,
48 ve 72. saatlerine ait MTT analizi sonuglar1 (*p<0.05, **p<0.01,
***0p<0.001, ****p<0.0001, N=6). ..eovvereeireiesie e 62
Sekil 4.12. HUVEC hiicrelerinin farkli glikoz konsantrasyonlarindaki inkiibasyonunun
24,48 ve 72. saatlerine ait MTT analizi sonuglarn (*p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001, ****p<0.0001, NZ6). ..ooveiviiiriiieieiee e 63
Sekil 4.13. 2-boyutlu hiperglisemik modellerde fotostimiilasyonun HS2 hiicrelerine ait
MTT analizi grafigi (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, n=3).
Fotostimiilasyon uygulanan ve uygulanmayan gruplar “(+) ve (-)” olarak
DElIrtHMEKLEAIN. ... 65
Sekil 4.14. 2-boyutlu hiperglisemik modellerde fotostimiilasyonun HDF hiicrelerine ait
MTT analizi grafigi (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, n=3).
Fotostimiilasyon uygulanan ve uygulanmayan gruplar “(+) ve (-)” olarak

D I MNEKEEAIT . ... 66



Sekil 4.15. HDF hiicrelerine ait immiinofloresan boyama goériintiileri. Isik uygulanan
gruplar DMEM-LG (+), DMEM-HG (+) ve 151k uygulanmayan gruplar
sirastyla DMEM-LG (-), DMEM-LG (-) olarak ifade edilmistir (Bliyiitme:

Sekil 4.16. HDF hiicrelerine ait immiinofloresan boyama goriintiileri. Isik uygulanan
gruplar 125 mM (+), 150 mM (+) ve 151k uygulanmayan gruplar sirastyla
125 mM (-), 150 mM (-) olarak ifade edilmistir (Biiyiitme: 20X).............. 69
Sekil 4.17. HS2 hiicrelerine ait immiinofloresan boyama goriintiileri. Isik uygulanan
gruplar Kontrol (+), 125 mM (+), 150 mM (+) ve 151k uygulanmayan gruplar
sirastyla Kontrol (-), 125 mM (-), 150 mM (-) olarak ifade edilmistir
(BUYTEME: 20X). .vtiiieiiieeitee ittt 70
Sekil 4.18. HDF hiicrelerine ait fibronektin/DAPI boyamalarinin floresan mikroskop
goriintlileri. Isik uygulanan gruplar Kontrol (+), HG (+) ve 1sik
uygulanmayan gruplar sirastyla Kontrol (-), HG (-) olarak ifade edilmistir
(BUYTEME: TOX). 1eviiiieiiiieitie ittt 72
Sekil 4.19. HDF hiicrelerine ait kolajen/DAPI boyamalarinin floresan mikroskop
gorlintlileri. Isik uygulanan gruplar Kontrol (+), HG (+) ve 1sik
uygulanmayan gruplar sirastyla Kontrol (-), HG (-) olarak ifade edilmistir
(BUYTEME: TOX). 1eviiiieiiiieitie ettt 73
Sekil 4.20. Fotostimiilasyon uygulamasi yapilmayan HDF hiicrelerine ait hiicre gogiiniin
0, 24 ve 48. saatlerine ait mikroskop goriintiileri (Biiytitme: 10x). ........... 75
Sekil 4.21. Fotostimiilasyon uygulamasi yapilan HDF hiicrelerine ait hiicre go¢iiniin 0,
24 ve 48. saatlerine ait mikroskop gortintiileri (Biiyiitme: 10x). ............... 75
Sekil 4.22. Normal ve hiperglisemik kosullarda kiiltiirlenen HDF hiicrelerine ait yiizde
hiicre go¢ grafigi, a) fotostimiilasyon uygulanan, b) fotostimiilasyon
uygulanmayan hlicreler. ... 76
Sekil 4.23. Fotostimiilasyon uygulamasi yapilmayan HS2 hiicrelerine ait hiicre gociliniin
0, 24 ve 48. saatlerine ait mikroskop goriintiileri (Biiyiitme: 10x). ........... 77
Sekil 4.24. Fotostimiilasyon uygulamasi yapilan HS2 hiicrelerine ait hiicre gogiiniin 0, 24
ve 48. saatlerine ait mikroskop goriintiileri (Biiyiitme: 10X). .......cccocveenen. 77
Sekil 4.25. Normal ve hiperglisemik kosullarda kiiltiirlenen HS2 hiicrelerine ait yiizde
hiicre go¢ grafigi, a) fotostimiilasyon uygulanan, b) fotostimiilasyon
uygulanmayan hiicreler. ... 78

X



Sekil 4.26. Hiperglisemik ortam kosullarinda kiiltlirlenen ve fotostimiilasyon uygulanan
HUVEC hiicrelindeki tiibiil olusumu ait inverted mikroskop goriintiileri
(Bar: TOO LM ). .eeiiiiiiiiiiieeiiie e b e nnaee e 79
Sekil 4.27. Fotostimiilasyon varliginda normal ve hiperglisemik kosullardaki HUVEC
hiicrelerinin PDGF ve VEGF gen ekspresyonu seviyeleri. ............c.c.c...... 81
Sekil 4.28. Elektroegirme yontemi ile iiretilmis olan PCL doku iskelelerinin a)
makroskobik goriintiisii b) mikroskobik gorintlsi. ........cccoevveviiveeiiinennne 84
Sekil 4.29. Dondurarak kurutma yontemi ile iiretilmis olan PCL / kitosan-jelatin doku
iskelelerinin makroskobik gOrtintlisii...........ccevveririiiieiiiiciececec 86

Sekil 4.30. Iki katmanli doku iskelelerinin kitosan-jelatin katmanina ait MTT grafigi. 87

Sekil 4.31. Iki katmanli doku iskelelerinin PCL katmanina ait MTT grafigi................. 88
Sekil 4.32. Iki katmanli doku iskelelerinin PCL katmani iizerindeki HS2 hiicrelerine ait
SEM @OTUNLHIETT ..ttt 89
Sekil 4.33. Iki katmanli doku iskelelerinin kitosan-jelatin katmani iizerindeki HDF
hiicrelerine ait SEM gOrintllert. ..........ccovvviiiiiniiiiiiiiiie 90
Sekil 4.34. iki katmanli PCL / kitosan-jelatin doku iskelelerindeki hiicrelere ait MTT
analizi (*p<0.05, **P<0.01, N=3). c.oooeiiieiiiiieseee e 91

Xi



CIZELGELER DiZiNi

Cizelge 2.1. Doku iskelelerinin temel 6zelliKIeri. ......c.ooovviiiiiiiiiiiiii e, 25

Cizelge 2.2. Elektroegirme yonteminde kullanilan parametreler ve fiberler tizerindeki

BEKIIEII. oo 28
Cizelge 2.3. Fotostimiilasyon uygulamalarinda kullanilan parametreler ve agiklamalari.
.................................................................................................................... 34
Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal ve biyolojik malzemeler. ...........ccccccovvvvniiiieiiiennnnnnn. 36

Cizelge 4.1.Tek katmanli kitosan-jelatin ve iki katmanli PCL/ kitosan-jelatin

iskelelerinin doku iskelelerine ait karakterizasyon sonuglart. ................... 86

Xii



Simgeler
pL
CO2

Hz

kv

nm

viv

wi/v

Kisaltmalar

ADSC

AGE

ATP

BSA

CIA

COOH

Cox

DAG

DAPI

SIMGELER VE KISALTMALAR

Mikrolitre
Karbondioksit
Frekans

Joule

Kilovolt
Nanometre
Hacim/hacim orani
Watt

Kiitle/hacim orani
Alfa

Beta

Adipoz Kaynakl1 Kok Hiicreler
lleri Glikasyon Son Uriinleri
Adenozin Trifosfat

Sigir Serum Albumini
Kolajenle indiiklenen Artrit
Karboksil Grubu

Sitokrom C Oksidaz
Diasilgliserol

4' 6-Diamidino-2-fenilindol

Xiii



DC

DFU

DKA
DMEM
DMEM/F12
DMEM-HG
DMEM-LG
DMSO
DNA
DPBS

ECM

EDC

FBS

FDA

FGF

HDF

HFIP

HHS

HIF1
HMDS
HS2
HUVEC

IL

IPSC

LED

Dogru Akim

Diyabetik Ayak Ulseri

Diyabetik Ketoasidoz

Dulbecco’s Modifiye Eagle Ortami

Dulbecco’s Modifiye Eagle Ortami/Besin karigimi F12
Yiiksek Glikozlu Dulbecco’s Modifiye Eagle Ortami
Diisiik Glikozlu Dulbecco’s Modifiye Eagle Ortami
Dimetil siilfoksit

Deoksriboniikleik Asit

Dulbecco Fosfat Tamponu Cozeltisi

Ekstraseliiler Matriks
1-Etil-3-(3-Dimetilaminopropil) Karbodiimid Hidrokloriir
Fetal Sigir Serumu

Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi

Fibroblast Biiyiime Faktorii

Insan Dermal Fibroblast

Hekzafloroizopropanol

Hiperosmolar Hiperglisemik Durum

Hipoksiyle Indiiklenen Faktor-1

Hekzametildisilazan

Insan Dermal Keratinosit

Insan Gobek Kordonu Veni Endotel Hiicreleri
Interldkin

Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler

Isik Yayan Diyot

Xiv



LLLT

MMP

MRNA

MSC

MTT

NH2

NHS

NO

Nrf2

PAC

PBS

PCL

PDGF

PKC

PLGA

PRP

PU

Diistik Seviyeli Lazer Tedavisi
Metalloproteazlar

Mesajc1 RNA

Mezenkimal Kok Hiicreler
3(4,5-Dimetiltiyazol-2-11)-2-5-Dinefiltetrazolyum Bromiir
Amino Grubu

N-Hidroksi Stiksinimid

Nitrik Oksit

Niikleer Faktor Eritroid 2 Ile Iliskili Faktor 2
Plazma Ark

Fosfat Tamponlu Salin

Polikaprolakton

Trombosit Kokenli Biiytime Faktorii

Protein Kinaz C

Poli(laktik-ko-glikolik asit)

Plateletce Zengin Plazma

Politiretan

XV






1. GIRIS
Hiperglisemi ve diyabet diinya genelinde hizla artmakta olan halk sagligi sorunlari
arasinda yer almaktadir [1]. Hiperglisemi, diyabetle iliskili olarak morbidite ve
mortaliteyi artiran birgok ciddi komplikasyonlara neden olmaktadir. Hiperglisemi,
kandaki glikoz seviyesinin normalin iizerinde olmasi durumudur ve genellikle
pankreastan yetersiz insiilin salgilanmasi veya instilinin etkin sekilde kullanilamamasina
bagl olarak gelismektedir [2, 3] . Normal kosullarda pankreastan salgilanan insiilin ve
glukagon hormonlariin birbirine zit ancak dengeli ¢alisma mekanizmalar1 sayesinde
glikoz homeostazi saglanmaktadir. Ancak diyabet gibi durumlarda bu mekanizmanin
bozulmasi sonucu glikozun hiicrelere tasinimi gergeklesemez ve glikozun kanda
birikmesine yol agar. Hiperglisemi ile karakterize olan diyabet, viicudun yeterli insiilini
liretememesi veya insiilini etkin bir sekilde kullanamamasi1 sonucunda ortaya ¢ikan kronik
bir metabolik hastaliktir [4, 5]. Diyabetin patogenezine ve klinik 6zelliklerine gore tip 1,
tip 2 ve gestasyonel diyabet gibi farkli tipleri mevcuttur. Otoimmiin bozukluk olarak
kabul edilen tip 1 diyabet, bagisiklik hiicrelerinin pankreastaki beta hiicrelerine saldirmasi
sonucu insiilin tiretilememesi sonucu gelismektedir [6]. Tip 2 diyabet ise insiilin direnci
ve beta hiicrelerinin disfonksiyonuna bagli olarak gelismektedir [7]. Her iki diyabet tipi
de kontrol altina alinmadiginda bir¢ok komplikasyona neden olmaktadir. Diyabetin en
yaygin komplikasyonlarindan biri ise karmasik patofizyolojik mekanizmalar igeren,
ilerleyen evrelerinde uzuv kayiplarima dahi yol acan diyabetik yaralardir. Saglikli
bireylerde yara iyilesme siireci, birbirini takip eden hemostaz, inflamasyon, proliferasyon
ve yeniden yapilanma fazlarindan olugmaktadir. Diyabetik hastalarda ise bu siirecte
uzamis inflamatuar yanit, yetersiz re-epitelizasyon ve ekstraseliiler matriks (ECM)
sentezi, zayif anjiyogenez goriilmektedir [8]. Olusan diyabetik yaralarin tedavilerinde
yara debridmani, hiperbarik oksijen tedavisi, negatif basingl yara tedavisi ve yara ortiileri
gibi yontemler kullanilmaktadir. Ancak bu yontemler gegici rahatlama saglasa da
genellikle iyilesme tam olarak gerceklesmektedir [9]. Bu nedenle diyabetik yaralarin
tedavisi icin geleneksel yontemlere alternatif olacak yenilik¢i tedavi yaklasimlarinin
gelistirilmesi gerekmektedir. Bu yaklasimlardan biri fotostimiilasyon veya diger
adlandirma sekilleriyle fotobiyomodiilasyon, diisiik seviyeli lazer tedavisi (LLLT) veya
fototerapidir. Giiniimiizde fotostimiilasyon, nérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde, agr1

tedavilerinde, dis hekimliginde, dermatolojik hastaliklarda uygulanabilmektedir [10].
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[k kez Mester tarafindan uygulanan bu yéntem, gesitli 151k kaynaklarindan elde edilen ve
belirli dalga boylarindaki 11k enerjisinin kullanilarak biyolojik siireglerin uyarilmasi
prensibine dayanmaktadir [11]. Fotostimiilasyonun etki mekanizmasi, 151k enerjisinin
hiicrelerde bulunan kromoforlar aracihigiyla algilanmasi ile baslamaktadir. Ozellikle
mitokondride bulunan sitokrom ¢ oksidaz, kirmiz1 ve yakin kizil6tesi 151k dalga boylarin
absorbe eden hiicrelerde nitrik oksit (NO), reaktif oksijen tiirleri (ROS) fiiretimini
tetikleyen birincil fotoreseptorlerdendir. Bu reseptor tarafindan 1s18in absorbe edilmesi
ile ATP, NO sentezi artmaktadir ve membran gegirgenligi tetiklenmektedir. Buna bagh
olarak ikincil haberciler aktive olup hiicre i¢i sinyal mekanizmalari harekete gegmektedir
[12].

Fotostimiilasyonda LED (Isik Yayan Diyot), lazer ve plazma ark gibi 151k kaynaklar
kullanilarak hiicresel diizeyde biyolojik siire¢lerin modiile edilmesi saglanmaktadir.
Hiicre proliferasyonunu, gogiinii, anjiyogenezi, kolajen sentezini ve ECM iiretimini
artirarak iyilesme siirecinde rol oynayan biyolojik aktiviteleri tesvik ettigi

bildirilmektedir [13].

Bu dogrultuda gergeklestirilen tez ¢alismasinda, fotostimiilasyonun 2 ve 3-boyutlu in
vitro hiperglisemik modellerde insan dermal fibroblast, keratinosit ve endotel hiicreleri
tizerindeki  etkinliginin  incelenmesi amaglanmistir.  Genel olarak literatiirde
fotostimiilasyonun in vitro ve in vivo yara iyilesme modelleri iizerindeki etkisini
inceleyen caligsmalar, tek bir dalga boyu ile yani monokromatik 1sik kaynaklarinin

kullanim1 ile gergeklestirilmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda “optik pencere” olarak bilinen aralikta yani 600-1200 nm
dalga boylarinda 1s1ma veren polikromatik bir 151k kaynagi kullanilmistir. Tedavi edici
etkisi bilinen tiim dalga boylarinin bir arada sunulmasi ile daha etkin ve giivenli bir
penetrasyon saglanmaktadir.  Ayrica literatiirde heniiz deneysel model olarak
kullanilabilecek 3-boyutlu bir hiperglisemik model bulunmadigindan caligmamizda
fibroblast ve keratinosit hiicrelerini igeren iki katmanli biyomimetrik PCL / kitosan-
jelatin doku iskelesi olusturularak literatiire katkida bulunulmaktadir. Fotostimiilasyonun
normal ve hiperglisemik kosullardaki hiicresel etkilerinin, olugturmus oldugumuz 2 ve 3-
boyutlu modeller tizerinde incelenmesi ile yenilikgi tedavi yaklasiminin gelistirilmesine

katki saglamasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Hiperglisemi ve Diyabet

Diyabet, insiilin tiretimindeki yetersiz veya insiilin direncinden kaynaklanan hiperglisemi
ile karakterize edilmektedir. Diyabet ile iliskili olarak hiperglisemi, hastaligin seyrini
olumsuz yonde etkileyen, morbidite ve mortaliteyi 6nemli Slglide arttiran akut veya

kronik komplikasyonlara yol acabilmektedir.

2.1.1. Hiperglisemi

Hiperglisemi, kandaki glikozun yiiksek seviyelerde seyretmesi durumu olarak
tanimlanmaktadir [2]. Kandaki glikoz homeostazi pankreas tarafindan salgilanan insiilin
ve glukagon hormonlarinin birbirine zit ancak dengeli etkileri sayesinde saglanmaktadir.
Glukagon, uyku esnasinda veya 6glinler arasindaki periyotta kan sekerinin diismesi ile
pankrastaki alfa hiicreleri tarafindan salgilanmaktadir ve karacigerde glikojenin glikoza
doniistiiriilmesini saglamaktadir. Insiilin ise beta hiicreleri tarafindan 6giin sonrasinda
yiikselen glikoz seviyeleri ile tetiklenmektedir. Ayrica kas ve yag gibi dokulardaki
reseptorlere baglanarak glikozun dokulara taginmasini saglamaktadir. Buna bagli olarak
da kan dolasimindaki glikoz seviyesini azaltmaktadir [3]. Ancak kandaki glikoz
homeostazi, insiilin hormonunun yetersizligi ya da insiilinini etkin sekilde viicutta
kullanilamamasi yani insiilin direnci olusumu ile bozulabilmektedir. Buna bagli olarak
glikozun hiicrelere taginamamasi ve kan dolasiminda glikoz birikimi gergeklesmektedir.
Uzun siireli yiiksek kan sekeri seviyeleri ise pankreas ve karacigerde olumsuz etkilere
neden olmaktadir. Bu siire¢ pankreasin daha fazla insiilin liretmesine yol agmaktadir.
Ancak bir siire sonra pankreas insiilin talebine yanit veremeyecek duruma gelmektedir.
Bu durum insiilin seviyesinin diismesine ve hipergliseminin kronik hale gelmesine yol
acmaktadir. Karacigerde ise glikojenin glikoza donistiiriilmesi yani glikojenoliz ve
karbonhidrat dis1 glikoz iiretiminin (glikoneogenez) kontrolsiiz bir bicimde artmasina
neden olmaktadir. Dolayisiyla bu da bir kisir dongiiye neden olarak kan sekerinin daha

fazla yiikselmesine neden olmaktadir [17].

Hiperglisemi, ciddi akut ve kronik komplikasyonlara neden olabilmektedir. Akut
komplikasyonlardan diyabetik ketoasidoz (DKA) ve hiperosmolar hiperglisemik durum
(HHS), yetersiz insiilin veya glukagon, kortizol, biiylime hormonu gibi karsi-diizenleyici
hormonlarin fazla olmasindan kaynaklanmaktadir. Kronik komplikasyonlarin basinda ise

vaskiiler komplikasyonlar gelmektedir [18, 19]. Kronik hiperglisemi, 6zellikle kilcal
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damar endotel hiicrelerinde hasara yol acabilmektedir. Buna bagli olarak ilgili organin
damar yapisinin zarar gérmesine ve fonksiyonlarinin bozulmasina neden olmaktadir [20].
Bu komplikasyonlar poliol yolu, heksozamin yolu, diasilgliserol (DAG)-protein kinaz
C'nin (PKC) aktivasyonu, ileri glikasyon son {iriinleri (AGE), oksidatif stres, biiyiime
faktorii ve sitokinlerin artisini igeren ¢esitli mekanizmalar araciligiyla ger¢eklesmektedir.
Bu mekanizmalar ise diyabetin hiperglisemiye bagli komplikasyonlarini olusturmaktadir
[19, 21].

2.1.2. Diyabet

Diyabet, insiilin yoklugu, eksikligi veya direncinden kaynaklanan kronik bir metabolik
hastaliktir [4]. Diyabet ile ilgili ulusal ve elektronik kayitlardan elde edilen verilere gore
21. yiizyilin en hizli ilerleyen saglik sorunu oldugu goriilmiistiir. Diyabet hastasi sayinin
2030 yilinda 643 milyona, 2045 yilinda ise 783 milyona ulasmasi ongdriilmektedir [4].
Tiim diinyada yiiksek prevalansa sahip diyabetin iilkemizde de goriilme siklig1 hizla artig
gostermektedir ve bu durum genellikle yag orami1 ve glisemik indeksi yiiksek gidalarin
tiketimindeki artis, daha hareketsiz yasam tarzi ve farkli stres kaynaklar ile

iligkilendirilmektedir [22].

Diyabet, viicuttaki insiilin liretiminin yetersizli§i veya insiiline dogru sekilde yanit
verememesinden kaynaklanmaktadir. Insiilin iiretimi ise pankreas tarafindan
gerceklestirildiginden dolayr diyabetin olusumunda o6nemli bir rol oynamaktadir.
Pankreas endokrin ve ekzokrin fonksiyonlarina sahip karmasik bir yapiya sahiptir.
Ekzokrin, asiner hiicrelerden olusan protein, yag ve karbonhidratlarin sindiriminde rol
oynayan enzimlerin salgilandig1 boliimdiir. Pankreasin endokrin kismi ise, Langerhans
adaciklar1 olarak adlandirilan hiicre gruplarindan olusmaktadir. Langerhans adaciklarinda
temel olarak alfa, beta, delta ve PP hiicreleri yer bulunmaktadir. Alfa hiicreleri glukagon,
beta hiicreleri insiilin, delta hiicreleri somatostatin ve PP hiicreleri ise pankreatik

polipeptid salinmasindan sorumludur [23].
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Sekil 2.1. Pankreasin temel anatomik yapisinin diyagrami [23].

Endrokrin pankreas, glukagon ve insiilin gibi enerji metabolizmasinin kontroliini
saglayan temel hormonlarin salinimi nedeniyle dnemlidir. Ayrica alfa hiicrelerinden
salgilanan glukagon ve beta hiicrelerinden salgilanan insiilin hormonlarinin salinimi

diyabet tiplerine gore 6nemli rol oynamaktadir.
2.1.2.1. Diyabet Tipleri

Diyabetin siniflandirilmasi farkli tedavi yontemlerinin uygulanmasi agisindan oldukca
onemli olmakla beraber pek c¢ok hasta i¢in tek bir sinif belirlemek kolay olmamaktadir.
1997 yilinda Amerikan Diyabet Derneginin yapmis oldugu diyabet siniflandirilmasi
giiniimiizde kabul gérmeye devam etmektedir [24]. Yapilan bu siniflandirma ¢alismasina
gore diyabeti Tip 1, Tip 2, gestasyonel diyabet ve diger spesifik tipler olmak {izere dort

gruba ayirmak mimkiindiir [24].

Tip 1, insilin tretiminin yetersiz oldugu durumlarda olusan otoimmiin bir diyabet
tiiriidiir. Diyabet hastalarinin %5-10’u bu tip diyabet sinifina dahildir. Genellikle geng
yaslarda goriilmesiyle beraber pankreastaki beta hiicrelerinin hiicresel aracili otoimmiin
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yikimindan kaynaklanmaktadir. Beta hiicreleri tarafindan yetersiz insiilin salgilanmast ile
hiperglisemi gelismektedir. Hiperglisemiye bagli olarak ise hiicrelerde bozulmus
metabolik kosullar olusturur ve bu da mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlara

neden olmaktadir [6].

Beta hiicrelerinin yikimi1 bebek ve c¢ocuklarda olduk¢a hizli olup yetiskinlerde daha
yavastir. Ozellikle gen¢ hastalarda hastaligin ilk belirtisi olarak ketoasidoz ortaya
cikmaktadir. Yetiskinlerde beta hiicreleri fonksiyonunu uzun siire koruyabildiginden
dolay1 ketoasidoz olusumunu Onleyebilmektedir. Ancak bu hastalar da insiilin bagimli

hale gelmektedir ve ketoasidoz riski mevcuttur [25].

Tip 1 diyabette genetik yatkinlik 6nemli bir etmen olmakla beraber bir¢ok gevresel faktor
de sebep olabilmektedir. Cesitli viral faktorler, D vitamini disiikligi, g¢ocukluk
enfeksiyonlarinin azalmasina bagli olarak otoimmiin hastaliklarin artmasi, obezite gibi

nedenler insiilin direncinin artmasina sebep olur [24].

Tip 1 Diyabet Tip 2 Diyabet

m /+ : <, {
tepki .\.r. S
P s s o~ Hiperglisemi 4 l Beta hiicresi kaybi

»

Makrofajlar X & Beta hiicresi kaybi Hiperlipidemi
T-hiicreleri \ inflamatuar sitokinler 1nsUlin
N Insilin Amiloid birikimi !
v : v,
v) /\,\*’ %
\'/{’ .
Mutlak insiilin yetersizligi Bagil insiilin yetersizligi
Hiperglisemi Hiperglisemi
*".% .. * Beta hiicresi kayb1 W/ Insiilin reseptorii

Sekil 2.2. Tip 1 ve tip 2 diyabetin patogenezi [26].

Tip 2, ¢cok daha yaygin bir diyabet tipi olup temelinde iki metabolik bozukluktan
kaynaklanmaktadir. Bunlardan biri iskelet kasi, karaciger ve yag hiicrelerinde insiilin
direncinin olugmasidir. Digeri ise pankreastaki beta hiicrelerinden salgilanan insiilin
miktarinin azalmasidir. Insiilin direnci, tip 2 diyabetin erken evrelerinde iken insiilin

salinimimin artmasi ile telafi edilebilmektedir. Ancak pankreasin insiilin salgilama
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kapasitesi azaldiginda ve buna bagli olarak insiilin direncini yenemediginde hiperglisemi
ortaya ¢cikmaktadir [7]. B hiicrelerinin disfonksiyonunda ise insiilin salgilanmasi yetersiz
hale gelerek glikoz dengesinin bozulmasina neden olmaktadir. Her iki durumda da

hiperglisemi olugsumu giderek artmaktadir ve hastaligin ilerlemesine neden olmaktadir.

Hiperglisemi, mitokondrilerin asir1 ROS {iretmesine sebep olmakta ve diyabetik
komplikasyonlarin olusumuna yol agmaktadir. Hipergliseminin neden oldugu oksidatif
stresin yol actifi hasar ise yalnizca erken donemde glisemik kontrol ile
Onlenebilmektedir. Glisemik kontrol uzun siire boyunca saglanamazsa hasarin geri

doniisii oldukea zordur.

Genellikle genetik yatkinlik, daha hareketsiz yasam sekli ve sagliksiz beslenme gibi
faktorler, tip 2 diyabetin temel unsuru olan insiilin direncinin olusumuna yol agmaktadir.
Sagliksiz yasam sekli ve obezitenin artisiyla birlikte 6zellikle gen¢ ve ¢ocuklarda tip 2
diyabetin goriilme sikliginin artisindaki temel etkenlerdendir [27].

Gestasyonel diyabet, gebelik sirasinda baslayan ve genellikle ilk defa gebelik esnasinda
fark edilen farkli derecelerdeki glikoz intoleransi olarak tanimlanmaktadir. Obezite,
polikistik over sendromu, annenin yasi, ailede diyabet ge¢gmisinin olmasi ve hareketsiz

yasam gestasyonel diyabetin en énemli risk faktorleri arasinda yer almaktadir [24].

Diger spesifik tipler, kan sekerinin farkli sebeplere bagli olarak yiiksekligini tanimlayan
diyabet sinifin1 tanimlamaktadir. Pankreastaki beta hiicrelerinin genetik kusurlarindan
kaynaklanan fonksiyon bozukluguna bagli monojenik diyabet, ekzokrin pankreas
hastaliklari, ilaglar veya bazi1 kimyasallarin neden oldugu diyabet tiirleri olarak alt

gruplara ayrilmaktadir [24].
2.1.2.2. Diyabetik Komplikasyonlar

Diyabetik komplikasyonlar genel olarak akut ve kronik olarak ikiye ayrilmaktadir. Akut
komplikasyonlar ketoasidoz, hipoglisemi, hiperglisemik hiperosmolar nonketotik

sendrom olarak goriilmektedir.

Ketoasidoz, genellikle tip 1 diyabet hastalarinda goriilmektedir. Insiilin yetersizligine
bagli olarak hiicrelerin glikozu kullanamadig1 durumlarda yaglar1 parcalayarak keton adi
verilen asidik maddeleri iiretmesi ile olusan ve acil tibbi miidahale gerektiren bir
durumdur [28]. Hipoglisemi, kanda sekerin normalin yani ortalama 70 mg/dI’nin altina

diismesi durumu olarak tanmimlanmaktadir. Bu komplikasyon, 6zellikle insiilin



enjeksiyonu, oral antidiyabetik ilag kullanan diyabetli hastalarda yaygin goriilen acil bir
saglik sorundur [29]. Hiperglisemik hiperosmolar nonketotik sendrom, genellikle tip 2
diyabet hastalarinda goriilmektedir. Kan sekerinin ciddi derece yiiksek oldugu durumda
yani 600 mg/dL’nin iizerine ¢ikti§1 ancak ketoasidozun gelismedigi ve acil miidahale

gerektiren bir durumdur [30].

Kronik komplikasyonlar, vaskiiler ve vaskiiler olmayan komplikasyonlar olarak ayri
incelenmektedir. Vaskiiler komplikasyonlar ise mikrovaskiiler ve makrovaskiiler, yani
bliyiik ve kiiclik kan damarlarinda olusan uzun siireli hasarlara bagli olarak iki ana baslik

altinda kategorize edilebilmektedir.
Vaskiiler Olmayan Komplikasyonlar

Diyabete bagl vaskiiler olmayan kronik komplikasyonlarda isitme kaybi, enfeksiyon,
ciltte degisiklikler ve gastroparezi gibi sorunlar yer almaktadir [31].

Diyabette isitme kayb1 veya isitme duyusunda azalma, yiliksek glikoz seviyelerinin i¢

kulaktaki sinir hiicrelerine zarar vermesiyle gerceklesmektedir [32].

Enfeksiyonlar, diyabetin bagisiklik disfonksiyonuna neden olmasi ile viicudun
savunmasiz hale gelmesine neden olmaktadir ve yiiksek kan sekeri de bakteri ve

mantarlarin tiremesi i¢in uygun ortam yaratmaktadir [33].

Cilt degisiklikleri, diyabetli hastalarda genellikle uzun siireli hiperglisemi, hiperlipidemi
ve bunlarm sonucunda gelisen metabolik bozukluklardan kaynaklanmaktadir. Diyabetli
hastalarda ciltte goriilen degisiklikler, kserozis (kuru cilt), diyabetik ayak, diyabetik
dermopati olarak goriilmektedir [34].

Gastroparezi ise kontrolsiiz diyabetin neden oldugu, mekanik bir engel olmaksizin
midenin bosalmasinin  gecikmesi ile Kkarakterize olan bir komplikasyondur.
Gastroparezinin patofizyolojisi karmasik olmakla beraber, hiperglisemi, otonom ndropati

ve hormonal degisiklikler gibi faktorleri icermektedir [35].
Vaskiiler Komplikasyonlar
Mikrovaskiiler Komplikasyonlar

Mikrovaskiiler komplikasyonlarda biiyiikk oranda gz, bobrek ve sinirleri hedef
almaktadir. Hiperglisemi kaynakli hasarlar koroner ve serebrovaskiiler arterler gibi
makrovaskiiler sistemlerde 6liim nedenlerinin basinda gelmesine ragmen, bobrek, gz ve

sinirlerdeki mikrovaskiiler hasar ¢ok daha yaygindir. Ayrica mikrovaskiiler sistemdeki
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hiperglisemi kaynakli hasarlar da mortalite {izerinde 6nemli bir etkisi bulunmaktadir [36].
Mikrovaskiiler sistemde genellikle diyabetik bobrek hastaliklari, diyabetik retinopati,
diyabetik noropati gibi komplikasyonlar goriilmektedir ve bu komplikasyonlarin olusumu
farkli mekanizmalar ile ger¢ceklesmektedir [20]. Diyabete bagli komplikasyonlarin belirli

mekanizmalart Sekil 2.3’de sematize edilmektedir.

Artan VEGF,IGF ve azalan PDGF

Hipertansivon (AGE RAAS

Hormon (Kortizol)

Dislipidemi (Artan LDL)

Diyabetik Retinopati

Protein kinaz-C

Sinir biiyiime faktorii eksikligi

Glikasyon son iiriinleri

Diyabetik Noropati

Serbest radikal ve mitokondriyal
disfonksiyon

HIPERGLISEMI
A4
A J

Pro-enflamatuar siirec

PKC aktivasyonu

AGE olusumu

Enflamatuar sitokinlerin
aktivasyonu

Hiicre icisinyal yolunun
aktivasyonu

Diyabetik Nefropatii

Sekil 2.3. Diyabetik komplikasyonlara yol agan mekanizmalar [20].
Makrovaskiiler Komplikasyonlar

Makrovaskiiler sistemde daha ¢ok koroner kalp hastaliklari, kalp yetmezligi, miyokard
enfarktiisii, fel¢ gibi komplikasyonlar goriilmektedir [37].

Diyabetin en yaygin komplikasyonlarindan biri de diyabetik yaralardir. Ozellikle
diyabetik ayak iilserleri, karmasik patofizyolojik mekanizmalar i¢ermektedir ve ilerleyen
evrelerinde uzuv kayiplarina yol agmaktadir. Ayaklarda olusan ¢atlak ve yariklar

enfeksiyon sebebiyle alttaki doku ve kemige ilerlemeye devam ederek daha derin



tilserlere doniismeye baglamaktadir. Ancak genellikle bu enfeksiyonlu yara ve agrilar
diyabete bagli olarak olusan duyusal noropati nedeniyle baslangicta fark edilmemektedir.
Iyilesmesi yavaslayan yaralar, enfeksiyonun yayilmasi nedeniyle cogunlukla ampiitasyon
gerektiren komplikasyonlar1 da beraberinde getirmektedir [12]. Ulser olusumuyla beraber
3-5 yil igerisinde tekrarlama oran1 % 65, yasam boyu alt ekstremite amputasyonu riski

%20 ve sonrasindaki 5 y1l igerisinde mortalite riski % 50-70 arasindadir [38].

2.2. Yara Olusumu, lyilesmesi ve Tedavi Yaklasimlar
2.2.1. Yara Olusumu ve Mekanizmasi

Yara, deride ya da bagka bir dokuda meydana gelen basit veya Onemli derecede
yirtilmalara bagli olarak fizyolojik yap1 hasari ve fonksiyon bozuklugu olarak
tanimlanmaktadir. Olusan hasar, ¢evresinde bulunan kas, sinir, atardamar, tendon gibi
dokular1 da etkileyebilmektedir [39]. Yaralar genellikle, olusum bigimleri, iyilesme
siiresi, lokalizasyonu ve derinligine bagli olarak akut ve kronik olarak

siiflandirilabilmektedir [40].

2.2.2. Yara Tipleri

Akut yaralar, genellikle ¢esitli molekiiler mekanizmalar ile biitiinliigiin geri kazanilmasi
seklinde sonuglanirken kronik yaralarda bu siire¢, enfeksiyon, nekroz olusumunu igerir
ve bu yaralarda tamamen iyilesme saglanamamaktadir [41]. Akut yaralar genelde cerrahi
islemler, travmatik olaylar veya yanik gibi durumlar sonrasinda olusmaktadir ve yaklasik
olarak 8-12 hafta arasinda iyilesme tamamlanmaktadir. Bu tip yaralarin iyilesme
slirecinde hiicresel ve molekiiler diizeydeki yanitlar koordineli haldedir [40, 42].
Iyilesme, yara bolgesinden salinan sitokin ve biiyiime faktorleri tarafindan
diizenlenmektedir. Akut yaralar, normal iyilesme fazlarini dogrusal bir iligki ile sonuna
kadar takip ederken kronik yaralarda bu fazlar arasinda bir diizen bulunmamaktadir. Yani

yaranin farkli boliimlerinde farkli bir faz siireci gergeklesebilmektedir [43].

Kronik yaralar, genellikle 12 haftadan uzun siiren ancak yine de tam anlamiyla iyilesme
gostermeyen yaralardir ve bu tip yaralarin iyilesme siireci enfeksiyonlar, yetersiz
damarlanma ve diyabet gibi iyilesmeyi engelleyen etmenler sebebiyle gecikmektedir [42,
44].

Yara olusumundan sonra dokunun tekrar onarimi ve fonksiyonlarinin dogru sekilde

saglanmasi i¢in hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden yapilanma siirecleri
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gerceklesmektedir. Bu siirecteki asamalarin diizenli ve dogru bir sekilde gerceklesmesi
ile iyilesme saglanabilmektedir. Ancak bu asamalarin koordineli olarak saglanamamasi
yaranin iyilesme siirecinde uzamaya ve buna bagli olarak kronik yaralara neden
olmaktadir. Kronik yaralarda yineleyen enfeksiyon, doku nekrozu, anjiyogenezde
azalma, yetersiz reepitelizasyon ve asir1 ROS iiretimi ortak olarak goriilen sorunlardir [41,
44]

Akut Yara Kronik Yara
SEE - Re-epitelizasyon Surh Ei i 2
O g Re-epitelizasyon h e o
; " Fibroblast Mikroorganizma RO O
Yeni kan damarlar e & = s — Keratinosit
= proliferasyonu enfeksiyonu
- 4 ‘. .a
- —__ 3 Yara 3 \ § —Bakter

Notrofiller siirli O: nedeniyle :
o bakterileri 6ldiiremezler: JL7 —Nétrofil
¢ 2

<

&L
l/ & ~\___, —Fibroblast
Notrofiller
£’

Dermis

Yeterli anjiyogenez Sinirh anjiyogenez

Subkutan yag

Sekil 2.4. Akut ve kronik yaralardaki patolojik mekanizmalar [45].

Genel olarak hem akut hem kronik yaralar icin iyilesme asamalar1 ayni asamalari
icermektedir ancak bu siireclerin isleyisinde belirgin farklar bulunmaktadir. Akut
yaralardaki iyilesme siireci sorunsuz ve diizenli islediginden doku onarimi hizlica
gerceklesmektedir. Buna karsilik kronik yaralarin iyilesme mekanizmasi ¢ok daha

komplekstir ve iyilesme siireci komplikasyonlar ve gecikmeler ile karakterizedir [46].

2.2.3. Yara lyilesme Mekanizmasi

Yaralanma sonrasinda cilt biitiinliigliniin tekrar kazanilmasi ve fonksiyonlarinin
stirdiiriilebilmesi icin bir yara iyilesmesi siireci baglamaktadir. Yara iyilesmesi siirecinde
basta keratinosit, fibroblast, endotel hiicreleri, periferik kan mononiikleer hiicreleri,
ekstraseliiler matriks, bliylime faktorleri, sitokinler ve bir¢ok diizenleyici molekiil 6nemli
bir rol oynamaktadir [47]. Yara iyilesme siireci temel olarak hemostaz, inflamasyon,

proliferasyon ve yeniden yapilanma fazlarini igermektedir.
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A) Hemostaz ve inflamatuar Faz

Hemostaz fazinda, yara olusumunun hemen sonrasinda trombositler, yara ¢evresinde
toplanarak pihtilasmay1 baslatmak iizere aktive olur ve yara iyilesmesinin ilk adimi olarak

kanamanin durdurulmasi saglanir [46, 47].

Hemostaz Fazi

Yara

:I Epidermis

Dermis

T Hipodermis

Sekil 2.5. Yara iyilesmesinin hemostaz fazi [44].

Inflamatuar fazda, temel olarak yaranin enfeksiyondan ve hiicre kalmtilarindan
temizlenmesi amaciyla notrofiller ve proinflamatuar makrofajlar yara bolgesine go¢ eder

ve iyilesme siirecini diizenler [41].

Inflamatuar Faz

Kan pihtisi

Makrofajlar

Fibroblastlar

Notrofiller

Sekil 2.6. Yara iyilesmesinin inflamatuar fazi [44].
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Anti-inflamatuar yanitta, yaranin gevresinde 16kosit akisi olusmaktadir. Bu yanit genelde
cok kisa siirmektedir. Bu fazda, yaralanmadan hemen sonra nétrofil ve monositler yara
cevresine kapillerden gb¢ eder. Bu hiicreler kemotaksik faktorler ve mast hiicreleri
tarafindan yaraya dogru cekilir. Yara iyilesmesinin bu asamasindaki giiclii biiylime
faktorleri 16kositler i¢in de ayrica 6nemli kemotaksik faktorlerdir. Trombosit Kokenli
Biiyiime Faktorii (PDGF) ve Transforme Edici Biliylime Faktorii (TGF) yara
iyilesmesinde onemli bir katkisi olan biiylime faktorleri de bu lokositler igin giiclii

kemotaksik faktorlerdendir.

Notrofiller, yara bolgesine ulastiktan sonra hiicre ile matriks etkilesiminin artmasina
katkida bulunarak bakteri ve yarali matriks proteinlerinin 6ldiiriilmesi ve fagositozun

gerceklesmesini saglar.

Monositler, yara olusumundan sonraki 48 saat igerisinde yara bolgesinde yogunlasip
makrofajlara farklilasir ve noétrofiller ile birlikte fagositoz yapar. Makrofajlar, FGF
(Fibroblast Biiyliime Faktorii), PDGF ve VEGF gibi énemli biiyiime faktorlerini salar.
Salinan bu faktorler hiicre gogiinii, proliferasyonunu uyarir ve yara bolgesinde yeni doku
olusumunu destekler. Ayrica yara bolgesine fibroblastlarin ¢ekilmesini saglayan
fibronektin gibi kemotaksik faktorleri salgilar. Makrojlarin hipoksiye maruz kalmasi ile

salgilanan anjiyogenik faktorlerin {iretimi ile yeni kan damarlarinin olusumu gergeklesir.

Bu asamalarda lokal damar genislenmesi, kan ve sivi sizmasi, lenfatik drenajin

engellenmesi ile kizariklik, sislik ve sicakligin yiikselmesine sebep olabilir [48, 49].

Proliferasyon fazi, yaralanmadan sonraki 3-10 giin igerisinde baglar ve hiicrelerin bir
araya gelmesi ve dokularin yeniden olusumunun igerir. Bu siiregte temel olarak farkli
bliylime faktorleri etkilesimdedir ve bu faktorler fibroblast, keratinosit, endotel
hiicrelerini uyarip biiylimeyi, gécli ve ¢ogalmay1 hizlandirir. Sonucunda graniilasyon
dokusu olusumu saglanir ve bu sirada biiylime faktorii sinyalinin alinmasi ile hasarl
dokunun temel hiicreleri yara bolgesine hizla goc eder, ¢ogalip epitelyal hiicreleri

olustururlar. Boylece epitelizasyon siireci baslatilir [46, 50].
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Proliferasyon Fazi

Kan pihtist

Sekil 2.7. Yara iyilesmesinin proliferasyon fazi [44].

Yara iyilesmesinin proliferasyon fazi, keratinositler, fibroblastlar, makrofajlar ve endotel
hiicrelerinin etkilesimleri ile desteklenen reepitelizasyon, anjiyogenez ve fibroplazi

stireglerini kapsamaktadir [41, 47].

Fibroplazi, fibroblastlarin ¢ogalmasini ve miyofibroblastlara farklilasmasi ile yara
biiziismesinin gergeklestigi bir siiregtir. Fibroblastlar 6nemli bir plastisiteye sahip olup
salinan cesitli biiylime faktorlerine ve ekstraseliiler sinyallere yanit verebilmektedir.
Biiyiime faktorleri ve sitokinler fibroblastlarin ¢ogalmasini destekler. Olgun fibroblastlar

ise graniilasyon dokusuna gog ederek kolajen sentezini baglatir [47].

Fibroblastlar yara bolgesine girdikten sonra kolajen, elastin iiretimi ve kolajenin ¢apraz
baglanmasi i¢in gerekli olan lisil oksidaz iiretimini gergeklestirir. Ayrica bunlarin bir
kism1 miyofibroblastlara farklilasarak yaranin biiziilmesini saglar. Hasarli olan matriks
proteinlerinin uzaklastirilarak yeni kolajen, elastin ve proteoglikanlarin dogru bi¢cimde

entegre olabilmesini saglamak i¢in proteazlar iiretir.

Yara iyilesmesinin baglangi¢ sathalarinda fibroblastlar tarafindan tiretilen ve graniilasyon
dokusunu olusturan kolajen 111, 5-7 giin arasinda maksimum seviyeye ulasir. Daha sonra
kolajen I, zamanla kademeli olarak kolajen III’in yerini almaya baslar ve bu sirada
kolajen VI eszamanli olarak {iretilir. Boylece olusan kolajen matrisi ise ge¢ici ECM’nin

yerini alir [51].

Reepitelizasyon, epidermisin yaralanma sonrasi yeniden olusturulmasinin gerceklestigi
stirectir. Bu asama genellikle ¢evresindeki epidermal keratinosit hiicreleri yara bolgesine

g0¢ etmesi, ¢ogalmasi ve neoepitelyumun epidermise farklilagmasini igerir.

14



Hiicrelerin yaray1 onarmaya calisirken metabolizmasinin hizlanmasi ve kan akisinin
azalmasi nedeniyle ortam hipoksik hale gelir. Anjiogenez olusumu, hipoksik kosullar
altinda tetiklenir ve bu da makrofaj, fibroblast, keratinosit, endotel hiicrelerinde
anjiyogenezin aktivasyonunda rol alan hipoksiyle indiiklenen faktér-1 (HIF1)
sentezlenmesine sebep olur. Proanjiyogenik faktorlerin salinmasi ile birlikte
neovaskiilarizasyon, yeni kan damarlariin olusumu, baslatilmis olur [47]. Yeni kan
damarlariin olusumu yalnizca sadece sitokin ve mevcut hiicrelere degil ekstraseliiler
matris bilesenlerinin iiretimine ve isleyisi ile de ilgilidir. Ekstraseliiler matriks, endotel
hiicrelerinin gé¢ etmesini kolaylastiran destekleyici bir iskele olarak ve biiylime faktorleri

icin bir depo ve diizenleyici islev gorerek, kan damari gelisimi igin Kritiktir [48].

Yeniden Yapilanma Fazi

Yara kabugu

Yenilenmis
epidermis

Sekil 2.8. Yara iyilesmesinin yeniden yapilanma fazi [44].

Yeniden yapilanma fazi, yara iyilesmesinin son ve en uzun siiren asamasidir.
Iyilesmenin bu asamasinda normal doku yapisinin tekrar saglanmasi proliferasyon
fazinda olusturulmus olan graniilasyon dokusundaki hiicreler asamali olarak apoptoza
ugrar ve yerini skar dokuya birakir. Bu siiregte kolajen tip I’in sentezi ve kolajen tip III’tin
lizizi ile graniilasyon dokusunu biiyiik 6l¢iide olusturan kolajen tip III, yerini kademeli
olarak kolajen tip I’e birakir [52]. Daha sonra miyofibroblastlar kolajene ¢oklu sekilde
baglanir ve yarada kasilma meydana getirir. Boylece olusan skar dokunun kii¢tilmesini
saglar [50].

Yara iyilesmesinin tiim bu asamalarini iyi bir organizasyon ile gerceklesmemesi
durumunda yara kroniklesir. Genellikle tekrarlayan enfeksiyonlar, asir1 miktarda ROS
iiretimi, reepitelizasyonun hatali olmasi1 ve anjiyogenezin azalmasi yaralarin iyilesmesini
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engelleyen faktorlerdir [41]. Diyabetik yaralar da bu tiir kroniklesmis yaralarin en yaygin

ve kompleks drneklerinden biri olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

2.2.4. Diyabetik Yaralar

Diyabet, siirekli olarak hiperglisemik kosullara maruziyet sebebi ile tedavisi zor
komplikasyona sebep olmaktadir. Bu komplikasyonlarin basinda diyabetik yaralar
gelmektedir ve diyabet hastalarinin diyabetik ayak iilseri gelisme olasiliginin %34’

bulabilecegi ongoriilmektedir [46, 53].

Yaralarin iyilesmesi i¢in diyabetin, iyilesmeyi engelleyen veya geciktiren patofizyolojik
yonleri mevcuttur. Diyabetik yaralarin etkin sekilde yonetilebilmesi i¢in bu patofizyolojik
etkiler temel sekilde siniflandirilmistir. Bu patofizyolojik olaylarin 6nemli faktorlerinden

biri de hiperglisemidir.

Hiperglisemi, protein glikozilasyonunun tetiklenmesine sebep olmaktadir ve peroksit
hasarina, ekstraseliiler matriks degisimlerine yol agabilmektedir. Yaralarda asir1 reaktif
oksijen tiirleri (ROS), fagositlerin, makrofajlarin gociinii engelleyerek inflamatuar yanita

sebep olmaktadir.

Ayrica ylksek oranda kan sekeri, yara iyilesmesinde etkin rol oynayan fibroblast,
keratinosit, endotel hiicrelerinin ¢cogalma ve biiyiime faaliyetlerinin azalmasina yol agarak

anjiyogeneze engel olmaktadir.

Hiperglisemi, oksidatif stres, insiilin direnci ve inflamasyona bagli olarak sinir
hiicrelerinde islev bozukluguna ve 6liimiine neden olmaktadir. Sinir sisteminde meydana
gelen hasara bagli olarak koruyucu duyu kaybi goriilmektedir ve bu da doku hasarina yol
acmaktadir. Bu etkenlerin bir araya gelmesi ile diyabet hastalarinda deri yaralarinin

goriilme olasilig1 artmaktadir [46].

2.2.5. Kronik Yaralarin Tedavi Yontemleri

Kronik yaralar, kan akisini, bagisikligi etkileyen faktorler, diyabet gibi metabolik
hastaliklar veya radyoterapi gibi daha dnceden yapilmis bir lokal doku hasar1 sebebi ile

olusabilmektedir.

Kronik yaralar ile ilgili en ciddi sonuglar diinya ¢apinda yaygin olan diyabet ve
beraberinde olusan komplikasyonlardan kaynaklanmaktadir. Diyabet hastalarinin 6nemli
bir popiilasyonunda diyabetik yaralar meydana gelmektedir ve diyabetik hastalardaki

yara iyilesme siirecini hizlandirmak igin glisemik kontroliin saglanmasinin olumlu
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etkileri olabilmektedir [54]. Ciinkii hipergliseminin fibroblast, keratinosit, endotel ve kok

hiicre gibi yara iyilesmesinde 6nemli yeri olan hiicrelerin iglevlerini azalmaktadir [44].

Kronik yaralarin tedavisinde ¢esitli geleneksel ve yenilik¢i tedaviler uygulanmaktadir. Bu
tedaviler arasinda negatif basing, hiperbarik oksijen, plateletge zengin plazma (PRP), kok
hiicre ve biiylime faktorii tedavileri, yara ortiileri, allojenik hiicresel tedaviler gibi gesitli
yontemler kullanilmaktadir. Ancak bu tedavi yontemleri kronik yaralarin baz tiirlerinde
etkili olmayabilmektedir. Ornegin diyabetik yaralarda heniiz bu tedavi yontemleri tam
anlamiyla iyilesmeyi saglayamamaktadir. Dolayisiyla mevcut tedavi yontemlerinin daha
etkin hale gelmesi i¢in mevcut yontemlerin daha etkili hale gelmek tizere gelistirilmesi
ve biyomiihendislik temelli kombine tedavi stratejilerinin olusturulmasi i¢in g¢aligmalar

devam etmektedir [12].

2.2.6. Diyabetik Yaralarda Tedavi Cesitleri

Diyabetin en 6nemli komplikasyonlarindan biri olan diyabetik yaralar genellikle ayak ve
bacaklarda goriilmektedir. Bu diyabetik yaralardaki yara iyilesmelerinin gecikmesine

bagli olarak uzuv kayiplari ve yiiksek mortalite riski ile sonuglanmaktadir [55]

Diyabetik yaralarin tedavisinde kullanilan yaklasimlar, yara debridman (enfekte, hasarli
veya 6lii dokunun gesitli yontemlerle ¢ikarilmasi) hiperbarik oksijen tedavisi, deri nakli,
topikal krem uygulamas1 ve negatif basingli yara tedavisi gibi bir¢ok tedavi yontemleri
kullanilmaktadir. Ancak bu tedavi yontemlerinin heniiz diyabetik yara iyilesmesinde
etkili bir sonu¢ gostermemesi sebebiyle iyilesmeyi hizlandiracak farkli yontemlerin
gelistirilmesi gerekmektedir. Bu alanda doku iskelesi kullanimi, yara ortiileri, kok hiicre
tedavileri ve fotostimiilasyon gibi non-invazif 1gik tedavileri son zamanlarda basarili

sonug verebilen tedaviler arasinda yer almaktadir [9].
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Sekil 2.9. Yara iyilesmesinde kullanilan yontemler [9].

Fotostimiilasyon, farkli kaynaklarindan elde edilen 15181 hiicreler iizerinde sicaklik
degisimine sebep olmadan molekiil ve atomlarin uyarilmasi ile gerceklestirilmektedir.
Uygulama sirasinda dalga boyu, enerji yogunlugu, uygulama sikligi, siiresi gibi bir¢ok
onemli parametresi bulunmakta ve bu parametrelerin kullanim yerine uygun olarak
secilmesi halinde diyabetik ayak {ilserlerinde iyilesme, agrilarin hafifletilmesinde,
enfeksiyonun azaltilmasinda destekleyici rol oynayabilmektedir. Bu tedavi yonteminin
yara iyilesmesi lizerindeki olumlu etkilerinin goriilmesinden dolay1 daha fazla arastirma
ile optimum parametrelerin belirlenmesine ve daha etkin kullanimi {izerine ¢alismalarin

yapilmasi gerekmektedir [12].

Kok hiicre tedavisinde, genellikle eriskin dokudan elde edilen hiicreler kullanilmaktadir.
Cesitli kaynaklardan elde edilen kok hiicrelerin yara bolgesine enjeksiyon, topikal veya
biyomalzeme kullanimi ile birlikte uygulanabilmektedir. Kok hiicre tedavisinin yanik
yaralari, diyabetik yaralar ve yatak yaralarinda iyilesme siirecine olumlu katkisinin
oldugu bilinmektedir [56]. Diyabetik ayak iilseri olan hastalarda iyilesmenin
desteklenmesi ve uzuvdaki iskeminin tedavi edilmesi i¢in yapilan kok hiicre nakilleri ile
neovaskiilarizasyon desteklenebilmektedir [56]. Ayni zamanda yara bdlgesine yerlesen

kok hiicrelerin anjiyogenez, graniilasyon dokusu ve ECM’nin yapilanmasini
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saglayabilmektedir. Ancak kok hiicre yaklasiminda ideal mekanizmanin bilinmemesi,
kiiltiir ve karakterizasyonunun uzun ve maliyetli bir siireg olmasit bazi

dezavantajlarindandir [9].

Yara ortiileri, biyouyumlulugu yiliksek biyomateryaller ve sentetik malzemelerin
kullanimu ile koptik, film, hidrokolloid, hidrojel formlarinda tretilebilmektedir. Aym
zamanda bu Ortiiler insan fibroblast, keratinosit gibi deri hiicreleri ve gesitli biiyiime
faktorlerini de icerebilmektedir. Yara ortiileri, dogal iyilesme siirecini desteklemek
amaciyla yara bolgesine dis ortamdan mikroorganizma giriginin 6nlenmesi saglayan ve

bu bolgenin hasar almasini engelleyen bir bariyer gorevi gérmektedir [9]

Hiperbarik oksijen tedavisinde, hasta bir basing odasina alinir ve sistematik olarak
hastaya 1 atm’nin iizerinde ve 3 atm’ye kadar bir basingta %100 Oz uygulanir. Bu tedavi
yontemi ile anjiyogenezde, 16kosit fonksiyonlarinda, biiyiime faktorlerinin saliniminda
artis saglayabilmektedir. Ancak yapilan aragtirmalar dogrultusunda diyabetik ayak
tilserlerinde bu tedavinin iyilesme tizerindeki etkisinin anlamli olmadig1 ve amputasyonu

onlemede 6nemli bir etkinin gériilmedigi bildirilmistir [57].

Negatif basing¢ tedavisi, yaranin iyilesme siirecini hizlandirmak i¢in yaranin iizerinde
negatif basing olusturup yara yatagindaki hiicrelerde deformasyona sebep olarak
anjiyogenezi uyarir ve yara eksiidasinin uzaklastirilmasini saglayan bir yontemdir [58].

Akut, kronik, yanik, diyabetik veya vendz yaralarin tedavilerinde kullanilmaktadir.

Yara debridmani, bakterilerin yara bolgesinde biyofilm olusturmasinin engellenmesi,
yaslanmis, nekrotik ve fibréz dokunun uzaklastirilarak yara iyilesmesinin tesvik
edilmesini iceren bir tedavi yontemidir. Cerrahi, mekanik, otolitik ve enzimatik

debridman gibi farkli yontemlerle gergeklestirilebilmektedir [12].

2.3. Doku Miihendisligi Yaklasimlari

Doku miihendisligi yaklasimlariyla yara iyilesmesi i¢in uygulanan ve gelistirilmekte olan
tedaviler cogunlukla biyomalzeme tasarimi, doku iskeleleri, biiylime faktorleri, gen ve

hiicre terapilerini igermektedir.

2.3.1. Biyomalzemelerin Kullanim

Biyomalzemeler, biyomiihendislik yaklagimiyla gelistirilen tedavilerde dnemli bir rol

oynamaktadir. Yara iyilesmesinde dogal kaynaklardan elde edilen, sentetik olarak elde

edilen veya bu iki tiriin birlesiminden olusturulmus kompozit biyomalzemeler
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kullanilmaktadir. Bu malzemelerin kullanimi ile yara iyilesmesi siireci 6nemli 6lgiide
hizlandirilabilmekte ve yara dokusunun onarimi tesvik edilerek yara izlerinin olusumu
engellenebilmektedir. Biyomalzemeler, iyilesme siirecini desteklerken gesitli
mekanizmalardan yararlanir. Mekanik destek, hiicresel etkilesim, biliyiime faktorleri ve
antibakteriyel koruma gibi 6zelliklere sahip olup iyilesmeyi hizlandirir ve komplikasyon

olusumlarini azaltir [59].

2.3.2. Yara Ortiileri

Yara ortiileri, yara iyilesme siirecini hizlandirmak, olas1 enfeksiyonlar1 6nlemek ve yara
bolgesinin dis etkenlerden korunmasini saglamak amaciyla kullanilan malzemelerdir
[60]. lyilesme siirecinde yara bolgesinin nemli kalmasini, epitel hiicre gogiinii ve
graniilasyon dokusunu desteklemektedir. Gelisim bigimlerine gore geleneksel ve modern

yara Ortiileri olarak siniflandirilmaktadir.

Geleneksel yara ortiileri, genellikle gazli bez, dogal veya sentetik bandajlar ve pamuk gibi
malzemelerden tiretilmektedir. Diisiik maliyetli ve kolay bulunabilir olmasi nedeniyle
klinik uygulamalarda siklikla tercih edilmektedir. Ancak i¢erisindeki liflerin graniilasyon
dokusuna yapigarak agriya neden olmaktadir ve sik degistirilmesi gerektiginden dolay1

doku hasari tekrarlayabilmektedir [60].

Modern yara ortiileri ise biyomiihendislik ve malzeme bilimlerindeki gelismelere bagli
olarak geleneksel yara oOrtiilerindeki dezavantajlari elimine etmek, yara iyilesme
stireclerini tetiklemek ve yara tipine gore 6zellestirilmis secenekler sunmaktadir. Modern

yara Ortiileri de kendi i¢inde farkli siniflara ayrilmaktadir.

Hidrojel ortiiler, yiiksek su icerigine sahip jel yapisi ile yara bolgesinin nemli kalmasini,
doku rejenerasyonunu saglamaktadir ve yara bolgesinde sogutucu, rahatlatici, agriyi
azaltici etkileri bulunmaktadir. Genellikle basi yaralari, kuru yaralar ve yanik yaralari i¢in
uygundur. Ancak ortamda fazla miktarda sivi birikmesinden kaynakli olarak bakteri

tiremesine ve enfeksiyona yol agabilmektedir [61, 62].

Hidrokolloid drtiiler, yaranin eksiidasi ile temas ettiginde jellesme &zelligi
gostermektedir. Yara bolgesinde olusturdugu nemli ortam ile kolajenin ve fibroblastin
cogalmasini saglayarak epitelizasyonun hizlanmasini saglamaktadir [63]. Yiiksek eksiida
iceren yaralarda kullanilmas1 durumunda yara bolgesinde birikmeye yol agabilmektedir

ve bu nedenle sik degistirilmesi gerekmektedir [61].
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Aljinat ortiiler, deniz yosunlarindan elde edilmektedir ve yiiksek bir emme kapasitesine
sahiptir. Eksiida ile temas ettiginde jellesme 6zelligi gostermektedir ve yara bolgesinde
nemli bir ortam olusturmaktadir. Dolayisiyla, diyabetik ayak tilserlerinde, yiiksek drenajli
ve enfekte yaralarda kullanima uygundur. Kuru yaralarda ve yaniklarda kullanima uygun
degildir. Ayrica kendiliginden yapisma 6zelligine sahip olmadigindan dolayi ikincil bir
ortli kullanimini gerektirmektedir [61].

Kopiik ortiiler, genellikle politiretan (PU) kullanilarak {iretilen, emme kapasitesi ytliksek,
yara bolgesinde nemli bir ortam ve 1s1 yaliimi saglayan malzemelerdir [61]. Aym
zamanda yara iizerindeki basinci azaltici etkiye sahiptir. Diisiik eksiida iceren yaralarda
kurumaya neden olabileceginden dolay1 yiiksek eksuda igeren yaralarda kullanima

uygundur [63].

Biyoaktif ortiiler, yara iyilesme siirecine katkida bulunan dogal veya yapay
biyomalzemeler kullanilarak iiretilmektedir. Kitosan, aljinat, hyaliironik asit, kolajen,
antimikrobiyal peptitler ve bliylime faktorleri gibi ¢esitli kaynaklarin kullanim1 ya da baz1
durumlarda birlikte kullanimui ile yara iyilesmesini desteklemektedir. Ancak biyoaktif
ortiilerin daha maliyetli olusu nedeniyle erisimi diger yara oOrtii tlirlerine gore daha zor

olabilmektedir [64].

2.3.3. Biiyiime Faktorlerinin Kullanimi

Biiytime faktorleri yara iyilesme mekanizmasinin biitiin asamalarinda kritik rol oynayan
polipeptitlerdir. Bu peptitler, graniilasyon dokusu ve ECM olusumunu uyarir, inflamatuar
yanit1 diizenler ve yeni damar olusumunu destekleyerek iyilesmeye onemli bir katki
saglar [65]. Hiicre zarindaki reseptorlere 6zgiil olarak baglanarak hiicre proliferasyonu,
gocl ve farklilagmasini saglarlar. Biiylime faktorleri farkli biyolojik 6zelliklere sahip
oldugundan uygulama alanlar1 da cesitlilik gdstermektedir. Ornegin, vaskiiler endotelyal
biiyime faktérii (VEGF), fibroblast biiyiime faktérii (FBF), endotelyal hiicre
cogalmasini, hiicre gociinii destekler. Transforme edici biiyiime faktorii (TGF-), endotel
progenitdr hiicrelerini uyararak anjiyogenezi destekler ve platelet kaynakli biiylime
faktori (PDGF) ise bir¢ok hiicrenin mitogenezi, anjiyogenez ve kemotaksi siireclerinde
diizenleyici rol oynayarak yara iyilesmesine katkida bulunmaktadir [66, 67]. Ancak
biiyiime faktorlerinin kisa yar1 omiir, zayif stabilite ve kontrolsiiz sinyalleme gibi
siirlayic1 6zellikleri, klinik olarak etkili bir tedavi yontemi olarak kullanilmasini

kisitlamaktadir. Dolayisiyla biiyiime faktorlerinin yara bolgesinde etkili olabilmesi i¢in
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yiksek doz uygulamalar1 gerekmektedir ve bu da maliyetin yilikselmesine sebep
olmaktadir. Biyomalzeme kullanimi ile dagitim sistemi tasarimlart da yaygin bir
yontemdir. Bu yontem ile biliylime faktorlerinin yarilanma 6émrii, lokalizasyon ve salinim

kontrolii saglanmaktadir [68].

2.3.4. Hiicre Terapileri

Hiicre tedavileri hem akut hem kronik yaralarda tercih edilen yontemlerden biridir. Akut
yaralarda iyilesme hizinin artmasina, skar doku olusumunun ve yara izlerinin minimize
edilmesine olanak vermektedir. Kronik yaralarda da iyilestirme kapasitesine sahip
hiicrelerin yara yatagina nakledilmesi ile iyilesme i¢in optimal kosullarin olusturulmasi
amaglanmaktadir [69]. Doku rejenerasyonunda genellikle mezenkimal kok hiicre, adipoz
kaynakli kok hiicre, indiiklenmis pluripotent kok hiicre gibi c¢esitli hiicreler
kullanilmaktadir [70].

Kok hiicreler, sahip olduklart yenilenme, farklilasma potansiyelleri ve sitokin, biiylime

faktorlerinin salgilamalari sebebiyle yara iyilesme tedavilerinde tercih edilmektedir

Mezenkimal kok hiicreler (MSC), kemik iligi, yag dokusu, gébek kordonu gibi cesitli
dokulardan elde edilebilen bag doku kaynakli kok hiicrelerdir. Basta kemik, kikirdak, yag
gibi bag dokular olmak iizere kalp, karaciger ve sinir hiicreleri dahil pek ¢ok tipte hiicreye

doniisiim 6zelligine sahiptir [71].

Adipoz Kaynakh kok hiicreler (ADSC), yag dokusundan elde edilmektedir ve
fibroblast, adiposit, kondrosit, osteoblast gibi bir¢ok hiicreye farklilagsma Ozelligine
sahiptir [72]. Platelet kaynakli biiytime faktorii (PDGF), vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii (VEGF), fibronektin ve kolajen sentezini artirarak yara iyilesmesini

desteklemektedir [73].

indiiklenmis pluripotent kék hiicreler IPSC), somatik hiicrelerin in vitro kosullarda
belirli genler araciligiyla pluripotent 6zellik kazandirilan hiicrelerdir. Yani tiim deri
hiicrelerine farklilasma ve yara iyilesmesini hizlandirma kapasitesine sahiptir. Ancak
hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalma olasiligi, mutasyon riski ve etik sorunlar, kullanimini

sinirlandirmaktadir [74].

Kok hiicreler, etik veya giivenlik sorunlari hakkindaki ¢aligmalar1 devam etse de yara

iyilesmesi siirecince 6nemli bir potansiyele sahiptir.
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2.4. Yara lyilesme Modelleri

Kronik yaralarin iyilesmesi i¢in gerceklestirilen ¢alismalarda in vivo ve in vitro modeller
kullanilmaktadir. Kullanilan bu modeller ile yaranin fizyolojik ve patofizyolojik kosullari

taklit edilebilmektedir.

2.4.1. In Vivo Modeller

In vivo modellerde genellikle hayvan modelleri kullanilmaktadir ve fare, sican gibi
kemirgenler, tavsan, domuz yaygin olarak tercih edilmektedir [75]. Her modelin farkli
avantaj ve dezavantaji bulunmaktadir. Bu sebeple hangi modelin kullanilacagi yapilan
arastirmanin  konusu ve amacina gore belirlenmelidir. Tedavi gelistirilmesi igin
calismalarda hayvan deneylerinin 6nemli Ol¢iide katkist olmasina ragmen insan
fizyolojisi ile farkliliklarinin bulunmasi, ¢esitli etik sorunlar ve ekonomik sinirlamalari
da beraberinde getirmektedir. Dolayisiyla farkli in vitro modeller gelistirilerek alternatif

yontemler gelistirilebilmektedir [76].

2.4.2. In Vitro Modeller

Literatiirde kronik yaralarin temel oOzelliklerini tasiyan ¢esitli in vitro caligmalar
mevcuttur. Bu calismalarda kullanilan modeller 2 veya 3 boyutlu olarak kategorize

edilebilmektedir [75].

Iki boyutlu modellerde genelde hiicreler in vitro ortamda kiiltiirlendikten sonra farkli
yontemler ile hiicre tabakasinda yara olusturulur. Bu yontemlerden en yaygin olam
pipetle ¢izik olusturmadir. Bunun disinda termo-mekanik, elektriksel, optik gibi
yontemler de kullanilmaktadir. Termo-mekanik yontemde 1sinin komsu hiicrelere
iletilmesinden dolay1 tekrar edilebilirligini olumsuz etkiler. Elektriksel yontemde ytiksek
bir akim uygulanarak elektroporasyon ve hiicresel yara olusturulur. Tekrarlanabilirlik ve
nicel veri saglamasi agisindan avantajlidir. Optik yontemlerde ise hiicre ablasyonu, belirli
bir bolgedeki hiicrelerin lazer 1s1nlar ile indiiklenmesi ile elde edilir. Tekrarlanabilirlik
acisindan uygun olsa da bu cihazin elde edilme olanag diisiiktiir [75]. Bu yontemlerden
biri ile olusturulan yaraya hiicrelerin gé¢ etme hizi, proliferasyonu, canliligi gibi
ozellikleri mikroskop altinda incelenir [77]. Genellikle bu tip modellerde keratinositler,
fibroblastlar kullanilmaktadir.

Uc boyutlu modellerde ise dogal dokulara daha benzer bir model olusturma imkanindan

olay1 tedavi veya ilag¢ gelistirme ¢aligmalarina 6nemli bir katkis1 vardir. Bu modellerde
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genel olarak histokiiltiirleri, deri esdegerlerini ve biyomiihendislik {iriinlerini
icermektedir. Histokiiltiirler kolajen jel destekli ya da serbest yilizen biiyiime ortamina
yerlestirilen ii¢ boyutlu dokulardir. Deri esdegeri modellerinde ise dermal ve epidermal
esdegerlerin islevsel ve yapisal olarak ikamelerini iireten veya iki boliimden olusturulan
deri hiicreleri ve ECM matrislerinden olugsmaktadir. Bu modellere yaygin olarak kolajen,
kitosan, polikaprolakton, polilaktik asit gibi bazi polimerler deri esdegerlerine
eklenmektedir. Ug boyutlu modellerde genellikle punch biyopsi gibi belli teknikler ile
yara olusturulmaktadir [75].

Ug boyutlu modellerle yapilan ¢alismalar, fizyolojik ve hiicresel ortami cok daha iyi taklit
etme imkani saglamaktadir. Yara iyilesmesine yonelik daha gercek¢i modeller
gelistirilmesi adina Maione ve ark. tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada diyabetik
ayak iilserinden elde edilmis fibroblastlar ve kontrol grubunu kullanarak ii¢ boyutlu bir
kronik yara iyilesme modeli olusturmuslardir. Olusturulan modellerde kronik iilserlerde
tipik olan anjiyogenezin, re-epitelizasyonun azalmasi, bozulmus ECM birikimi taklit
edilmistir [78]. Baska bir ¢alismada Lemarchand ve ark., diyabet kaynakli hiperglisemiyi
daha belirgin hale getiren glikasyon iiriinlerinin yara iyilesmesi iizerindeki olumsuz
etkilerini taklit etmek amaciyla bir model gelistirmiglerdir. Kolajen siingerlerinde
epidermal yap1 olarak insan keratinosit ve fibroblast hiicreleri, dermal yap1 olarak da
endotel ve fibroblast hiicreleri kiiltiirlenmistir. Epidermal yapida biyopsi ignesi ile delik
acilip bir yara olusturulmustur. Yaral epidermal yap: yarali olmayan dermal tabakanin
iistiine yerlestirilmistir. Bu model 15 giin boyunca glioksal ile isleme tabi tutularak
glikasyon son iiriinlerinin (AGE) birikimine ve dolayisiyla diyabetik ilserlerin taklit
edilerek yaralarin kapanmasinda gecikmeye neden olmustur. Sonrasinda AGE
olusumunu inhibe etmek i¢in aminoguanidin eklenerek bu etkinin tersine ¢evrilmistir

[79].

Bu tez kapsaminda doku miihendisligi yaklasimlariyla 2 ve 3 boyutlu in vitro yara
modelleri olusturulmustur. 3 boyutlu in vitro model tasariminda biyomalzeme kullanimi
ile doku iskeleleri iiretilmistir. Ayrica hem 2 boyutlu hem de 3 boyutlu modeller lizerinde
yenilik¢i  tedavi  yaklasimlarindan  biri  olan  fotostimiilasyon  uygulamasi

gerceklestirilmistir.
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2.5. Doku iskeleleri ve Uretim Yontemleri

Doku iskeleleri, yara iyilesmesi siirecinde hiicrelerle etkilesimde bulunan, doku olusumu

ve yenilenmesi icin gerekli destegi saglayan 3 boyutlu gecici yapilardir. Iskele

tasarimlarindaki en 6nemli 6zellik gercek dokunun taklit edebilmesi ve fiziksel olarak da

dogal yapisina benzer olmasidir [80].

Iskelenin yara iyilesmesinde kullanilabilmesi igin bazi &zelliklere sahip olmasi

gerekmektedir. Bu temel 6zellikler ise fiziksel ve mekanik dayaniminin uygun olmasi,

hiicre adezyonuna, proliferasyonuna, farklilasmasina olanak verecek, hiicre gociine

olanak verecek ve anjiyogenezi tesvik edecek yapida olmasidir. Ayrica iskelenin,

bulundugu ortama uyum saglayabilmesi icin esneklige sahip olmasi, gozenekliligin

yeterli diizeyde olmasi, biyouyumlu olmasi ve yara iyilesme siiresi ile uyumlu sekilde

bozunma 6zelligine sahip olmasi1 gerekmektedir [81].

Cizelge 2.1. Doku iskelelerinin temel 6zellikleri [82, 83].

Doku iskelelerinin Ozellikleri

Biyolojik

Biyouyumluluk

Hiicrelerin yiizeye tutunabilmeleri, ¢ogalabilmeleri ve viicutta
inflamatuar bir yanit olusturmamast igin iskelenin biyouyumlu

olmasi gerekmektedir.

Biyobozunurluk

Doku iskeleleri, yeni doku olusumu veya doku yenilenmesi
gerceklesene kadar gecici bir destek yapi olarak gorev
aldigindan dolay1 bu siirecin dogru orantili sekilde iskelenin

bozunmasi gerekmektedir.

Biyoaktivite

Iskelelerin, hiicre gdgii, farklilasmasi, doku rejenerasyonunu
destekleyici ve biiylime faktorlerinin taginmasi i¢in uygun

ortam olusturacak sekilde tasarlanmasi gerekmektedir.

Antimikrobiyallik

Doku iskelesinin yara bolgesinde enfeksiyon olusumunu
engelleyecek ve yara iyilesmesini kolaylastiracak bir ortam

saglamas1 gerekmektedir.

Mikro Yap1

Yiiksek
Gozeneklilik

Besin ve metabolit difiizyonunun saglanmasi igin gozenekli
yap1 gerekmektedir. Ayrica yiiksek gozenekli yapiya sahip
iskeleler, hiicreler arasi etkilesimi arttirarak dogal doku ile

entegre olmasini saglar.
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Gozenek Boyutu Hiicrelerin iskelelere baglanmasi, go¢ hareketleri, besin ve atik
maddelerin transferi i¢in gdzenek boyutlarinin yeterli diizeyde

olmasi gerekmektedir.

Gozenekler Aras1 | Hiicrelerin iskeleye tutunmasi, hiicreler arasi sinyal ve besin
Baglanti maddelerinin tasinmasi saglayarak hiicreler arast iletigim

kurmasi saglanir.

Mekanik Mekanik Dayanim | Doku iskelelerinde kullanilan malzemelerin implante edildigi
bolgenin dogal dokulara benzer mekanik 6zellige sahip olmast
gerekmektedir. Cekme dayanimi, elastisite modiilii, kirilma
dayanimi gibi cesitli mekanik 6zellikler iskele iiretiminde g6z

O6niinde bulundurulmalidir.

Imalat Uretim Kolayhig:1 | Iskelelerin, diisiik maliyet ile hedef dokuya yonelik dogru
Teknolojisi tiretim yontemlerin belirlenmesi ve kolay {iretilebilir olmasi

gerekmektedir.

Iskelelerin  gerekli islevleri yerine getirebilmesi icin cesitli dogal, sentetik
biyomalzemeler kullanilmaktadir ve bu malzemenin dogru se¢imi ve kullanimi da
olduk¢a onemlidir. Sentetik polimerlerden polikaprolakton (PCL), poli (laktik-ko-
glikolik asit) (PLGA) gibi polimerler FDA onaylidir ve biyouyumlulugu,
biyobozunurlugu ve uygun mekanik dayanimi sebebi ile tercih edilmektedir [84, 85].
Dogal polimerlerden o6zellikle jelatin, kitosan, kolajen, ipek, hyaliironik asit gibi
polimerler de iskele tasariminda siklikla tercih edilmektedir. Tez calismasinda kullanilan
iskelelerin bir katmaninda biyouyumlu ve biyobozunur o6zellige sahip PCL
(Polikaprolakton) kullanilmistir. Diger katmanda kullanilan kitosanin biyouyumlulugu
yuksektir ve antibakteriyel ozellige sahiptir. Jelatin ise hiicre-iskele etkilesimini
kolaylastiran RGD (Arjinin Glisin Aspartik Asit) motifine sahiptir ve metalloproteazlar
(MMP) tarafindan pargalanabilen molekiiller igermesi sebebi ile iskelenin kontrollii

sekilde bozunmasini saglamaktadir [86].

Doku iskelelerinin tasariminda ve tiretiminde gercek cilt dokusunun fiziksel, kimyasal ve
biyolojik 6zelliklerine uygun, iyi mekanik 6zelliklere sahip olmasina dikkat edilmesi
gerekmektedir. Tercih edilen {iretim yonteminin gézeneklilik, gézenekler arasi baglanti,

biyobozunurluk gibi bir¢ok faktdrii dogrudan etkiledigi bilinmektedir.

Yaygin olarak kullanilan iskele iiretim yontemleri geleneksel ve hizli prototipleme olarak

iki farkli kategoriye ayrilmaktadir. Geleneksel yontemlerde dondurarak kurutma,
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elektroegirme, gaz kopiigl, faz ayirma, fiber baglama, solvent dokiimii ve partikiil
uzaklastirma yaygin olarak bilinmektedir. Hizli prototipleme yontemlerinde ise 3B baski,
secici lazer sinterleme (SLS), stereolitografi, eriyik yigma modelleme, miirekkep

puskiirtme gibi metotlar bulunmaktadir [83, 87].

2.5.1. Elektroegirme Yontemi

Elektroegirme yontemi, nano-fibréz doku iskelelerinin iiretiminde yaygin olarak
kullanilan yoOntemlerdendir. Yontemin temel calisma mekanizmasi, bir polimer
¢ozeltisinin elektrik alana maruz birakilarak bu ¢dzeltinin jete doniistiiriilmesi ve bir
toplayicida ince fiberler halinde toplanmasina dayanmaktadir. Bu fiberlerin elde
edilebilmesi i¢in 10-40 kV arasinda DC voltaj1 kullanimi gerekmektedir. Yontemi

olusturan ana kisimlar gii¢ {initesi, siringa pompasi, metal igne ve toplayicidir [83].

it | Yotk votu |
s, e o Yiiksek Voltaj
" Cozeltisi J

Siringa Polimer - W‘ —
Cozeltisi

igne ]

% Siringa —
Fiberler
(a) L Toplayic (b)

Sekil 2.10. Elektroegirme yonteminin sematik gdsterimi [88].

Elektroegirme islemi i¢in dncelikle uygun polimerlerin kullanimi ile homojen bir ¢ozelti
hazirlanir. Daha sonra hazirlanan bu ¢ozelti siringa icerisine yerlestirilir ve yiiksek bir
voltaj uygulanir. Boylece siringada bulunan polimer ¢ozeltisi yiiklenir ve itici bir giic
olusur. Yiiksek gerilime maruz kalan ¢ozeltinin damlacik sekli “Taylor Konisi” olarak da
bilinen koni bi¢imine doniisiir. Uygulanan elektriksel kuvvetin kritik bir degere
ulagmasiyla birlikte ylizey gerilim kuvvetini yenerek Taylor konisinin ucundan tek bir jet
akisi ile siirekli olarak toplayici plakada toplanir. Cozeltinin plakaya toplanmasi sirasinda
¢oziliciinii buharlasir ve bu da ortama istenmeyen bir koku yayilmasina sebep olabilir.
Dolayisiyla elektroegirme islemi genellikle kapali ve kontrol edilebilir bir ortamda
gerceklestirilmektedir [89, 90].
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Cizelge 2.2. Elektroegirme yonteminde kullanilan parametreler ve fiberler iizerindeki

etkileri [58, 59].

Parametreler ve Etkileri

Cozelti Parametreleri

Konsantrasyon, | Polimer konsantrasyonunun yeterli seviyede olmast ile jetin kesintiye ugramadan
Viskozite ve yiizey gerilimini asmasi saglanir ve daha diizgiin tek parca fiberler elde

Yiizey Gerilimi | edilebilmektedir.

Viskozitenin optimum seviyede olmasi ile jet olusumu ve siirekli akis

saglanmaktadir.
iletkenlik Yiksek iletkenlik seviyesi ile daha diizglin ve ince fiberlerin elde edilmesi
saglanmaktadir.
Coziicii Optimum uguculuga sahip ¢oziicii kullaniminda buharlagmanin dengeli olmasi ile
Ucuculugu fiberlerin daha homojen, stabil ve istenilen ¢aplarda iretimi saglanmaktadir.

Dielektrik Dielektrik sabiti ¢ozelti igerisindeki yiik dagilhimini etkileyerek fiberlerin ¢apini ve

Sabiti morfolojisini degistirebilmektedir.

Islem Parametreleri

Mesafe Toplayict ve igne ucu arasindaki mesafenin kisa olmasi, yiiksek elektrik alan etkisi
ile fiberlerin kalin, boncuklu ve piiriizlii olmasina sebep olmaktadir. Mesafenin fazla
olmas ise elektrik alanin azalmasina, daha ince fiberlere ve piiriizlillige sebep

olmaktadir. Dolayisiyla mesafenin optimize edilmesi gerekmektedir.

Uygulanan Uygulanan gerilimin artmasi, daha fazla polimerin ¢ekilmesine sebep olmaktadir.

Voltaj Gerilimin artmasi fiber ¢apinda kalinlasma ve boncuk olugumuna sebep olmaktadir.

Cozeltinin jet olusumunu baslatilmasi ve siirekliliginin olmasi i¢in minimum voltaj

diizeyinin asilmasi gerekmektedir.

Akis Hizi Yavag bir akis hizi ile jetin daha stabil, fiberlerin homojen ve piiriizsiiz olmasini

saglamaktadir. Akis hizinin artmasi ile gézenek boyutlari artmaktadir

Ortam Parametreleri

Nem Yiiksek nem seviyelerinde fiberlerde diizensizlik, boncuk olusumu ve c¢apinda
degisikliklere yol agmaktadir. Ayrica buharlagma hizinin diismesine sebep olarak

fiberlerin daha 1slak kalmasina ve birbirine yapismasina neden olmaktadir.

Sicakhik Sicakligin artmasiyla birlikte viskozitede azalma ve buna bagl olarak daha ince

fiberlerin olusmasi saglanmaktadir.
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2.5.2. Dondurarak Kurutma Yontemi

Doku miihendisliginde yiiksek gézenekli iskele ve membranlarin liretiminde kullanilan
yaygin yontemlerden biri dondurarak kurutma yontemidir. Bu yontemde, hazirlanan
polimer ¢ozeltisi -20°C ve -80°C arasindaki sicakliklarda dondurularak kati hale getirilir.
Daha sonra bir liyofilizator kullanilarak bu Orneklerdeki ¢oziicii siiblimlesme ile
buharlastirilir ve igsel baglantili ve yiikksek gozeneklere sahip iskelelerin olugmasi
saglanir. Bu gbzenek boyutlari ise dondurma islemindeki parametrelerin degistirilmesi ile

manipiile edilebilmektedir [87].

Polimer Cozeltisi

Liyofilizator

;: .:; Gozenekli Iskele

SEM Goriintiisii

Sekil 2.11. Dondurarak kurutma yonteminin sematik gosterimi [91].

2.6. Fotostimiilasyon

Fotostimiilasyon,  giinlimiizde = kullanilan  diger  adlandirilma  sekilleriyle
fotobiyomodiilasyon, diisiik seviyeli lazer tedavisi (LLLT) veya fototerapi cesitli 151k
kaynaklarindan elde edilen ve belirli dalga boylarindaki 151k enerjisinin kullanimi ile

biyolojik siireglerin uyarilmasi ile tedavi amagli olarak kullanilmasidir [92].

Fotostimiilasyon tarihte ilk olarak Macar doktor Endre Mester tarafindan 1967 yilinda,
lazer 151gmma maruziyetin kanserli hiicrelerin biiylimesine neden olup olmadigim
arastirmak tiizere tiiyleri tiras edilmis sicanlar lizerinde gergeklestirdigi bir ¢alismada
beklenmedik sekilde siganlarin tiiylerinin yeniden biiylidiigiinii gézlemlemesi {izerine

gelistirilmistir [11].
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Literatiirde yapilan calismalar ve klinik denemeler g6z oOnilinde bulunduruldugunda
Alzheimer, parkinson gibi norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde, dis hekimligi, agri

tedavileri, yara iyilesmesi gibi birgok alanda kullanilabilmektedir [10, 93].

2.6.1. Isik Kaynaklar

Fotostimiilasyonun tedavi amacli kullaniminda farkli 151k kaynaklar1 kullanilmaktadir.
Isik kaynagi olarak genellikle belirli dalga boylarinda kirmizi veya yakin kizilGtesi
bolgelerde, LED (Isik Yayan Diyot), lazer ve genis bantli 151k yaygin olarak
kullanilmaktadir [94].

1960’11 yillarda lazer teknolojilerinin icadi, 15181n tedavi amagh kullaniminda 6nemli

donum noktalarindan biridir.

Artan Enerji

<

[IVAVAVAVAVAVA VAN

Artan Dalgaboyu >

>

0.0001nm (.01 nm 10 nm 1000 nm 0.01 cm 1cm 1m 100 m

Gama Ismnlar X-1sinlar1 uv Kiziltesi Radya Dalgalar1

Radar TV FM AM

400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

Sekil 2.12. Elektromanyetik spektrum [95]

Lazer Isik Kaynagi

Lazerler, uyarilmis 1smmim yaymimi ile 1518 yogunlastirilmast  seklinde
tanimlanmaktadir ve prensipleri esas olarak 1917 yilinda FEinstein tarafindan One
stiriilmiis olan kuantum kavramidir. 1960 yilinda ise Theodore Maiman, Einstein’in

1917°deki teorik ¢alismasina dayanarak ilk lazer cihazini icat etmistir [96].

Lazerlerin biyolojik etkilerinin arastirilmasi tizerine 1967 yilinda ilk deneysel ¢aligmalar

baslatilmistir ve Mester tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada diisiik doz lazer
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tedavilerin hiicreler iizerinde wuyaricit etkilerinin oldugu ve yara iyilesmesini

destekleyebilecegi bildirilmistir

Lazerlerin ¢alisma prensipleri esas olarak bir 151k kaynagindan ¢ikan foton enerjisinin
belirli bir ortamdan gegirilip ortamdaki atom elektronlarinin doniis hizlarini arttirarak

Ozgiin bir dalga boyuna sahip ve tek yonlii hareket eden farkli bir 1s1n olusturmaktir [96].

LED Isik Kaynagi

LED, p-n baglantilarindan (pozitif-p ve negatif-n) olusan bir diyottur ve bu baglantilar
direkt olarak polarize edildiginde, elektronlarin potansiyel bariyeri asmasina ve cihaz
igindeki deliklerle rekombine olmasina olanak tanir. Kendiliginden gergeklesen bu
rekombinasyon sonucunda ise es zamanli olarak foton emisyonu olusur [97]. 1990’11
yillarda aliiminyum galyiim indiyum nitriir (AlGalnN) bazli LED’in gelistirilmesiyle
ekran ve aydinlatma sektoriinde 6nemli bir 151k kaynagi haline gelmistir. Bu gelisme ile
tibbi tedavi, fototerapi ve tarim endiistrisi gibi alanlarda da 6nemli pazar imkanlari

saglanmistir [98].

Plazma Ark Isik Kaynagl

Plazma ark 151k iki elektrot arasinda, elektriksel olarak iletken bir gaz (ksenon) ile elektrik
arki olusturularak tretilmektedir. Elektrotlara uygulanan yiiksek voltaj ile gaz iyonize
olarak plazma haline doniisiir. Plazma ise elektrotlar arasinda bir elektrik arki olusturarak
yiiksek yogunlukta 11k iiretmektedir. Plazma ark 151k kaynaklari ile genis bir dalga boyu
araliginda 151k Uiretilebilmektedir ve belirli bir biyolojik hedefin spesifik dalga boylarinda

uyarilmasi gerektiginde kullanimi avantajlidir [99].

2.6.2. Fotostimiilasyonun Etki Mekanizmasi

Fotostimiilasyonun temel etki mekanizmasi, 15181n mitokondride bulunan sitokrom c¢
oksidaz enzimi veya hiicre yapisindaki kromoforlar tarafindan emilmesi yoluyla hiicre

metabolizmasinda degisikliklere neden olmasi prensibine dayanmaktadir.

Bu mekanizmaya gore belirli bir dalga boyunda gonderilen 15181n sitokrom c oksidaz
tarafindan absorbe edilmesi ile elektron tasima zincirinde ATP {iretiminde ve reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) iiretiminde artis tetiklenmektedir. Reaktif oksijen tiirlerinin,
hiicre sinyallemesinde, hiicre dongiisiiniin kontroliinde, enzimatik aktivasyon, niikleik
asit ve protein sentezinde 6nemli bir islevi vardir. Dolayisiyla bir¢cok sinyal yolunun

uyarilmasina sebep olmaktadir [100]
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Sitokrom c oksidaz (Cox), kizilétesi aralikta birincil fotoalict olarak kabul edilmektedir.
Sitokrom c¢ oksidaz aktivitesi ve tasima zincirinin modiilasyonu, oksidatif fosforilasyon
ve mitokondrinin redoks durumunda degisiklikleri ile yara iyilesmesini
hizlandirilmasinda 6nemli bir rolii oldugu goriilmiistiir. Sitokrom ¢ oksidaz tarafindan,
gelen fotonlar emilir ve elektron tasima zincirindeki ATP (Adenozin trifosfat) tiretimi
artar ve mitokondriyal membran gecirgenligi tetiklenir. Boylece ikincil habercilerin

aktive olmasini ve sinyal kaskadlarinin harekete gegmesine sebep olur [12].

Ayrica 151810, oksijenle rekabet halinde hem a3’e baglanan ve geri doniisiimli olarak
sitokrom ¢ oksidazi inhibe eden nitrik oksidin, heme proteinlerinden foto-ayrismasini
indiikledigi bilinmektedir. Bu foto-ayrismanin sonucunda ona yarigmali olan oksine
yeniden Cox’a baglanir ve hiicresel solunumda artis gerceklesir. Bu sayede hem hiicresel

solunum artmis olur hem de NO kaynakli apoptoz 6nlenir [101].

2.6.3. Fotostimiilasyona Kars1 Hiicresel Cevap

Fotostimiilasyon uygulamasi sonrasinda indiiklenen transkripsiyon faktorleri, sinyal ve
efektor molekiillerinin olusturdugu molekiiler etkilerin sonucu olarak bir hiicresel cevap
olugmaktadir. Bu hiicresel yanitlar hiicre proliferasyonu, canliligi, hiicre gogii, apoptozu

ve farklilasmasi gibi etkileri igermektedir [102].

Proliferasyon/ Canhhlk

PBM’nin hiicresel Molekiillerin
\ mekanizmas1 tetiklenmesi
\ ) |

Farkhlasma

_‘ ﬁﬁ i [ el e ] /
NTE B Hiicresel

[ Transkripsivon molekiilleri ]

) “:/-I_._.- /-—I-—-\\ \-.__‘
- [ Efektor molekiller ] \

.\\ Migrasyon

AN

Sekil 2.13. Fotostimiilasyonun hiicreler lizerindeki etkileri [102].

Apoptoz

Fotostimiilasyonun insan keratinosit hiicrelerinde proliferasyonu arttirdigi ve yara

iyilesme siirecini hizlandirdigi belirtilmektedir [103, 104]. Benzer sekilde ortak
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kiiltiirdeki keratinosit ve fibroblastlarda proliferasyonun ve hiicre gdocilinlin arttig1

goriilmustiir [105].

Fibroblast hiicreleriyle yapilan bir ¢alismada 830 nm dalga boyu, 5 J/cm? enerji
yogunlugunda fotostimiilasyon uygulamasinin fibroblast hiicre gogiinii, canliliini,
proliferasyonunu arttirdigi ve diyabetik yaralarda iyilesmeyi destekledigi belirtilmistir
[106].

Romatoid artrit hastalarindan alinan fibroblast benzeri sinoviyositler (FLSS) ve kolajenle
indiiklenen artrit (CIA) ile yapilan bir ¢alismada 610 nm dalga boyunda 5 ve 10 mW/cm?
gilic yogunlugunda 151k uygulamasi yapilmistir. Calisma sonucunda inflamasyon ve
kikirdak bozulmasi azalmistir, anti-artritik etkiler goriilmiistiir. Ayrica fotostimiilasyon
uygulamasi pro-inflamatuar sitokinleri azaltmistir ve anti-inflamatuar sitokinleri
artttrmustir [107].  Wistar siganlart kullanilarak gerceklestirilen bir ¢alismada 660 nm
dalga boyu, 1 J/cm? enerji yogunlugunda, 10 mW/cm? fotostimiilasyon uygulamasinin
kronik yaralarda iyilesme siirecine olumlu etkisi oldugu, ROS, sitokin ve trombosit

agregasyon aktivitesini diizenledigi gortilmiistiir [108].

Primer insan keratinositleri ile yapilan baska bir calismada 520 nm ve 660 nm dalga
boylarinda 1s1k uygulanmasi sonucunda her iki 1s1¢in da TNF-a, IL-6 ve IL-8
sitokinlerinin mRNA ekspresyonu azalmistir ve Nrf2 yolagi aktivasyonu artmistir.
Fotostimiilasyonun cilt ile ilgili inflamatuar hastaliklarda tamamlayici bir teropatik

yaklagim oldugu sonucuna varilmigtir [109].

2.6.4. Fotostimiilasyon Parametreleri

Fotostimiilasyonun tedavi amag¢li kullaniminda dalga boyu, enerji yogunlugu, giic
yogunlugu, 1sik kaynagi, 1sinlama siliresi ve uygulama siiresi gibi parametreler
bulunmaktadir. Bu parametreler tedavinin amacina gore farklilik gostermekle beraber
uygun parametrelerin belirlenmesine gore calismanin sonuclar1 degisebilmektedir. Isigin
biyolojik ve klinik etkilerinin optimize edilmesi i¢in 15181n yogunlugu, doz gibi 6nemli
faktorlerin yaninda baska parametreler de 1518in  olusturabilecegi  etkileri
degistirebilmektedir. Fotostimiilasyon uygulamalarinda kullanilan parametreler ve

aciklamalar Cizelge 2.3’te verilmektedir:
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Cizelge 2.3. Fotostimiilasyon uygulamalarinda kullanilan parametreler ve agiklamalari

Frekans (Hz)

[100, 110].
Fotostimiilasyon Parametreleri
Isinlama Birim Agciklama
Parametreleri
Dalga boyu nm Kromofor absorbsiyonunu ve penetrasyon derinligini
belirleyen en 6nemli paramatrelerden biri “dalga boyudur”. Bu
terim bir fotonun bir tam dongiisii sirasinda kat ettigi mesafeyi
belirtir. Elektromanyetik spektrumda genis bir araliga sahiptir.
Bu spektrumda goriiniir 151k 400-700 nm arasindadir.
Yogunluk W/cm? Hiicresel aktivasyon esigini belirler. Birim alana (cm?)
uygulanan gii¢ (W) olarak hesaplanmaktadir.
Sinyal Pik glici (W) | Bir 1smin ortalama giicii (W), pik giicii (W) x sinyal genisligi

(s) x sinyal frekansi (Hz) olarak hesaplanir. Uygulama sirasinda

olasi bir hasar olusumunu engellenmesi ve termal enerjinin

SitygzeiiE! dagitilmast i¢in 6nemlidir.
()
Isinlama Siiresi Saniye (s) Genellikle minimum 1sinlama stiresi 2 dk ve tizeridir.

Enerji Jiem? Birim alana (cm?) iletilen enerji (J) olarak hesaplanmaktadir.
Yogunlugu
Uygulama Saat, giin, hafta | Uygulama araliklar1 tedaviye 0zgii olarak degisiklik

Araligi veya ay gostermekte ve fotostimiilasyon etkinligini 6nemli o&lglide

etkilemektedir.

Koherens Koherens Fotonlarin benzer bir fazda ve ayni frekansta titresim
uzunlugu gostermesidir. Fotostimiilasyonda kullanilan 1s18in koherensi
spektral bant | tedaviyi etkileyebilmektedir. Lazer 15181 yiiksek koherens
genisligine ozelligine sahiptir
baglidir.

Polarizasyon Dogrusal veya | Isigin titresim yoniiniin belirli bir diizlemde simirlanmasi veya

dairesel polarize

dairesel sekilde donmesidir. Polarize 15181 cilt gibi dagitict

ortamlardan daha iyi gegebildigi diisiiniilmektedir.
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2.6.5. Fotostimiilasyonun Diyabetik Yara Tedavisinde Kullanimi

Diyabetin genellikle kan akis1 ve hiicresel fonksiyon {izerinde etkileri bulundugundan
dolay1 diizenli agamalarla ve belirli bir periyotta iyilesemeyen kronik yaralarin olusumuna
yol agmaktadir. Diyabetik yaralarin tedavisi i¢in yara debridmani, deri nakli, hiperbarik
oksijen tedavisi, doku iskeleleri, kok hiicre tedavileri ve son zamanlarda fotostimiilasyon
gibi non-invazif 1sik tedavileri uygulanmaktadir. Fotostimiilasyon uygulamasinin
iyilesme siirecine olumlu etkilerinin oldugu bilinmekle birlikte farkli parametrelerin
iyilesmeye etkileri degisiklik gostermektedir. Farkli doz ve parametrelerin optimize

edilmesi adina ¢alismalar devam etmektedir.

Diyabetik ayak tilserlerinde (DFU) fotostimiilasyonun etkilerinin aragtiritlmasi amactyla
yapilan in vivo ve in vitro bir ¢alismada 400-900 nm arasindaki 12 farkli dalga boyu 10
mW/cm? ve 0,5-4 J/cm? de 151k uygulanmustir. Hiicrelerin proliferasyonunu tesvik ettigi,
re-epitelizasyon, anjiyogenez ve kolajen sentezini arttirdigi ve inflamasyonu azalttigi
gorilmiistiir [82]. Zhao ve ark., DFU tedavisinde 630 ve 810 nm dalga boylarindaki 1g1k
kaynaklarini fare fibroblastlar1 ve diyabetik fareler lizerinde uygulamislardir. Her iki
dalga boyundaki 151k da in vivo ve in vitro olarak fibroblast hiicre gocii, proliferasyonunu
arttirmistir. Ayrica iki dalga boyu da tip 2 diyabetik yaralarda iyilesmeyi, VEGF ve TGF
ekspresyonlarini desteklemistir [111]. Karkada ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada
diyabetik ndropati olusturulmus Wistar sicanlarinda yara agilmig, 655 ve 808 nm dalga
boylarinda 4, 6, 8, 10, 12 ve 15 J/cm? dozlarinda 151k uygulamasi yapilmistir. Iyilesmenin
farkl1 fazlarinda degerlendirme yapilmistir ve 15181 4,6, 8 JJcm? dozlarinda yara iyilesme
stirecinin daha iyi oldugu, ROS ve antioksidan seviyelerini modiile ederek yaranin

oksidatif durumunu iyilestirilmistir [112].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu bolimde tez kapsaminda gergeklestirilen deneysel caligmalar, bu caligmalarin
sonuglar1 ve kullanilan malzemeler ile ilgili bilgi verilmektedir. Tez ¢aligmasinin ilk

asamasinda in vitro 2-boyutlu hiperglisemik iilser modelinin olusturulmustur.

Buna gore hazirlanmis olan 2-boyutlu hiperglisemik modellerde fotostimiilasyon
uygulamasinin hiicre proliferasyonu, gog¢ii, ECM elemanlari, tiibiil olusumu ve gen

ekspresyonu tizerindeki etkileri incelenmistir.

Bu asamadan sonra c¢alismanin 3-boyutlu asamasina gec¢ilmistir ve bu dogrultuda iki
katmanli PCL / kitosan-jelatin doku iskelelerinin iiretimi gerceklestirilmistir. Uretilen
iskelelerde hiperglisemik kosullarin belirlenmesi adina hiicre ekimi yapilarak analiz
edilmistir. 3-boyutlu hiperglisemik modeller olusturulduktan sonra ise iskelelere hiicre
ekimi yapilip fotostimiilasyon uygulanmistir. Ardindan bu modellerde fotostimiilasyonun

etkilerini incelemek amaciyla proliferasyon ve SEM analizleri gergeklestirilmistir.

3.1. Kimyasal ve Biyolojik Malzemeler

Hiicre kiiltiir galismalarinda kullanilan insan dermal fibroblast hiicreleri (HDF) Hacettepe
Universitesi, Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezinden temin edilmistir. Insan
dermal keratinosit hiicreleri (HS2) Ege Universitesi, Biyomiihendislik béliimiinden temin
edilmistir. Insan Goébek Kordonu Veni Endotel hiicreleri (HUVEC) ise Cukurova

Universitesinden temin edilmistir.

Tez kapsaminda kullanilan diger kimyasal ve biyolojik malzemeler ise Cizelge 3.1’de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasal ve biyolojik malzemeler.

Malzeme Firma Ulke
Alexa Fluor 488 Life Technologies ABD
Asetik asit Sigma-Aldrich Almanya
BSA (Sigir Serum Albumini) Capricorn Scientific Almanya
DAPI Sigma-Aldrich ABD
D-Glukoz Capricorn Scientific Almanya
DMEM/F12 WISENT Inc. Kanada

36



DMEM-HG Capricorn Scientific Almanya
DMEM-LG Cegrogen Biotech Almanya
DMSO AppliChem GmbH Almanya
Eosin Y Merck Almanya
Etil alkol Sigma-Aldrich ABD
FBS Sigma-Aldrich Almanya
Gluteraldehit Sigma-Aldrich Almanya
HFIP (1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2- | Merck Almanya
propanol)

izopropil alkol Sigma-Aldrich ABD
Jelatin (Tip A) Sigma-Aldrich Almanya
Kitosan (%75-85) Sigma-Aldrich Almanya
L-Glutamin Biowest Fransa
Matrigel Matriks Corning ABD
MTT Sigma-Aldrich Almanya
PCL Sigma-Aldrich Almanya
Penisilin/streptomisin Capricorn Scientific Almanya
RPMI 1640 Capricorn Scientific Almanya
Steril DPBS Capricorn Scientific Almanya
Tripsin EDTA Sigma-Aldrich ABD
Triton X-100 Merck Almanya

3.2.insan Dermal Fibroblastlarin, Keratinositlerin ve Endotel Hiicrelerinin

Kiiltiiri

Hacettepe Universitesi, Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezinden temin edilen
HDF hiicreleri %10 (v/v) FBS, %1 L-glutamin, %1 penisilin/streptomisin igeren DMEM-

HG besiyeri icerisinde kiiltiirlenmistir.

Cukurova Universitesinden temin edilen HUVEC hiicreleri, %10 (v/v) FBS, %1 L-
glutamin, %1 penisilin/streptomisin igeren RPMI 1640 besiyeri igerisinde

kiltiirlenmistir.
37



Ege Universitesi, Biyomiihendislik béliimiinden temin edilen HS2 hiicreleri ise %10 (v/v)
FBS, %1 L-glutamin, %1 penisilin/streptomisin igeren DMEM/F12 besiyeri igerisinde
cogaltilarak hiicre stoklar1 olusturulmustur. Hiicreler, tiim kiiltiir ¢alismalar1 boyunca

37°C’de ve %5 COz bulunduran inkiibatorde gergeklestirilmistir.

Calismamizda kullanilan hiicrelerin daha Once yapilan ¢alismalarda [113, 114]
karakterizasyonlar1 gerceklestirilen ve kullanilan hiicreler oldugundan bu tez

calismasinda dogrudan hiicre kiiltiirti ¢alismalarina gegilmistir.

3.3. iki Boyutlu Hiperglisemi ve Fotostimiilasyon Calismalari

Sunulan tez ¢alismasinin 2-boyutlu hiperglisemi modelleri iizerinde yapilan ¢aligmalar ve
yontemleri bu bolimde yer almaktadir. 2-boyutlu hiperglisemi calismalarinin
baslangicinda HDF, HS2 ve HUVEC hiicrelerinin kiiltiirii ve hiperglisemik kosullarinin
belirlenmesi yer almaktadir. Daha sonrasinda hiperglisemik kosullardaki bu hiicrelere
yapilan fotostimiilasyon uygulamasinin ve hiicre proliferasyonu, morfolojisi, ECM
elemanlar1, hiicre gocii ve anjiyogenez lizerindeki etkilerinin incelenmesi amaciyla

yapilan analizler yer almaktadir.

3.3.1. Hiperglisemi Kosullarmin Belirlenmesi

Fibroblast, keratinosit ve endotel hiicrelerinde diyabetik iilser modellerinin olusturulmasi
icin, hiicreler kiiltiir kaplarina ekilmistir. Hiperglisemik ortamlar, belirlenen miktarlarda

glikozun her hiicrenin kendi besiyerine eklenmesi ile olusturulmustur.

Her hiicreye 25, 50, 75, 100, 125 ve 150 mM olmak {izere 6 farkli dozda glikoz iceren
konsantrasyonlar uygulanmistir. Bu konsantrasyonlar igerisinde 10 mM glikoz igeren
besiyeri ise kontrol grubu olarak kabul edilmistir. Hiicrelerin proliferasyonlarinin
incelenmesi i¢in 24, 48 ve 72. saatlerin sonunda MTT (3 (4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2-5-

dinefiltetrazolyum bromiir) analizi yapilmistir.
3.3.1.1. Hiicre Proliferasyonun Analizi

Belirlenen glikoz konsantrasyonlariin hiicrelere uygulanmasi amaciyla HDF, HS2 ve
HUVEC hiicreleri, 96 gozlii hiicre kiiltiir kaplarma her bir géze 5x10° hiicre olacak
sekilde 200 pL besiyeri ile ekilmistir. Ekim yapildiktan sonra 1 giin bekletilmistir ve daha
once belirlenmis olan 7 farkli glikoz konsantrasyonu, her bir kuyucuga 200 pL iceren

besiyeri ile eklenmistir.
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Bu konsantrasyonlarin eklenmesini takiben 24, 48 ve 72. saatlerde 151k mikroskobu ile
hiicre morfolojileri incelenmistir ve MTT analizleri yapilarak hiicre canliliklari

Olctilmiistiir.
MTT Analizi

Hiicrelerin proliferasyonunun ve sitotoksisitesinin degerlendirilmesi i¢in MTT ([3(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)-2-5-dinefiltetrazolyum bromiir]) testi yapilmistir. Sar1  bir
tetrazolyum tuzu olan bu bilesik, canli hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrogenazlar
tarafindan indirgenerek mor renkli formazan kristalini olusturur. Cansiz hiicrelerde
mitokondriyal aktivite olmadigindan dolay1r tetrazolyum boyasinda degisiklik

gerceklesmemektedir.

Hiicreler kiiltiir ortaminda hiperglisemik kosullara alindiktan sonra proliferasyonunu
Olciilmesi i¢in kontrol gruplarina ve farkli dozlardaki hiperglisemik konsantrasyonlu
gruplara 24, 48 ve 72. saatlerde MTT analizleri gerceklestirilmistir. Bu analiz igin
oncelikle kiiltiir kaplarindaki besiyeri uzaklastirilip %10 oraninda MTT (2,5 mg/ml PBS)
iceren serumsuz besiyeri kuyucuk basma 100 pl olacak sekilde eklenmistir. Ardindan
hiicreler 4 saat boyunca 37°C sicaklik ve %5 CO2 igeren karanlik ortamda inkiibe
edilmistir. 4 saat sonunda hiicrelerin tizerine eklenen boya uzaklastirilip her kuyucuga
100 pl izopropil alkol eklenerek formazan kristallerinin ¢oziinmesi saglanmistir ve 570

nm dalga boyunda absorbans degerleri okunarak hiicre canliligi 6lgtimleri yapilmistir.

3.3.2. Fotostimiilasyon Calismalari

Calisma kapsaminda, hiperglisemik ortamlarda kiiltiirlenen HDF, HS2 hiicrelerine
fotostimiilasyon uygulamasiin hiicre proliferasyonu, morfolojisi ve ECM elemanlari
tizerindeki etkileri incelenmistir. HUVEC hiicrelerinde ise tiiblil olusumu ve gen

ekspresyon seviyelerin incelenmesi amaciyla analizler gerceklestirilmistir.

Bu dogrultuda gergeklestirmis oldugumuz hiperglisemik kosullarin belirlenmesi
caligmalar1 degerlendirilerek bundan sonraki analizlerde 125 ve 150 mM glikoz

konsantrasyonlari ile devam edilmistir.

Oncelikle HDF ve HS2 hiicrelerinin ayr1 24 gozlii hiicre kiiltiir kaplarma 2,5x10%
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekimi yapilmistir. Bu ekimi takiben 1 giin sonra hiicreler,
daha onceki caligmalarda belirlenmis olan 125 ve 150 mM glikoz konsantrasyonundaki

hiperglisemik ortamlara alinmistir. HDF hiicrelerinde DMEM-LG ve HS2 hiicrelerinde
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DMEM/F12 ortamu ile inkiibe edilen gruplar ise kontrol grubu olarak belirlenmistir. Bir
giin sonrasinda fotostimiilasyon uygulamasinda kullanilacak olan PAC (Plazma ark)
cihazi belirlenen parametrelere gére hazirlanmistir ve 151k uygulamalarina baglanmistir.
Parametreleri 20 cm uygulama mesafesi ve 3 dk uygulama siiresi ile uygulama siklig1 giin
asirt periyotlarda olacak sekilde tekrarlanmistir.  Tiim analizler bu prosediirde
gerceklestirilmistir. Son olarak hiicrelerde MTT analizi, immiinofloresan boyama,
immiinositokimyasal boyama, scratch analizi, RT-PCR analizleri yapilmistir ve tiibiil

olusumu incelenmistir.
3.3.2.1. Fotostimiilasyon Uygulama Sisteminin Hazirlanmasi

Fotostimiilasyon ¢alismalar1 i¢in Collagentex® firmasina ait plazma ark lambasi 685 W
cikis giicii, 600-1200 nm dalga boyu arasinda polikromatik 151k kaynagi olarak
kullanilmistir. Cihaz, FDA onayl filtre ve reflektor sistemine sahiptir ve belirtilen dalga
boylarinin diginda kalan dalga boylarindaki 1s1k emisyonlarini engellemektedir.
Calismadaki fotostimiilasyon paramatrelerinde uygulama mesafesi 20 cm olarak
belirlenmistir. Uygulama siiresi ise ¢alismanin 2-boyutlu asamalarinda 3 dk; 3-boyutlu
asamalarinda ise 7 dk olarak belirlenmistir. Isik uygulamasi sirasinda kiiltiir kabindaki
hiicrelerin i¢inde bulundugu besiyeri alinip %1 oraninda penisilin/streptomisin iceren ve
34°C’ye getirilmis olan PBS igerisinde gergeklestirilmistir. Isik uygulamasi bittikten
hemen sonra ayni besiyerleri tekrar kuyucuklara eklenip kiiltiire devam edilmistir.
Fotostimiilasyon parametreleri daha ©once grubumuzda gerceklestirilen calismalar

kapsaminda belirlenmistir [115, 116].

Sekil 3.1. Collagentex® cihazi ile kurulmus fotostimiilasyon sistemi
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3.3.2.2. Hiicre Proliferasyonunun Analizi

Fotostimiilasyon uygulamasmin hiperglisemik ortamdaki HDF ve HS2 hiicrelerinin
proliferasyonu  iizerindeki  etkilerinin  incelenmesi amaciyla MTT analizi

gergeklestirilmistir.

Isik uygulanan ve uygulanmayan hiicrelere kiiltiiriin 1, 3, 5 ve 7. glinlerinde MTT analizi
gerceklestirilmistir.  Analiz i¢in Oncelikle 24 gozIli kiiltiir kaplarindaki hiicrelerin
tizerinden besiyerleri alinmistir. HDF hiicreleri i¢in serum icermeyen DMEM-LG ve
HS2 hiicreleri igin serum igeremeyen DMEM/F12 besiyerinden her bir géze 600 uL
eklenmistir. Uzerlerine 60 uL MTT ¢ozeltisi (2.5 mg/mL PBS) eklendikten sonra 3 saat
boyunca karanlik ortamda ve 37°C’de inkiibe edilmistir. 3 saat sonunda hiicrelerdeki
besiyeri uzaklastirilip tim goézlere 400 uL izopropil alkol eklenip pipetaj yapilmistir.
Ardindan 6l¢iim alinabilmesi igin 96 gozli kiiltiir kaplarina aktarilmistir. Son olarak

okuyucusuna 570 nm dalga boyunda spektrofotometrik ol¢timleri alinmistir.
3.3.2.3. immiinofloresan Boyama

HDF ve HS2 hiicrelerinin, ekiminden sonraki 7. giinde morfolojik olarak incelenmistir.
Bu dogrultuda filament6z aktin (F-aktin) Alexa Fluor 488 phalloidin ile ¢ekirdekleri ise
DAPI ile boyama islemleri gergeklestirilmistir.

HS2 ve HDF hiicreleri ayr1 ayr1 24 gézlii hiicre kiiltiir kaplarina, kuyucuk basina 2,5x10*
hiicre olacak sekilde ekilmistir. Ekimden sonra kontrol grubunda hiicreler, glikoz ilavesi
yapilmamis besiyerinde inkiibe edilmistir ve hiperglisemik gruplarda ise 125 mM ve 150
mM konsantrasyonlarindaki besiyerlerinde inkiibe edilmistir. Daha sonra kiiltiiriin
belirlenen giinlerinde boyama islemini gergeklestirmek icin hiicrelerin iizerindeki
besiyeri uzaklastirilmig ve PBS ile yikanmistir. Hiicre yapist ve aktin filamentlerinin
korunmasi1 amaciyla %4’lik (v/v) paraformaldehit ¢ozeltisi ile fikse edilmistir. Fikse
edilen hiicrelerin hiicre zar1 gecirgenliginin arttirilarak boyay1 i¢ine almasini saglamak
amaciyla 5 dk boyunca %0,1 (v/v) Triton X-100 ¢ozeltisinde bekletilmistir. Hiicre zar1
gecirgen hale getirilmis olan hiicrelerin aktin filamentleri Alexa Fluor 488 phalloidin ile
20 dakika stiresince ve hiicre ¢ekirdekleri %0,1 DAPI ile 5 dakika siiresince boyanmustir.
Ardindan fazla boyanin alinmasi i¢in PBS ile yikanmistir. Yikama isleminden sonra

floresan mikroskop altinda goriintiilenerek analiz edilmistir.
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3.3.2.4. immiinositokimyasal Boyama

HDF hiicrelerinin, ekiminden sonraki 7. giinde hiicre dis1 matrikste (ECM) olusabilecek
degisimlerin incelenmesi amaciyla immiinoSitokimyasal boyamalar yapilmistir. Bu
dogrultuda temel ECM elemanlarindan fibronektin ve kolajenin boyamalari

gerceklestirilmistir.

Hiicreler, Bolim 3.3.2°te anlatilan prosediir ile muamele edildikten sonra ekimin
7.guniinde iizerlerindeki besiyeri uzaklastirilip DPBS ile yikanmistir. Daha sonra %10
notral buffered formalin ile 20 dK siiresince oda sicakliginda inkiibe edilerek fiksasyonu

yapilmustir. Inkiibasyon sonunda PBS ile 3 kere yikanmistir.

Fikse edilmis hiicrelerin {izerine %0,2’lik Triton X-100 (v/v, PBS igerisinde) eklenip 10
dk oda sicakliginda inkiibe edilerek hiicrelerin zar gegirgenligi arttirilmistir. Bloklama
icin ise %10 keci serumu (v/v, PBS igerisinde) eklenip 1 saat boyunca oda sicakliginda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda %1 BSA’l1 (w/v) PBS ile 3 defa ytkanmistir. Daha
sonra primer antikorlar %1 BSA’l1 PBS ile seyreltilerek (fibronektin, 1:800, ve kolajen
1A1, 1:200) ornekler tizerine eklenmistir ve 1 giin siiresince 4°C’de inkiibe edilmistir.
Siire sonunda primer antikorlar uzaklastirilip %1 BSA’I1 PBS ile 3 kere yikanmistir.
Ardindan sekonder antikorlar %1 BSA’l1 PBS ile seyreltilerek (Alexa Fluor® 488, 1:500
ve Alexa Fluor® 555, 1:500 oraninda) 6rneklerin tizerine eklenmistir. 1 saat boyunca oda
sicakliginda ve karanlikta inkiibe edilmistir. %1 BSA’l1 PBS ile 3 kere yikandiktan sonra
%0,1’lik (v/v, BSA’l1 PBS i¢erisinde) DAPI ile 5 dk inkiibe edilmistir. Son olarak 3 kere
%1 BSA’l1 PBS ile yikandiktan sonra goriintiileme islemine gecilmistir.

3.3.2.5. Hiicre Gocii Analizi

Hiicrelerin normal ve hiperglisemik ortamdaki hiicre gd¢iinii inceleyebilmek amaciyla
scratch (¢izik) analizi yapilmistir. Fibroblast ve keratinosit hiicreleri 24 gozlii hiicre kiiltiir
kaplarma kuyucuk basma 2,5x10* hiicre ekim yapilmigtir. Ekimden 1 giin sonra bu
hiicreler kontrol ve hiperglisemik ortam olacak sekilde gruplandirilarak inkiibe edilmistir.
Hiperglisemik ortama gectikten 1 giin sonra 151k uygulamasi yapilmistir ve giin asir1
olarak tekrar edilmistir. Hiicreler konfluent hale geldikten sonra hiicrelerin iizerinde
bulunan besiyeri toplanmistir ve PBS ile yikanmistir. Daha sonra 100 pL’lik bir steril
pipet ucu yardimiyla hiicrelerin bulundugu kuyucuklarin tabanina dogrusal bir sekilde
¢izik olusturulmustur. Cizik olusturulduktan hemen sonrasinda hiicrelerin besiyeri %1

FBS igerecek sekilde yenilenmistir. Hiicre gogii ¢alismalariin sinirh bir yiizey alani
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tizerinde gerceklestirilmesi nedeniyle kiiltiiriin 24 ve 48. saatlerinde analizler
gerceklestirilmistir. Hiicrelerin ¢izik alan1 tizerindeki % kapanma alan1 Image J programi

ile hesaplanmustir.
3.3.2.6. Tiibiil Olusum Analizi

Yara iyilesmesinin anjiyogenez asamasinda énemli bir rol oynayan HUVEC hiicrelerine,
normal ve hiperglisemik kosullarda fotostimiilasyon uygulamasi yapilmasinin nasil bir

etki gosterdigini incelemek amaciyla morfolojik bir analiz gerceklestirilmistir.

Hiicrelerin tiibiil olusumunu incelemek icin hiicreler 24 gozlii kiiltiir kaplarma 2,5x10*
hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicre ekimi yapilmistir. Ekimden 1 giin sonra
hiperglisemik ortama gecilmistir. Bir giin sonra 151k uygulamasina baglanmistir ve giin
asir1 olacak sekilde devam edilmistir. Hiicreler yeterli konfluense geldikten sonra tiibiil
olusumu, Matrigel kullanilarak analiz edilmistir. Analizden 1 giin dnce Matrigel 4°C’de
bekletilerek sivi forma getirilmistir. Normal sartlarda Matrigel, -20°C’de donmus olarak
saklanmaktadir ve analizde kullanilacak pipet uclart ve kiiltiir kaplari da yaklasik 3-4 saat
oncesinde -20°C’de bekletilmistir. Analiz gergeklestirilirken laminer akisli kabin
icerisinde buz lizerinde c¢alisilmistir. Kiiltlir kaplarina ekim yapilmadan 6ncesinde 96
g0zl kiiltiir kabinin kuyucuklarina 50 plL. Matrigel eklenip 37°C’de inkiibe edilerek jel
forma gegmesi saglanmistir. 24 go6zlii kaplarindaki HUVEC hiicreleri tripsinle
kaldirilarak kuyucuklarda bulunan Matrigel tlizerine HUVEC hiicrelerinin 100 pL
besiyeri ile 2x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekimi yapilmigtir. Tiibiil olusumunu

gozlemlemek amaciyla 5. saat sonunda mikroskop goriintiileri alinmistir.
3.3.2.7. Gen Ekspresyonu Analizi

HUVEC hiicrelerinde fotostimiilasyon uygulamasinin anjiyogenik etkilerinin
incelenmesi amaciyla RT-PCR analizi gergeklestirilmistir ve bu dogrultusa
anjiyogenezden sorumlu olan, VEGF ve PDGF genlerinin ekspresyon seviyelerinin takibi

yapilmistir.

Oncelikle HUVEC hiicreleri 24 gozlii kiiltiir kaplarina 2x10* hiicre/kuyucuk olacak
sekilde ekimi yapilmistir. Ekimden giin sonrasinda hiperglisemik ortama geg¢ilmistir.
Hiperglisemik ortama gectikten 1 giin sonra ise fotostimiilasyon uygulamasina
baslanmistir. Giin asir1 olacak sekilde uygulandiktan sonra kiiltiiriin 7. giiniinde RT-PCR
icin hiicreler tripsin ile kaldirilmistir ve D-PBS ile yikanmistir. Hiicre peletleri halinde

Eppendorf icerisinde analizin gergeklestirilecegi giine kadar -80°C’de saklanmuistir.
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Analiz prosediiriiniin ilk asamasinda total RNA’nin izole edilmesi amaciyla oncelikle
hiicre peletleri -80°C’den almip iizerlerine 500 uL trizol eklenmistir. Ornekler 10-20 s
vortekslenip 5 dk boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Ardindan orneklerin
tizerine 100 pL kloroform eklenmistir ve alt-iist edilip ¢alkalandiktan sonra 5 dk boyunca
oda sicakhiginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 13000 rpm’de 4°C’de 15 dk
boyunca santrifiij edilmistir. Bu islemden sonra tiiplerde faz ayrimlar1 goriilmiistiir ve
ylizeyde kalan seffaf fazdaki RNA’lar tiiplerden pipet yardimiyla toplanip farkli tiiplere
aktarilmistir. Bu fazdan alinan miktarla ayn1 miktarda olacak sekilde RNAaz icermeyen
%70 (v/v) etil alkol lizerlerine eklenmistir. RNA izolasyonuna Qiagen RNAeasy mini kiti
kullanilarak devam edilmistir ve kitin icerisinde bulunan tamponlar kullanilarak kendi
protokol basamaklar1 takip edilmistir. Prosediiriin son basamaginda RNA molekiilleri, 50
pL RNAaz icermeyen su ile kapakl tiiplere alinmistir. Elde edilen RNA’nin miktar ve
saflik dl¢timlerinin yapilmast i¢in Nanodrop 2000c (Thermo Scientific™, ABD) cihazi

kullanilarak yapilmustir.

Analizin diger asamasinda ise elde edilen RNA’lardan esit miktarda alinip High Capacity
cDNA Reverse Transkripsiyon Kit (Thermo Scientific™, ABD) ve protokoli takip
edilerek ¢cDNA sentezi gerceklestirilmistir. cDNA sentezinin reaksiyon basamaklari
25°C’de 10 dk, 37°C’de 2 sa ve 85°C’de 5dk olarak Applied Biosystems SimpliAmp
Thermal Cycler (ThermoFisher Scientific, ABD) cihaz1 kullanilarak uygulanmistir. Islem
sonunda 4°C’de bekletilmistir.

cDNA’larin sentezi gerceklestirildikten sonra RT-PCR’da kullanilacak olan reaksiyon
karisimi Eva Green® Master Mix, ileri ve geri primerler kullanilarak hazirlanmistir.
Karisimlara cDNA ornekleri ayn1 miktarlarda olacak sekilde eklendikten sonra cihazin

PCR analiz baglatilmistir.

Bu analiz kapsaminda B-Aktin geni house keeping gen olarak kullanilarak VEGF ve

PDGF genlerinin ekspresyonlar1 incelenmistir.

3.4. U¢ Boyutlu Hiperglisemi ve Fotostimiilasyon Cahsmalar
Sunulan tez ¢alismasinin 3-boyutlu ¢alismalarinda kullanilan PCL / kitosan-jelatin doku
iskelelerinin iiretim kosullarimin belirlenmesi, karakterizasyon calismalar1 ve hiicre

kiiltiirlinde kullanilan parametrelerin optimizasyonu Hacettepe Universitesi Doku

Miihendisligi grubu tarafindan yapilan ¢alismalarca tamamlanmistir.
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Doku iskelelerinin {iretimi, sonrasinda bu iskeleler iizerinde yapilan hiperglisemi ve
fotostimiilasyon uygulamast ile ilgili ger¢eklestirilen analizler, yontemler bu bolimde yer

almaktadir.

3.4.1. Doku iskelelerinin Uretimi

Tez galismas1 kapsaminda iki katmanli doku iskelelerinin epidermisi temsil eden PCL
katmani elektroegirme yontemi ile, dermisi temsil eden Kitosan-jelatin katmani ise

dondurarak kurutma yontemi ile iiretilmistir.
3.4.1.1. PCL Doku iskelelerinin Uretilmesi

Iki katmanl doku iskelesinin ilk katmani, elektroegirme teknigi ile cildin epidermal

tabakasini taklit eden bir yap1 olusturulmustur.

Bu katmanin hazirlanmasi i¢in PCL peletleri kiitlece %12 oraninda olacak sekilde HFIP
(1,1,1,3,3,3-hekzafloro-2-propanol) ile ¢6ziindiiriilerek 5 mL'lik bir ¢ozelti hazirlanmistir

ve 1 giin boyunca karigmaya birakilmaistir.

Daha sonra bu ¢ozelti, belirli parametreler dikkate alinarak elektroegirme yontemi ile
nanofibréz membranlara doniistiiriilme asamasina gecilmistir. Calismada kullanilan
elektroegirme parametreleri akis hiz1 1,8 mL/sa ve voltaji 16 kV, siringa ucu ile toplayici
arasindaki mesafe de 15 cm olacak sekilde ayarlanmistir. Daha sonra elektroegirme islemi
icin hazirlanan PCL ¢ozeltisi 5 ml’lik bir siringaya alinarak siringa pompasina
yerlestirilmistir. Yaklasik 3 saat boyunca belirlenen parametrelerde egirme islemi
yapilarak elde edilen fiberler metal levha iizerine yerlestirilmis aliiminyum folyoda
toplanmistir. Islem sonunda aliiminyum folyoya toplanan fiberler 12 mm c¢apinda

dikkatlice kesilmistir.
3.4.1.2. iki Katmanh PCL / Kitosan-jelatin Doku Iskelesinin Uretimi

Iskelelerin iki katmanli hale getirilmesi i¢in daha 6nce hazirlanmis olan PCL katmanina,
cildin dermis tabakasini taklit edecek olan kitosan-jelatin tabakasinin hazirlanmasi ve
katmanlarin birbirine entegrasyonu saglanmistir.  Doku iskelesinin kitosan-jelatin
katmaninin tretimi daha Once grubumuzda gergeklestirilen bir calismada belirlenen

parametreler temel alinarak gergeklestirilmistir [117].

Oncelikle daha dnce elektroegirme ydntemiyle iiretilmis ve 12 mm c¢apinda kesilmis olan
PCL tabakalar1 aliiminyum folyolu tarafi kuyucuklarin tabanina bakacak sekilde 24 gozlii

kiiltiir kaplarma yerlestirilmistir.
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Daha sonra kitosan ¢ozeltisi %2 (w/v) 0,2 M asetik asit ¢dzeltisi i¢erisinde 1 giin boyunca
manyetik karistiricida karistirilarak elde edilmistir. Ayni zamanda %2 (w/v) jelatin
¢ozeltisi de 50°C’de distile su igerisinde ¢oziindiiriilmistiir ve manyetik karistiricida 1
giin bekletilerek elde edilmistir. Her iki ¢ozelti de 1 giin sonrasinda elde edildikten sonra
hacimce 3:1 (kitosan:jelatin) olacak sekilde birlestirilmistir ve 3 saat boyunca manyetik

karistiricida karigmasi saglanmastir.

3 saat sonunda hazirlanmis olan kitosan-jelatin ¢ozeltisine %1 gluteraldehit (v/v) ¢ozeltisi
eklenerek capraz baglama islemi gerceklestirilmistir. Hemen sonrasinda ise 24 gozli
kiiltii kaplarinda bulunan PCL katmanlarinin iizerlerine 2 mL olacak sekilde enjektor
yardimi ile eklenmistir. Ardindan sirasiyla 4°C'de 1 giin boyunca, -20°C'de 1 giin ve ertesi
giin -80°C'de 1 giin boyunca bekletilmistir. Ertesi giiniinde ise iskeleler liyofilizatore

aliip 3 giin boyunca kurutulmustur.

Son olarak firetilen bu iskelelerin stabilize edilmesi amaciyla %96’lik (v/v) etanol
cozeltisinde 2 gece boyunca bekletilmistir. Daha sonra PBS igerisinde 2 giin ve distile su
icerisinde 1 giin bekletilerek iskelelerden yapiya katilmayan gluteraldehitin ve
safsizliklarin uzaklastirilmasi saglanmistir. Daha sonra iskeleler liyofilizatorde 1 giin

boyunca tekrar kurutulmustur.

3.4.2. Hiperglisemik Kosullarinin Belirlenmesi

3-boyutlu caligmalarda kullanilacak olan iki katmanli PCL/ kitosan-jelatin doku
iskelelerinin iiretimi tamamlandiktan sonra iskelelerde hiperglisemik kosullarin
belirlenmesi amaciyla calisma gerceklestirilmistir. Bu calismada oncelikle iskelelerin
kiiltirden once sterilizasyon iglemleri yapilmigtir. Sterilizasyon islemi igin iskeleler
oncelikle vakumlu etiiv igerisinde %70’lik etanolde 1 saat bekletilerek etanoliin
gozeneklerin igerisine niifuz etmesi saglanmistir. Daha sonra bu iskeleler etanol
igerisinden ¢ikarilmistir ve iizerinde kalan fazla etil alkoliin alinmasi igin steril PBS ile

yikama islemi yapilmistir.

Iskeleler, 24 gozlii kiiltiir kaplarma yerlestirilip PCL katmani 15 dk ve sonrasinda kitosan-
jelatin katmani1 30 dk boyunca UV altinda bekletilmistir. Ardindan sterilize olan doku
iskelelerinin kitosan-jelatin katmanina HDF hiicreleri 2x10° hiicre/iskele olacak sekilde
30 pL besiyeri (DMEM-LG) ile ekilmistir. Hiicrelerin iskele yiizeyine tutunmasi ve

iskelelerin kurumamasi: i¢in 30-40 dakikada bir 20 puL besiyeri kuyucuklara ilave
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edilmistir ve 3 saatin sonunda her bir géze 1,5 ml besiyeri eklenmistir ve 37°C’de inkiibe

edilmistir.

Ekimi takiben 3 giin sonrasinda iskelelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirilip diger
yiiziindeki PCL katmanma HS2 hiicreleri 2x10° hiicre/iskele olacak sekilde 30 pL
besiyeri (DMEM/F12) ile ekilmistir. Ekimden sonra saat bas1 20 pL besiyeri eklenmistir
ve 3 saatin sonunda daha once oranlar belirlenmis olan ko-kiiltiir besiyerleri 1,5 ml
olacak sekilde eklenerek 1 giin boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi giiniinde ise
hiperglisemik ortama gegilmistir. Kontrol grubu yalnizca DMEM/F12 : DMEM-LG (3:1)
ko-kiiltiir besiyeri ile ortami yenilenirken hiperglisemik gruplarin besiyerleri 125 mM ve
150 mM glikoz konsantrasyonunda ko-kiiltiir besiyeri hazirlanarak ortami yenilenmistir.
Hiperglisemik ortama gegildikten sonraki 1, 3 ve 7. giinlerde ise MTT testi yapilarak

iskele tlizerinde bulunan hiicrelerin proliferasyonlar1 incelenmistir.
3.4.2.1. Proliferasyon Analizi

Iskelelerde bulunan hiicrelerin proliferasyonun analiz edilmesi i¢in kiiltiiriin 1., 3. ve 7.
giinlerinde MTT analizi gerceklestirilmistir. Analizin gergeklestirilmesi asamasinda
oncelikle iskelelerin {izerindeki besiyeri uzaklastirilip iskelelerin PCL ve kitosan-jelatin
katmanlari steril pens yardimi ile birbirinden ayrilmistir. Ayr1 gozlere yerlestirilen iskele
katmanlar lizerine serumsuz besiyeri kullanilarak hazirlanan MTT ¢ozeltisi eklenmistir.
3 saat boyunca karanlikta 37°C’de inkiibe edildikten sonra iskeleler iizerindeki MTT
¢ozeltisi uzaklastirilarak 400 pL izopropil alkol ile formazan kristalleri ¢ozdiiriilmiistiir.

Daha sonra 96 gozlii kiiltiir kaplarina aktarilarak absorbans degerleri ol¢iilmiistiir.

3.4.3. Fotostimiilasyon Calismalari

Doku iskelelerinde fotostimiilasyon c¢alismalarinin gerceklestirilmesi icin Oncelikle
Boliim 3.4.2°de anlatildig1 sekilde sterilizasyon islemleri, hiicre ekimi ve hiperglisemi
kosullart uygulanmistir. Hiperglisemik ortama gegildikten 1 giin sonrasinda
fotostimiilasyon, yani 151k uygulamasina gegilmistir. Isik uygulamadan hemen oncesinde
iskelelerin iizerinde bulunan besiyerleri yeniden ayni gozlerde kullanilmak iizere
atilmadan ayr1 ayn tiiplere alinmistir. Ardindan %1 penisilin/streptomisin igeren PBS
33°C’de bekletilmistir ve kuyucuklara 500 pL olacak sekilde eklenmistir. PBS
icerisindeki iskelelere 7 dk boyunca 151k uygulanmistir ve her bir grubun daha 6nce

ayrilmis olan besiyeri yeniden gozlere eklenerek kiiltiiriin devamliligi saglanmistir. Bu
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prosediirii takip ederek giin asir1 olacak sekilde 151k uygulanmistir. Isik uygulamalari

devam ederken proliferasyon ve SEM analizleri gergeklestirilmistir.
3.4.3.1. SEM Analizi

Hiicrelerin iskele tizerindeki canlilig1, hiicre-hiicre etkilesimleri, hiperglisemik kosullarda
fotostimiilasyon = maruziyetinin  etkilerini incelemek amaciyla SEM analizi
gerceklestirilmistir. Bu dogrultuda iskeleler Boliim 3.4.2 ve Bolim 4.2.3’te anlatildigi
sekilde iskelelerin kiiltiir i¢in hazirlanmasi, her iki katmana hiicre ekimi ve aym
prosediirde 151k uygulamalar1 gerceklestirilmistir. Iskelelerin hiperglisemik ortama
alinmasindan sonraki 7. giinde ise hiicreler SEM analizi igin fikse edilmistir. Fiksasyon
icin iskelelerin iizerindeki besiyeri uzaklastirilarak PBS ile yikanmistir. Daha sonra
tizerlerine %2,5’1uk (v/v) gluteraldehit eklenerek 30 dk boyunca karanlik ortamda ve oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Fiksasyon isleminden sonra 6rnekler PBS igerisinde
4°C’de analiz giinline kadar bekletilmistir. Fikse edilen hiicrelere SEM analizi 6ncesinde
susuzlastirma islemi uygulanmistir. Bu amagcla hiicreler sirasiyla %30, %50, %70, %90
ve %100 (v/v) etanol ¢ozeltilerinde 2’ser dk bekletilmistir. Ardindan %100 HMDS
(Hekzametildisilazan) icerinde 5 dk bekletilmistir. HMDS uzaklastirildiktan sonra
ornekler ¢eker ocak igerisinde kurumaya birakilmistir. Kuruyan orneklere altinla

kaplama islemi yapilmistir ve SEM ile goriintiileri alinmastir.
3.4.3.2. Proliferasyon Analizi

Iskelelerde bulunan hiicrelerin proliferasyonun analiz edilmesi i¢in kiiltiiriin 1., 3., 5. ve
7. giinlerinde 151k uygulanan ve uygulanmayan gruplar icin MTT analizi
gergeklestirilmistir. MTT analizi Bolim 3.4.2.1°de anlatildig1 sekilde gergeklestirilmistir
ancak iskele katmanlar1 birbirinden ayrilmadan toplam hiicre canliligina bakilarak 6l¢iim

alinmustir.

3.4.4. istatistiksel Analiz

Tez caligmasinda, analiz sonuglar1 GraphPad Software Prism programi kullanilarak
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Farkli gruplar arasindaki istatistiksel
degerlendirmelerde one-way veya two-way ANOVA ve Tukey Pos Hoc testi
kullanilmigtir. Analizlerde p-degerinin 0.05’ten az oldugu sonuglar anlamli olarak kabul

edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu boliimde, tez calismasi kapsaminda gergeklestirilen deneysel ¢alismalarin sonuglari
verilmig olup bu sonuglar, literatiirde yer alan calismalar ile karsilastirmali olarak

yorumlanmustir.

Oncelikle ¢alismanin 2-boyutlu analizlerinde kullanilan HDF, HS2 ve HUVEC hiicreleri
ile hiperglisemik model olusturulmasi ve bununla ilgili olarak hiicre canlilik analizlerinin
sonuglar1 verilmis ve yorumlanmistir. Daha sonra olusturulan 2-boyutlu modellerde
fotostimiilasyon uygulamalarinin hiicre proliferasyonu, gog, tiibiil olusumu ve hiicre
morfolojisi tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Son olarak ise, 3-boyutlu modellerin
olusturulmasi igin iskelelerin iiretim yontemleri ve karakterizasyonu ile ilgili analiz
sonuclart verilmistir. Ardindan bu 3-boyutlu ortamda hiperglisemik kosullarin
belirlenmesi ve bu kosullardaki fotostimiilasyon c¢alismalarina dair analizler sonuglari

verilerek literatiirdeki bilgiler ile karsilastirilarak tartisilmigtir.

4.1. iki Boyutlu Hiperglisemi ve Fotostimiilasyon Calismalari
4.1.1. Hiperglisemi Kosullarinin Belirlenmesi

Caligmanin tiim asamalarinda saglikli sonuglar alinabilmesi igin hiperglisemik modelin
olusturulmasi ve bunun stabilizasyonun saglanmasi son derece 6nem arz etmektedir. Bu
nedenle, bu asamada HDF, HS2 ve HUVEC hiicreleri i¢in genis bir glukoz konsantrasyon
aralig1 belirlenerek calisilmistir. Farkli glukoz konsantrasyonlarinda hiicrelerde meydana
gelen degisiklikler asagida verildigi sekilde degerlendirilmistir.

4.1.1.1. Hiicrelerin Morfolojilerinin incelenmesi

HDF, HS2 ve HUVEC hiicrelerindeki morfolojik degisimler, normal (10 mM glukoz) ve
hiperglisemik (25, 50, 75, 100, 125 ve 150 mM glukoz) kosullarinda inkiibasyonun 24.,
48., ve 72. saatlerinde inverted mikroskop altinda incelenmis ve sonuglar her bir hiicre
i¢in asagida verilmistir. Ayrica 10 mM normal glukoz konsantrasyonu kontrol grubu

olarak degerlendirilmistir.
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HS?2 Hiicreleri
Hiicre morfolojilerine ait inverted mikroskop goriintiileri Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil

4.3’te verilmektedir.

Sekil 4.1. HS2 hiicrelerinin a) 10 mM (Kontrol), b) 25 mM, c¢) 50 mM, d) 75 mM, e) 100
mM, f) 125 mM ve g) 150 mM glikoz konsantrasyonundaki inkiibasyonunun 24.
saatindeki inverted mikroskop goriintiileri. Beyaz oklar yuvarlak morfolojideki hiicreleri

gostermektedir (Biiytitme: 10x).

Inkiibasyonun 24. saatinde hiicre morfolojisi kontrol grubu ile karsilastirildiginda, gruplar
arasinda belirgin bir farklilik olmamakla birlikte (Sekil 4.1. a-€); 125 ve 150 mM glukoz

konsantrasyonunun kullanildig: iki grupta, morfolojinin bozularak standart kaldirim tasi
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keratinosit goriintlisinden daha farkli yuvarlak morfolojide hiicrelerin oldugu

goriilmustiir (Sekil 4.1. f ve g).

200 um

Sekil 4.2. HS2 hiicrelerinin a) 10 mM (Kontrol), b) 25 mM, c) 50 mM, d) 75 mM, e) 100
mM, f) 125 mM ve g) 150 mM glikoz konsantrasyonundaki inkiibasyonunun 48.
saatindeki inverted mikroskop goriintiileri (Biiyiitme: 10x).

Inkiibasyonun 48. saatinde, hiicre yogunlugu 24. saate gore tiim glukoz
konsantrasyonlarinda artig gdstermistir. Hiicre yogunlugunun kontrol grubuna kiyasla 25,
50, 75 ve 100 mM konsantrasyonlarinda biraz daha fazla oldugu (Sekil 4.2. b-e); bununla
birlikte, 125 ve 150 mM glukoz konsantrasyonlarinda hiicre yogunlugunda bir miktar

azalma oldugu ve hiicre morfolojisinde de degisimler oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.2. f ve

9).
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Sekil 4.3. HS2 hiicrelerinin a) 10 mM (Kontrol), b) 25 mM, c) 50 mM, d) 75 mM, e) 100
mM, f) 125 mM ve g) 150 mM glikoz konsantrasyonundaki inkiibasyonunun 72.

saatindeki inverted mikroskop goriintiileri (Biiytitme: 10x).

Inkiibasyonun 72. saatinde, hiicre yogunlugunun 24 ve 48. saatler ile karsilastirildiginda
belirgin bir farklilik gostermemekle birlikte; hiicre morfolojisindeki degisim 150 mM

konsantrasyonda belirgin bir dejenerasyon olarak goriilmiistiir (Sekil 4.3. g).

Keratinositler epidermisin farkli katmanlarindan yer alan ve kaldirim tagi goriiniimli
yuvarlak hiicrelerdir [118]. Bu hiicreler, yara iyilesme siireglerinde reepitelizasyon, hiicre
go¢ii ve proliferasyonu, sitokin iiretimi gibi siire¢lerde etkin rol oynadigindan dolay1
iyilesme mekanizmasinin anlasilmasi ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi agisindan

in vitro modellerin olusturulmasinda da sikilikla tercih edilmektedirler [119, 120]

Keratinositler yara iyilesmesindeki reepitelizasyon siirecine proliferasyon ve go¢ 6zelligi

sayesinde Onemli bir rol oynamaktadir. Yara olusumundan sonra proliferasyona
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baslayarak yara bolgesini kaplamaktadir. EGF gibi ¢esitli biiyiime faktorlerinin salinimini
arttirarak kendi proliferasyonunu ve diger hiicrelerin proliferasyonunu uyararak iyilesme
stirecine katki saglamaktadir. Diyabetik yara ortami ise yiiksek glikoz seviyesi, ileri
glikasyon son fiiriinleri, reaktif oksijen tiirleri ve inflamatuar sitokinleri icermektedir
[121]. Yapilan caligmalarda yiiksek glikoz seviyeleri ve ileri glikasyon son iirlinleri
birbirine benzer sekilde keratinosit hiicrelerinin go¢ ve proliferasyon 6zellikleri olumsuz
etkilendigi belirtilmektedir. Ayni zamanda bozulan artan ROS iiretimi, bozulan
prooksidan ve antioksidan seviyeleri oksidatif strese neden olmaktadir. ROS seviyeleri
diyabete bagli olarak artmaktadir ve bu da keratinositlerin proliferasyonunu azaltmaktadir
[122]. Diyabette yaygin olarak goriilen hiperglisemik ortamin simiile edilmesi i¢in hiicre
kiiltiirlerinde glikoz kullanilmaktadir. Boylece laboratuvar ortaminda hiperglisemi ve

buna bagli gelisen hiicresel fonksiyon bozukluklar1 incelenebilmektedir.

Literatiirdeki benzer ¢alismalarda yiiksek glikoz seviyeleri olusturmak i¢in genellikle 25,
50, 75, 100 mM dozlar tercih edilmektedir. Buranasin ve ark. tarafindan diyabetli
hastalarin dis eti keratinosit ve fibroblastlar1 kullanilarak gerceklestirilen calismada
fibroblast hiicreleri i¢in 50 ve 75 mM seviyelerindeki glikozun hiicre canliligini azalttig

belirtilmistir [123].

Biz de ¢alismamizda keratinosit, fibroblast ve endotel hiicrelerini kullandigimiz in vitro
hiperglisemi modelinde 25, 50, 75, 100, 125 ve 150 mM seklinde genis bir konsantrasyon
aralig1 kullanarak hiicre morfolojisi ve proliferasyonunu inceledigimiz bir hiperglisemi
modeli olusturduk. Elde ettigimiz sonuglar, 125 ve 150 mM glukoz konsantrasyonlarinda
hiicre proliferasyonun azaldigin1 ve hiicre morfolojisinin bozulmaya bagladigini

gostermistir.

HDF Hiicreleri

Hiicre morfolojilerine ait inverted mikroskop goriintiileri Sekil 4.4., Sekil 4.5. ve Sekil

4.6°da verilmektedir.
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Sekil 4.4. HDF hiicrelerinin a) 10 mM (Kontrol), b) 25 mM, c) 50 mM, d) 75 mM, e) 100
mM, f) 125 mM ve g) 150 mM glikoz konsantrasyonundaki inkiibasyonunun 24.

saatindeki inverted mikroskop goriintiileri (Biiytitme: 10x).

Inkiibasyonun 24. saatinde hiicre morfolojisi kontrol grubu ile karsilastirldiginda, gruplar
arasinda belirgin bir farklilik olmamakla birlikte (Sekil 4.4. a-e); 125 ve 150 mM glukoz
konsantrasyonunun kullanildig1 iki grupta, morfolojinin bozularak standart fibroblast
goriintiisiinden daha farkli yuvarlak morfolojide hiicrelerin oldugu goriilmiistiir (Sekil

4.4. fveq).
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Sekil 4.5. HDF hiicrelerinin a) 10 mM (Kontrol), b) 25 mM, c¢) 50 mM, d) 75 mM, e) 100
mM, f) 125 mM ve g) 150 mM glikoz konsantrasyonundaki inkiibasyonunun 48.

saatindeki inverted mikroskop goriintiileri (Biiytitme: 10x).

Inkiibasyonun 48. saatinde hiicre morfolojisi kontrol grubu ile karsilastirldiginda, gruplar
arasinda belirgin bir farklilik olmamakla birlikte (Sekil 4.5. a-e); 125 ve 150 mM glukoz
konsantrasyonunun kullanildig1 iki grupta, morfolojinin bozularak standart fibroblast
goriintiisiinden daha farkli yuvarlak morfolojide hiicrelerin oldugu goriilmiistiir (Sekil

4.5.fveq).
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Sekil 4.6. HDF hiicrelerinin a) 10 mM (Kontrol), b) 25 mM, c¢) 50 mM, d) 75 mM, e) 100
mM, f) 125 mM ve g) 150 mM glikoz konsantrasyonundaki inkiibasyonunun 72.

saatindeki inverted mikroskop goriintiileri (Biiytitme: 10x).

Inkiibasyonun 72. saatinde hiicre morfolojisi kontrol grubu ile karsilastirildiginda, gruplar
arasinda belirgin bir farklilik olmamakla birlikte (Sekil 4.6. a-e); 125 ve 150 mM glukoz
konsantrasyonunun kullanildig1 iki grupta, morfolojinin bozularak standart fibroblast
goriintiisiinden daha farkli yuvarlak morfolojide hiicrelerin oldugu goriilmiistiir (Sekil
4.6.fveq).

Dermal fibroblastlar1 bag dokusunun temel hiicrelerindendir ve tipik olarak 1§ seklinde
bir morfolojiye sahiptir. Yara iyilesmesi silirecinde proliferasyon ve maturasyon
fazlarinda 6nemli bir role sahiptir [124]. Fibroblastlar yara olusumundan sonra yara
bolgesine go¢ edip ECM iiretimini ve diizenlenmesini baslatmaktadir. Ayrica PDGF,
VEGF gibi biiytime faktorlerinin salimi, keratinosit ve endotel gibi diger hiicrelerin

proliferasyonun tesvik etmektedir. Urettigi biiyiime faktorleri ile anjiyogenez siirecini
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desteklemektir. Dolayisiyla kronik yaralar icin yeni tedavi yOntemlerinin
gelistirilebilmesi icin fibroblastlarin iglevsel yonlerinin daha iyi anlagilmasi onemlidir.
Bu nedenle literatiirdeki in vitro ve in vivo yara tedavisi ¢aligmalarinda ECM iiretiminde,
fibroblast hiicreleri kullanilmaktadir [75, 79, 124]. Calismamizda fibroblast hiicreleri
kullanarak olusturdugumuz hiperglisemi modelinde elde etti§imiz sonuglara gére 125 ve
150 mM glikoz konsantrasyonlarinda hiicre proliferasyonunun azaldigi ve morfolojinin
bozulmaya basladigi goriilmiistiir.

HUVEC Hiicreleri

Hiicre morfolojilerine ait inverted mikroskop goriintiileri, Sekil 4.7., Sekil 4.8. ve Sekil
4.9.”da verilmektedir.

Sekil 4.7. HUVEC hiicrelerinin a) 10 mM (Kontrol), b) 25 mM, ¢) 50 mM, d) 75 mM, e)
100 mM, f) 125 mM ve g) 150 mM glikoz konsantrasyonundaki inkiibasyonunun 24.
saatindeki inverted mikroskop gériintiileri (Biiytitme: 10x).

57



Inkiibasyonun 24. saatinde hiicre morfolojisi kontrol grubu ile karsilastirildiginda, gruplar
arasinda belirgin bir farklilik olmamakla birlikte (Sekil 4.7. a-e); 125 ve 150 mM glukoz
konsantrasyonunun kullanildigi iki grupta, morfolojinin bozularak standart morfolojiden
farkli yuvarlak morfolojide dejenere hiicrelerin oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.7. Sekil 4.7f
ve g). Ancak 150 mM konsantrasyonunda, HUVEC hiicrelerindeki dejenerasyonun HS2
(Sekil 4.1., Sekil 4.2., Sekil 4.3.) ve HDF (Sekil 4.4., Sekil 4.5., Sekil 4.6.) hiicrelerinden
daha belirgin oldugu gériilmiistiir. inkiibasyonun 48 ve 72. saatlerinde de 24. saate benzer
bir morfoloji goriilmiis ayn1 zamanda hiicre sayisinin artmasiyla birlikte olusan fiziksel
stresin etkisiyle 100 mM ve 125 mM konsantrasyonlarda da dejenere morfoloji goriilmiis
olup; bu durum dogrudan hiperglisemik durumun yarattigt bir sonug¢ seklinde

yorumlanmamustir.

Sekil 4.8. HUVEC hiicrelerinin a) 10 mM (Kontrol), b) 25 mM, ¢) 50 mM, d) 75 mM, e)
100 mM, f) 125 mM ve g) 150 mM glikoz konsantrasyonundaki inkiibasyonunun 48.

saatindeki inverted mikroskop goriintiileri (Biiytitme: 10x).
58



Sekil 4.9. HUVEC hiicrelerinin a) 10 mM (Kontrol), b) 25 mM, ¢) 50 mM, d) 75 mM, e)
100 mM, f) 125 mM ve g) 150 mM glikoz konsantrasyonundaki inkiibasyonunun 72.

saatindeki inverted mikroskop goriintiileri (Biiytitme: 10x).

Insan Gobek Kordonu Veni Endotel Hiicreleri (HUVEC) insan gdbek kordonundaki
venin i¢ ylizeyini olusturan kaldirim tasi morfolojisine sahip hiicrelerdir [125]. Bu
hiicreler literatiirde genellikle damar onarimi ve anjiyogenez siireclerinin arastiriimasi
amactyla model olarak tercih edilmektedir [126]. Yara iyilesme siirecinde rol oynayan
temel hiicreler fibroblast, keratinosit ve endotel hiicreleridir. Iyilesme asamasindaki en
kritik siireclerden biri anjiyogenezdir ve vaskiiler endotel hiicrelerinin proliferasyonu,
g0o¢ii ve dallanmasi bu siireg i¢in olduk¢a 6nemlidir [127].

Yiiksek glikoz seviyeleri endotel hiicrelerinde oksidatif strese, NO (Nitrik oksit)
iiretiminin azalmasina, inflamasyon artigina, ileri glikasyon son {iriinlerinin artisina, DNA

hasarmma ve apoptoz artisina neden olmaktadir. Buna baglh olarak yiiksek glikoz
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seviyelerinde hiicrelerin proliferasyonunda azalma, hiicresel islev bozuklugu ve
morfolojik bozulmalar meydana gelmektedir [128].

Yu ve ark. tarafindan HUVEC hiicreleri iizerinde gergeklestirilen bir ¢alismada 11, 30,
60 ve 120 mM yiiksek glikoz konsantrasyonlarinda kiiltiirlenmis olup 60 ve 120 mM’da
hiicre morfolojilerinin kaldirim tasi seklinden ig benzeri sekle dogru degisime ugradigi
belirtilmistir [129].

4.1.1.2. Proliferasyon Analizi

Yiiksek glikoz seviyelerinin keratinosit, fibroblast ve endotel hiicrelerinin
proliferasyonun azaldig: literatiirde geceklestirilen c¢alismalarda belirtilmektedir [130-
132]. Bu dogrultuda HS2, HDF ve HUVEC hiicrelerinin yiiksek glikoz seviyelerindeki
hiicre proliferasyonu analiz  edilmistir. Glikoz konsantrasyonlarinin  hiicre
proliferasyonuna etkisinin karsilastirmali olarak incelenmesi igin 24, 48 ve 72. saatlerde

MTT testi gerceklestirilmistir. HS2 hiicrelerine ait MTT analizi sonuglari

Sekil 4.10°da, HDF hiicrelerine ait sonuglar Sekil 4.11°de ve HUVEC hiicrelerine ait

sonuglar ise Sekil 4.12’de verilmistir.

HS?2 Hiicreleri
HS2 MTT Analizi
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Sekil 4.10. HS2 hiicrelerinin farkli glikoz konsantrasyonlarindaki inkiibasyonunun 24, 48
ve 72. saatlerine ait MTT analizi sonuglart (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
****p<0.0001, n=6).
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HS2 hiicrelerinin hiperglisemik konsantrasyonlarinda kiiltiiriiniin 24. saatinde hiicre
proliferasyonu 48 ve 72. saatlere kiyasla daha diisiiktiir. Tiim gruplarin proliferasyonu

kiiltiirtin 72. saatinde en yiiksektir.

Kiiltiiriin 24. saatinde 25, 50, 75 ve 100 mM konsantrasyonlarinda proliferasyon kontrol
grubuna gore artig gdstermistir. Bu artig 50 mM glikoz konsantrasyonunda ise istatistiksel
olarak anlamlidir (*p<0.05). Ayrica 125 ve 150 mM konsantrasyonlarinda proliferasyon

kontrole gore azalmistir ve 150 mM’da bu azalma istatistiksel olarak anlamlidir.

Kiiltiiriin 48. saatinde tiim gruplarda proliferasyon 24. saate gore artis gostermistir.
Kontrol grubuna gore 25, 50, 75, 100 ve 125 mM glikoz konsantrasyonlarinda
proliferasyon istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir. 150 mM konsantrasyonunda

ise hiicre proliferasyonunda anlamli derece azalma goriilmistiir (**p<0.01).

Son olarak kiiltiirlin 72. saatinde tiim konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonu 24. saate
gore artis gostermistir. Genel anlamda hiperglisemik konsantrasyonlarinda hiicre
proliferasyonu kontrole gore daha diisiik olmakla beraber 100, 125 ve 150 mM’daki diisiis
istatistiksel olarak anlamlidir. Tiim kiiltiir siiresince en diisiik hiicre proliferasyonun
goriildiigii konsantrasyonun 150 mM oldugu gorilmiistiir. Gergeklestirilen MTT testi
sonuclarinin  Bolim 4.1.1.1’de gosterilen hiicre morfolojileri ile uyumlu oldugu

gorilmiistiir.

Yapilan calismalarda keratinosit ve fibroblastlarin hiperglisemik kosullara maruz
kalmanin hiicre proliferasyonunda azalma ve morfolojisinde bozulmalarin goriildiigii
belirtilmektedir [123, 133]. Kruse ve ark. tarafindan keratinosit ve fibroblast hiicreleri
kullanilarak gergeklestirilen ¢alismada hiperglisemi modeli olusturmak icin 10, 23, 26,
50 ve 100 mM glikoz konsantrasyonlar1 uygulanmigtir. Hiicre canlilifinin 26 mM glikoz
konsantrasyonunun altindaki dozlarda etkilenmedigi ancak daha istiindeki dozlarda
azaldig1 gorlilmiistiir. Ayrica keratinositlerin fibroblastlara gore yliksek glikozu daha iyi

tolere ettigi bildirilmistir [134].
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HDF Hiicreleri
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Sekil 4.11. HDF hiicrelerinin farkli glikoz konsantrasyonlarindaki inkiibasyonunun 24,
48 ve 72. saatlerine ait MTT analizi sonuglar1 (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
****p<0.0001, n=6).

Kiiltiiriin 24. saatinde tiim glikoz konsantrasyonlar1 i¢in HDF hiicrelerinin proliferasyonu,
en yiiksek seviyededir. Kontrol grubuna goére 125 mM (***p<0.001) ve 150 mM
(****p<0.0001) konsantrasyonlarinda hiicre proliferasyonu istatistiksel olarak anlamli

diizeyde azalmistir.

Kiiltiiriin 48. saatinde 25, 50, 75, 100 ve 125 mM konsantrasyonlarinda kontrole gore
artis gOriilmiistiir ancak istatistiksel olarak anlamli degildir. Ancak 150 mM
konsantrasyonunda hiicre proliferasyonu kontrole gore istatistiksel olarak anlamli

derecede (****p<0.0001) azalmustir.

Kiiltiiriin 72. saatinde ise kontrol grubuna gore tiim glikoz konsantrasyonlarinda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde (****p<0.0001) proliferasyon azalmistir ancak 150
mM’da hiicre canlilig1 en diisiik seviyededir. Hiicre proliferasyonu sonugclari ile Boltim
4.1.1.1°de gosterilen hiicre morfolojisi arasindaki iligkinin ise uyumlu oldugu

goriilmiistiir.

Aldoss ve ark. tarafindan gerceklestirilen c¢alismada insan periodontal ligament
fibroblastlar1 kullanilarak 5,5 mM, 25 mM ve 50 mM glikoz konsantrasyonlar: ile
hiperglisemi modeli olusturulmustur. Bu modelde 50 mM konsantrasyonunun hiicre

cogalmasi ve gogiinii azalttigi bildirilmistir [135]. Kido ve ark. tarafindan sican primer
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diseti fibroblastlar1 kullanilarak gergeklestirilen ¢alismada 100 mM glikoz
konsantrasyonunda Onemli Olglide sitotoksik etki gosterdigi ve inkiibasyon sonrasi

canliligin olmadigi gortlmistiir [136].

HUVEC Hiicreleri
HUVEC MTT Analizi
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Sekil 4.12. HUVEC hiicrelerinin farkli glikoz konsantrasyonlarindaki inkiibasyonunun
24,48 ve 72. saatlerine ait MTT analizi sonuglar1 (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,
****p<0.0001, n=6).

Kiiltiiriin 24. saatinde hiicre proliferasyonu tiim konsantrasyonlarda en diisiik seviyededir.
Kontrol grubuna gore 25, 50 ve 75 mM konsantrasyonlarinda artis gostermistir. Ancak
100 mM (*p<0.05), 125 mM (**p<0.01) ve 150 mM’da (****p<0.0001) istatistiksel
olarak anlaml diizeyde azalmistir. Proliferasyonun en diisiik oldugu seviye ise 150 mM

konsantrasyonundadir.

Kiltiirtin  48. saatinde kontrol grubuna gore tiim glikoz konsantrasyonlarinda
proliferasyon istatistiksel olarak anlamli diizeyde (****p<0.0001) azalmistir. Ayrica 25,
50, 75, 100 ve 125 mM’da proliferasyon degerleri birbirine yakin seviyelerdeyken 150

mM’da ise en diisiik seviyede oldugu goriilmiistiir.

Kiiltiiriin 72. saatinde ise hiicre proliferasyonu 24. saate gore daha yiiksek seviyelerdedir.
Hiicre proliferasyonu kontrol grubuna gore tiim glikoz konsantrasyonlarinda anlamli
olarak (****p<0.0001) azalmigtir ve en disik canlilik seviyesi 150 mM
konsantrasyonundadir. Hiicre proliferasyonu sonuglar1 ile Boliim 4.1.1.1°de gosterilen

hiicre morfolojilerinin benzer dogrultuda oldugu goriilmiistiir.
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Literatiirdeki ¢alismalara bakildiginda ise Liu ve ark. tarafindan HUVEC hiicreleri
kontrol olarak 25 mM ve yiiksek glikoz olarak 50 mM konsantrasyonlar: ile analiz
gergeklestirilmistir. Yiiksek glikozun, HUVEC hiicrelerinde canliligi, anjiyogenezi ve
gocli azalttigi, inflamasyon ve senesenste ise artisa sebep oldugu bildirilmistir [137].
Chen ve ark tarafindan gergeklestirilen bir ¢calismada da HUVEC hiicrelerinde aralikli
hiperglisemik dozlarin uygulanmasi hiicre ¢ogalmasini azalttigi ve apoptozu artirdigi

bildirilmistir [138].

Calismamizda keratinosit, fibroblast ve endotel hiicreleri iizerinde gergeklestirdigimiz
MTT analizi sonuglarina ve hiicre morfolojilerine gore yliksek glikoz seviyelerine bagh
olarak hiicre proliferasyonunun en diisiik oldugu ve morfolojilerinin en ¢ok bozuldugu
konsantrasyonlarin 125 ve 150 mM oldugu goriilmiistiir. Bu veriler 1s18inda

fotostimiilasyon ¢alismalarina bu iki konsantrasyon kullanilarak devam edilmistir.

4.1.2. Fotostimiilasyon Calismalari

Tez ¢aligmasinin bu béliimiinde HDF, HS2 ve HUVEC hiicrelerinin hiperglisemik
ortamlarda inkiibasyonu ile olusturulan 2-boyutlu modelde fotostimiilasyon uygulamalari
gerceklestirilmis olup; fotostimiilasyonun hiicre proliferasyonu, morfolojisi, go¢ ve tiibiil
olusumu gibi aktiviteleri lizerindeki etkileri incelenmistir. Boliim 4.1.1°de elde ettigimiz
sonuglar dogrultusunda bu agamada hiperglisemik ortam olarak 125 ve 150 mM glukoz
konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Hiicreler konfluensiye ulastiktan sonra hiperglisemik
ortama ge¢ilmis ve giin asir1 olacak sekilde 7 giin boyunca, 20 cm mesafeden 3 dk stireyle

fotostimiilasyon uygulanmaistir.
4.1.2.1. Hiicre Proliferasyonunun Analizi

Fotostimiilasyon uygulanan ve hiperglisemik kosullardaki HDF ve HS2 hiicrelerinde

gerceklestirilen MTT analizinin sonuglar1 Sekil 4.13’te ve Sekil 4.14°te verilmektedir.
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HS2 2B-Fotostimiillasyon MTT Analizi
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Sekil 4.13. 2-boyutlu hiperglisemik modellerde fotostimiilasyonun HS2 hiicrelerine ait
MTT analizi grafigi (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, n=3).

Fotostimiilasyon uygulanan ve uygulanmayan gruplar “(+) ve (-)” olarak belirtilmektedir.

Keratinosit hiicrelerinde, kiltiiriin 1. ve 3. giiniinde fotostimiilasyon uygulamasi
yapilmayan gruplarda kontrole gore anlamli bir fark bulunmamaktadir. Kiiltiiriin 5.
giintinde 1se 125 mM ve 150 mM glikoz konsantrasyonlarindaki gruplarda kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli bir azalma (****p<0.0001) goriilmektedir. 7. glinde ise 150

mM konsantrasyonunda kontrole gore anlamli azalma (**p<0.01) goriilmektedir.

Fotostimiilasyon uygulamasi yapilan gruplarda 1. ve 3. giinde kontrole gére anlamli bir
fark bulunmamaktadir. 5.glinde (***p<0.001) ve 7. giinde (****p<0.0001) 150 mM

konsantrasyonlarinda kontrole gore anlamli bir azalma goriilmektedir.

Kiiltiiriin 5. giinde fotostimiilasyon uygulanan 125 mM konsantrasyonundaki grupta ise
canlilik fotostimiilasyon uygulanmayan gruba gore daha yiliksek cikmistir. Yapilan
analize gore hiicrelerin, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda hiperglisemik

konsantrasyonlarda zarar gordiigli goriilmektedir.

Fibroblast hiicrelerinde yapilan MTT analizinde ise kontrol olarak DMEM-LG grubu
belirlenmistir. HDF hiicreleri i¢in uygun besiyeri olarak DMEM-LG ve DMEM-HG
kullanilmaktadir. Dolayisiyla iki besiyeri de analize dahil edilerek her ikisinin de
proliferatif etkisi incelenmistir. DMEM-LG grubunun kontrol olarak tercih edilmesinin

sebebi ise icerigindeki glikoz seviyesinin daha diisiik olmasidir.
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HDF 2B-Fotostimiilasyon MTT Analizi
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Sekil 4.14. 2-boyutlu hiperglisemik modellerde fotostimiilasyonun HDF hiicrelerine ait
MTT analizi grafigi (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, n=3).

Fotostimiilasyon uygulanan ve uygulanmayan gruplar “(+) ve (-)” olarak belirtilmektedir.

Kiiltiirtin 1. giintinde 151k uygulanmayan grupta hiicre proliferasyonu kontrol grubuna
gore DMEM-HG grubunda artig goriilmiistiir. Ancak 150 mM konsantrasyonunda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde diismistiir (*p<0.05). Isik uygulanan grupta ise
glikoz konsantrasyonlar1 arasinda belirgin bir fark olmamakla beraber kontrol grubuna
gbre artis gostermistir. Ayrica 125 mM (*p<0.01) ve 150 mM (*¥p<0.001)
konsantrasyonunda 151k uygulanan grupta proliferasyon, 151k uygulanmayan gruba gore

anlaml derecede yiiksek ¢ikmustir.

Kiiltiiriin 3. giiniinde 151k uygulanmayan grupta kontrole gore proliferasyon 125 ve 150
mM konsantrasyonda istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir. Ancak 151k
uygulanan grupta proliferasyonda anlamli bir azalma goriilmemistir. Ayrica 125 mM’da
151k uygulanan gruptaki proliferasyon, 151k uygulanmayan gruba gore anlamli derecede

yiiksek ¢ikmustir (¥p<0.01).

Kiiltiirlin 5. giiniinde 151k uygulanmayan gruptaki proliferasyon degeri kontrole gore tiim
konsantrasyonlarda anlamli olarak diismiistiir (****p<0.0001). Isik uygulanan grupta ise
kontrol grubuna gére DMEM-LG (*p<0.05), 125 mM (****p<0.0001) ve 150 mM
(****p<0.0001) gruplar1 anlaml olarak azalmistir. Ayrica 125 mM’da 151k uygulanan
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gruptaki proliferasyon, 151k uygulanmayan gruba gore anlamli derecede yiiksek ¢cikmigtir
(**¥p<0.001).

Son olarak kiiltliriin 7. giinlinde proliferasyon, kontrol grubuna gére DMEM-LG
(**p<0.01), 125 ve 150 mM (****p<0.0001) gruplar1 anlamli olarak azalmistir. Isik
uygulanan grupta da benzer sekilde kontrol grubuna gore tiim konsantrasyonlarda anlamli
(****p<0.0001) distis goriilmiistiir. Ayrica 150 mM’da 1s1tk uygulanan gruptaki
proliferasyon, 151k uygulanmayan gruba goére anlamli derecede yiiksek c¢ikmistir
(**p<0.001).

Literatiirde yapilan c¢esitli ¢aligmalar da wuygun parametrelerde uygulanan
fotostimiilasyonun, ¢esitli ¢aligmalarda uygun parametrelerde uygulandiginda
keratinosit, fibroblast ve endotel hiicrelerinde proliferasyonu arttirabildigi
bildirilmektedir [139-141]. Goéralczyk ve ark. endotel hiicreleri tizerinde farkli enerji
dozlarinda fotostimiilasyon uygulamasi gerceklestirmistir ve hiicre ¢ogalmasinda
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu ifade edilmistir [142]. Oyebode ve Houreld
tarafindan gerceklestirilen bir ¢calismada fotostimiilasyonun fibroblastlar ile olusturulan
diyabetik yara modellerinde hiicre proliferasyonunu artirdigi bildirilmektedir [106].
Mathioudaki ve ark. tarafindan keratinosit hiicreleri kullanilarak gergeklestirilen
calismada da farkl gii¢ ve enerji oranlarindaki diyot lazer ile 151k uygulamasinin hiicre
proliferasyonunu  destekledigi  goriilmiistiir [143]. Gergeklestirdigimiz ¢alisma
kapsaminda fotostimiilasyonun HS2 hiicreleri iizerinde kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde,
ozellikle 125 mM glikoz konsantrasyonunda proliferasyonu destekledigi goriilmiistiir.
HDF hiicrelerinde fotostimiilasyonun proliferatif etkisi kiiltliriin ilk glinlerinde
goriilmeye baglamistir ve 125 mM konsantrasyonunda 1s18in hiicre ¢ogalmasini kontrol

grubuna gore anlamli derecede artirdig1 goriilmiistiir.
4.1.2.2. immiinofloresan Boyama

Tez kapsaminda fotostimiilasyonun, hiperglisemik ortamlarda kiiltiirlenmis HS2 ve HDF
hiicrelerinin aktin filamenteleri tizerindeki etkilerinin incelenmesi amaciyla kiiltiirtin 7.
giiniinde ait F-aktin/DAPI boyamalari gerceklestirilmistir. Bu agsamada analizin 7. giinde
yapilmasinin nedeni, in vitro ortamda filament olusumu igin bu siirenin gerekli olmasidir.
HDF (Sekil 4.15°te ve Sekil 4.16’da) ve HS2 (Sekil 4.17°de) hiicrelerine ait floresan

mikroskop goriintiileri asagida verilmistir.
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DMEM-HG (+)

Sekil 4.15. HDF hiicrelerine ait immiinofloresan boyama goériintiileri. Isik uygulanan
gruplar DMEM-LG (+), DMEM-HG (+) ve 151k uygulanmayan gruplar sirasiyla DMEM-
LG (-), DMEM-LG (-) olarak ifade edilmistir (Biiyiitme: 20x).

Dermal fibroblastlarin 7. giindeki F-aktin/DAPI boyamalar1 incelendiginde 151k
uygulanan DMEM-LG grubunun daha yogun bir iskelet boyamasi gostermektedir. Aktin
filamentleri ise fibroblast morfolojisine benzer yapida oldugu goriilmistiir. Benzer
sekilde DMEM-HG grubuna ait goriintillerde de aktin filamenti yapisinin 151k

fotostimiilasyon uygulanan grupta daha yogun dagilim gosterdigi goriilmiistiir.

Yiiksek glikoz konsantrasyonlarinda (125 ve 150 mM) inkiibe edilen HDF hiicrelerinin
morfolojileri incelendiginde fotostimiilasyon uygulanan ve uygulanmayan gruplar
arasinda belirgin bir fark goriilmemistir. Ancak kontrol grubu (DMEM-LG) ve DMEM-
HG grubuna gore aktin filamentlerinin yogunlugunun azaldigi goriilmiistiir. Ayrica
hiperglisemik kosullarda hiicreler sahip olmasi gereken fibroblastik yapiy1 kaybederek

poligonal bir morfoloji sergilemistir ve bu yapi 151k varliginda degisim gostermemistir.

68



125mM ()

150 mM (+) 150 mM (-) 125mM (+)

Sekil 4.16. HDF hiicrelerine ait immiinofloresan boyama goriintiileri. Isik uygulanan
gruplar 125 mM (+), 150 mM (+) ve 151k uygulanmayan gruplar sirasiyla 125 mM (-),
150 mM (-) olarak ifade edilmistir (Biiylitme: 20x).

Keratinosit hiicrelerinin yliksek glikoz kosullarindaki kiiltiiriiniin 7. giiniine ait morfoloji
goriintiileri incelendiginde tiim konsantrasyonlarda floresan yogunlugunun c¢ok daha
belirgin oldugu goriilmistir. Kontrol grubuna ait aktin filamenti yogunlugunun
fotostimiilasyon uygulandiginda artis gosterdigi goriilmiistiir. Ancak 125 ve 150 mM
konsantrasyonlarinda gruplarda fotostimiilasyon uygulanmasinin aktin filamenti tizerinde
belirgin bir etkisi goriilmemistir. Ayrica tiim gruplarda aktin filamentleri, keratinositlere

ait poligonal morfolojisini gdstermistir.
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Sekil 4.17. HS2 hiicrelerine ait immiinofloresan boyama goriintiileri. Isik uygulanan

gruplar Kontrol (+), 125 mM (+), 150 mM (+) ve 151k uygulanmayan gruplar sirasiyla

Kontrol (-), 125 mM (-), 150 mM (-) olarak ifade edilmistir (Biyiitme: 20x).

Yara iyilesmesinde hiicrelerin yara bolgesine dogru hareket etmesi gerekmektedir. Hiicre

iskeleti ise bu siireci yapisinda bulunan g¢esitli ozellikteki filamentler araciligiyla

gerceklestirmektedir [144].
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Aktin filamentleri, hiicrede bir¢ok 6nemli fonksiyonu olan ve hiicre iskeletini olusturan
olan temel bilesenlerden biridir. Hiicre sitoplazmasinda 6zellikle hiicre zarinin
cevresinde bol miktarda bulunmaktadir. Aktin filamentleri hiicre tutunmasi, gogii,
boliinmesi, hiicre i¢i molekiil tasinimi ve hiicre seklinin korunmasi gibi birgok siirecte
kritik bir rol oynamaktadir. Ayrica hiicrelere fotostimiilasyon uygulanmasinin hiicre

morfolojisini ve iskelet yapisini degistirebilecegi bildirilmistir [144].

Monteiro ve ark. tarafindan yapilan bir caligmada, fotostimiilasyon uygulanan
hiicrelerdeki aktin filamentlerinin daha yogun sekilde boyandigini ve hiicre iskeletinin
daha iyi organize oldugu belirtilmektedir. Buna bagh olarak hiicre goclinii de

kolaylastirdig diistiniilmektedir [145].
4.1.2.3. immiinositokimyasal Boyama

Tez kapsaminda fotostimiilasyonun, hiperglisemik ortamlarda kiiltiirlenmis HDF
hiicrelerinin ECM elemanlarindan fibronektin ve kolajen yapisi iizerindeki etkisinin
incelenmesi amaciyla kiiltiriin 7. giiniinde ait fibronektin ve kolajen boyamalari
gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen analize ait floresan mikroskop goriintiileri Sekil 4.18

ve Sekil 4.19°da verilmektedir.
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Fibronektin DAPI

Merge

Kontrol (-)

Kontrol (+)

HG (+)

Sekil 4.18. HDF hiicrelerine ait fibronektin/DAPI boyamalarinin floresan mikroskop
gortintiileri. Isik uygulanan gruplar Kontrol (+), HG (+) ve 151k uygulanmayan gruplar

sirastyla Kontrol (-), HG (-) olarak ifade edilmistir (Biiytitme: 10x).

Dermal fibroblastlarin ~ kiiltiirin 7. giiniindeki immiinositokimya boyamalari
incelendiginde tiim kontrol ve hiperglisemi gruplari i¢in fibronektin ve kolajen varligi
goriilmusgtiir. Fibronektin ve kolajenin fotostimiilasyon uygulanan kontrol ve HG
gruplarinda ¢ok daha yogun sentezlendigi ve homojen dagilim gosterdigi goriilmiistiir.
Ayrica hipergliseminin ECM sentezi iizerinde olumsuz etkisi olmasina ragmen
fotostimiilasyonun bu kosullarda dahi ECM olusumu ve organizasyonunu destekledigini

gostermektedir.
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Kolajen DAPI Merge

Kontrol (-)

Kontrol (+)

HG (+) HG ()

Sekil 4.19. HDF hiicrelerine ait kolajen/DAPI boyamalarinin floresan mikroskop
goriintiileri. Isik uygulanan gruplar Kontrol (+), HG (+) ve 151k uygulanmayan gruplar
sirastyla Kontrol (-), HG (-) olarak ifade edilmistir (Biiyiitme: 10x).

Fibronektin ve kolajenin analiz edilmesinin en 6nemli nedeni bu iki proteinin hiicre dist
matriks yapisini olusturan temel bilesenler olmasi ve hiicrelerin tutunma, proliferasyon,
farklilagsma gibi siireglerde rol oynamalaridir [146]. Fibronektin, dokularin neredeyse
tamaminda bulunan ve hiicre yapisma etkilesimlerinde O6nemli bir roli olan
glikoproteindir [147]. Hiicrelerin hem birbirine hem de ECM’ye baglanmasinda rol
oynamaktadir. Kolajen, fibrin, integrin ve glikozaminoglikanlar gibi molekiillere
baglanma kapasitesine sahiptir. Fibronektin yara iyilesmesinin ilk evrelerinde fibrin ve
trombositlerle baglanarak pihtilasmaya katkida bulunmaktadir. Iyilesmenin ilerleyen
evrelerinde ise fibroblast ve endotel hiicreleri yara bolgesine go¢ eder ve graniilasyon
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dokusunun olusumunu destekleyen hiicresel fibronektin birikimini saglar [147]. Kolajen
hiicre ile ECM arasindaki yapismay1 ve sinyallesme siireclerinin diizenlenmesinde rol
alan ECM’nin temel bilesenidir [148]. Yara iyilesme asamasinda trombositlerin aktive
olmasini ve fibrin pihtis1 olusumunu desteklemektedir. Fibroblastlar ve diger hiicreler
yara bolgesine goc eder ve kolajen birikimini saglar. Bu sirada kolajenin bozunarak
biiyiime faktorlerinin sentezlenmesini tetikleyen pargalarin salinmasini saglamaktadir.
Boylece anjiyogenez Ve reepitelizasyon siireclerine katkida bulunmaktadir. Son olarak
kolajen yapilar1 yeniden organize edilerek yara dokusunun g¢ekme mukavemetinin

artmasini ve skar dokunun olgunlagmasini saglamaktadir [148].

Literattirdeki in vivo ve in vitro ¢alismalara bakildiginda fotostimiilasyonun kolajen ve
fibronektin ekspresyonunu destekledigi bilinmektedir [149-151]. Ayrica Ayuk ve ark.
tarafindan yapilan bir caligmada, insan fibroblast hiicreleri kullanilarak olusturulan
diyabetik yara modellerine fotostimiilasyon uygulandiginda kolajen sentezinin arttig1
goriilmistiir [152]. Keshri ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada ise siganlarda olusturulan
yara modellerinde fibronektin ekspresyonunun, fotostimiilasyon uygulanan gruplarda
arttig1 belirtilmistir [146].

4.1.2.4. Hiicre Gocii Analizi

Yapilan hiicre gocii analizlerinin HDF (Sekil 4.20°de ve Sekil 4.21°de) ve HS2 (Sekil

4.23’te ve Sekil 4.24°te) hiicrelerine ait goriintiileri asagida verilmektedir.

HDF Hiicreleri

Fibroblast hiicrelerine yapilan Scratch analizi goriintiileri incelendiginde kontrol
grubunda go¢ bolgesindeki kapanma oraninin hiperglisemi grubuna gore daha fazla

oldugu goriilmektedir.

Fotostimiilasyon uygulanmayan HDF hiicrelerinde 48 saat sonunda tamamen kapanma
gerceklesmemistir. Bununla beraber hiperglisemi grubundaki kapanma orani kontrol

grubunda gore oldukga az oldugu goriilmiistiir.
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Fotostimiilasyon (-)
24, Saat 48. Saat

Sekil 4.20. Fotostimiilasyon uygulamasi yapilmayan HDF hiicrelerine ait hiicre go¢liniin

0, 24 ve 48. saatlerine ait mikroskop goriintiileri (Biiyiitme: 10x).

Fotostimiilasyon uygulanan HDF hiicrelerine ait gorlintiiler incelendiginde ise
hiperglisemi grubundaki hiicre gociiniin kontrol grubu ile benzer oranlarda oldugu
goriilmektedir. Bu durumda fotostimiilasyon, hiperglisemik kosullardaki HDF’lerde

hiicre gociinii destekleyen bir etki gostermistir.

Fotostimiilasyon (+)
0. Saat 24. Saat

Kontrol

HG

Sekil 4.21. Fotostimiilasyon uygulamasi yapilan HDF hiicrelerine ait hiicre gogiiniin 0,

24 ve 48. saatlerine ait mikroskop goriintiileri (Biiyiitme: 10x).

Go6¢ alaninin Image J programi kullanilarak nicel verilere dontistiiriilmesi ile elde edilen
yiizde hiicre kapanmasi grafigi (Sekil 4.22) ile go¢ bolgesinin inverted mikroskop

goriintiileri uyumludur. Hiperglisemik kosullarda hiicrelerin kontrol grubuna gore gog
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kabiliyetleri azaldigi gortilmistiir. Diger yandan fotostimiilasyon uygulamasi ile
hiperglisemik kosullardaki hiicrelerin gogii desteklenmis ve kontrol grubu ile benzer bir

kapanma oranina ulasilmistir.

HDF Fotostimiilasyon (-) a HDF Fotostimiilasyon (+) b
100 - Kontrol 100 - Kontrol
S 80 = HG S 80 = HG
= 60 £ 60
= =
< 40 < 40
& &
o 20 © 20
0 T T T O T T T
0.sa 24.5a 48.sa 0.sa 24.sa 48.sa
Zaman (Saat) Zaman (Saat)

Sekil 4.22. Normal ve hiperglisemik kosullarda kiiltiirlenen HDF hiicrelerine ait yiizde
hiicre go¢ grafigi, a) fotostimiilasyon uygulanan, b) fotostimiilasyon uygulanmayan

hicreler.

HS?2 Hiicreleri

Keratinositlerde yapilan Scratch analizi goriintiileri (Sekil 4.23) incelendiginde
fotostimiilasyon uygulanmayan hiperglisemi grubunda hiicre gociiniin kontrol grubuna

gore ¢cok daha az oldugu goriilmektedir.

Yara bolgesi kontrol grubu hiicrelerinde 48 saatin sonunda tamamen kapanmistir ancak
hiperglisemi grubu hiicrelerinde kapanma ger¢eklesmemistir. Buna gore hiperglisemi,

keratinosit hiicrelerinde de hiicre go¢liniin azalmasina sebep olmaktadir.
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Fotostimiilasyon (-)

Kontrol

HG

24. Saat

48. Saat

Sekil 4.23. Fotostimiilasyon uygulamasi yapilmayan HS2 hiicrelerine ait hiicre gogiiniin

0, 24 ve 48. saatlerine ait mikroskop goriintiileri (Biiyiitme: 10x).

Fotostimiilasyon uygulanan hiicrelerin Sekil 4.24’te verilen inverted mikroskop

goriintiilerine bakildiginda ise 24. saatin sonunda kontrol grubunda gd¢ alaninin tamamen

kapandig: goriilmektedir. Ayrica hiperglisemi grubu hiicrelerinde de yara alani 24. saatin

sonunda biiylik Ol¢lide kapanmistir ve 48. saatin sonunda ise tamamen kapanma

gerceklesmistir. Dolayisiyla fotostimiilasyon uygulandiginda kontrol ve hiperglisemi

grubunda keratinositler benzer bir hiicre gogii sergilemistir.

Fotostimiilasyon (+)

Kontrol

HG

0. Saat

24. Saat 48. Saat

Sekil 4.24. Fotostimiilasyon uygulamasi yapilan HS2 hiicrelerine ait hiicre go¢iiniin 0, 24

ve 48. saatlerine ait mikroskop goriintiileri (Biiyiitme: 10x).
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Gog bolgesindeki inverted mikroskop goriintiilerine ek olarak Sekil 4.25°te verilen
grafiklerde, kontrol grubuna ait ylizde go¢ alaninin hiperlisemi grubuna gore istatistiksel
olarak anlami derecede yiliksek oldugu ve 48 saatin sonunda tamamen kapanma
gerceklestigi goriilmektedir. Hiperglisemi grubunda ise 48 saat sonunda yara bolgesi
yalnizca %56 oraninda kapanmistir. Fotostimiilasyon uygulandiginda ise kontrol ve
hiperglisemi gruplarinin her ikisi de 48 saat sonunda %100 oraninda kapanmistir. Buna
gore Sekil 4.25te verilen grafikler ile inverted mikroskop goriintiileri birbiriyle uyumlu

sonuclar vermistir.

HS2 Fotostimiilasyon (-) a HS2 Fotostimiilasyon (+) b
100 - wxx  —o= Kontrol 100 Hkkk - Kontrol
_ - HG —_ = HG
< 80 < 80
5 60 § 60
< 40 < 40
2 S
o 20 O 20
O T I I 0 T I 1
0.sa 24.5a 48.sa 0.sa 24.sa 48.sa
Zaman (Saat) Zaman (Saat)

Sekil 4.25. Normal ve hiperglisemik kosullarda kiiltiirlenen HS2 hiicrelerine ait yiizde
hiicre go¢ grafigi, a) fotostimiilasyon uygulanan, b) fotostimiilasyon uygulanmayan

hucreler.

Genel anlamda scratch analizine ait inverted mikroskop goriintiileri ve grafiklere
bakildiginda fotostimiilasyonun HDF ve HS2 hiicrelerinin yara bolgesine gogiinii
destekledigi ve dzellikle hiperglisemik kosullarda hiicrelerin gociinde belirgin bir artig
sagladig1 goriilmiistiir. Ancak fotostimiilasyon, HS2 hiicrelerinin go¢iinde daha etkin bir
rol oynamistir. Bu durumun keratinositlerin hizli proliferasyonu, migrasyon kapasitesi
veya fotostimiilasyona karsi duyarliliginin fibroblast hiicrelerine goére daha yliksek
olabileceginden, hiicrelerinin yapisal ve metabolik farkliliklarindan kaynaklandigi

diistiniilmektir.

In vitro modellerde yara olusturmak icin scratch ydntemi haricinde damgalama,
elektriksel, termo-mekanik ve optik yontemler de mevcuttur [75]. Ancak isinin diger
hiicreleri etkilemesi, erisimi zor cihazlarin kullanimi veya tekrarlanabilirligin diisiik
olmas1 gibi dezavantajlara sahip olmasi1 nedeniyle ¢alismamizda da oldugu gibi scratch

yontemi tercih edilmistir.
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Yara iyilesmesinde, fibroblastlarin ve Kkeratinositlerin yara bolgesine gocii ve
proliferasyonu oldukga kritiktir. Yara olusumundan sonraki saatlerde keratinositler gé¢
etmeye baslamaktadir ve 1-2 giin sonra proliferasyon gerceklesmektedir. Yaralanma
sonrasinda keratinositlerin ¢cogalmasini arttirmak i¢in biiyiime faktorleri salinmaktadir ve
keratinositlerdeki bu c¢ogalma siireci epitel kapanma gerceklestikten sonra da devam
etmektedir [122]. Ancak yiiksek glikoz seviyeleri ile karakterize olan diyabetik yaralarda
cizik analizi sonrasi keratinosit go¢ii ve ¢ogalmasi azalmaktadir [153]. Literatiirdeki
caligmalar bakildiginda Mathioudaki ve ark. tarafindan gergeklestirilen bir ¢aligmada
keratinosit hiicrelerinde bir ¢izik modeli olusturulmus ve bir diyot lazer sistemi ile 151k
uygulamasi yapilmistir. Isik uygulanan yara modellerinde hiicre gogiiniin arttigi ve
iyilesmeyi destekledigi bildirilmistir [143]. Oyebode ve Houreld tarafindan fibroblast
hiicreleri kullanilarak gergeklestirilen c¢alismada da diyabetik yara modellerinde

fotostimiilasyon uygulanmasinin hiicre gogiinii tesvik ettigi gorilmistiir [106].
4.1.2.5. Tiibiil Olusum Analizi

Tez caligmasinda normal ve hiperglisemik kosullarda kiiltiirlenen HUVEC hiicrelerinde
fotostimiilasyonun tiibiil olusumuna etkisi incelenmistir. Sekil 4.26’da HUVEC
hiicrelerinin 5 saat sonundaki tiibiil olusumunu gosteren inverted mikroskop goriintiileri

verilmektedir.

Kontrol HG

RRSTT : by | I
~ .! IS, Vi
- b
=
(=]
>
172}
<
—
=
E
Rl
n
=]
Al
=]
=

100 pm 100 pm
~~ &
+ >
N’
= |
=]
s
172}
<
—
=
Ef
A )
(=] v " S
e P N L ey
P10y el & S AnE00/um)

Sekil 4.26. Hiperglisemik ortam kosullarinda kiiltlirlenen ve fotostimiilasyon uygulanan

HUVEC hiicrelindeki tiibiil olusumu ait inverted mikroskop goriinttileri (Bar: 100 um).
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Hiperglisemik ortam kosullarinin HUVEC hiicrelerinde tiibiil olusumunu olumsuz
etkiledigi gortilmiistiir. Fotostimiilasyon uygulanmayan hiicrelere bakildiginda kontrol
grubunda tiibiil olusumunun gergeklestigi goriiliirken hiperglisemi grubu hiicrelerinde
tiibiil olusumu gézlenmemistir.

Fotostimiilasyon uygulanan hiicrelere bakildiginda ise kontrol grubunda belirgin sekilde
tiibiil olusumu gerceklesmistir. Ayrica hiperglisemi grubunda da tiibiil olusumunun
basladig1 goriilmektedir. Kontrol grubuna goére belirgin tiibiiller olusmasa da tiibiil
olusturma yetenegi fotostimiilasyon uygulanmayan hiperglisemik hiicrelere gére daha
fazladir. Bu sonuglara gore fotostimiilasyonun HUVEC hiicrelerinde hiperglisemik
kosullarda dahi anjiyogenez potansiyelini artirabildigi diigiiniilmektedir.

Tiibiil olusumu, in vitro calismalarda genellikle HUVEC (insan Gébek Kordonu Veni
Endotel Hiicreleri) kullanimi ile anjiyogenez siirecini taklit etmek {izere incelenen
biyolojik bir siirectir [154]. Anjiyogenez, kan damarlarindan yeni kan damarlarinin
olusum siirecini ifade etmektedir ve bu siire¢ fizyolojik ve patolojik kosullarda kritik bir
Ooneme sahiptir. Bu siireci modellemek ve anjiyogenez mekanizmasini anlamak amaciyla
HUVEC hiicreleri yaygin olarak kullanilmaktadir [154].

Tiibiil olusumu endotel hiicrelerinin proliferasyonu, gocii ve hiicre-hiicre baglantilari ile
kapiller formda yapilar olusturmasini igeren bir siiregtir. Yara iyilesmesinde tiibiil
olusumu siireci kritik bir 6dneme sahiptir. Clinkii yeni kan damarlarinin olusumu ile
oksijen ve besin ihtiyacini karsilayarak iyilesme siirecinin hizlanmasini saglamaktadir.
Diyabetik yaralarda genellikle anjiyogenez mekanizmasinda bozulmalar meydana
gelmektedir ve buna bagli olarak tiibiil olusumu ve yara iyilesmesi gecikmektedir.
Yiiksek glikoz seviyeleri endotel hiicrelerinde fonksiyonel bozukluk, apoptoz ve ayrilma
gibi olumsuz etkilere sebep olmaktadir. Bu durum endotel hiicrelerinin tiibiil olusturma
kapasitenin azalmasina ve yetersiz anjiyogeneze neden olmaktadir. Yetersiz anjiyogenez
ise diyabetik yara iyilesmesi ve vaskiiler komplikasyonlarin patolojik etkisinde kritik rol
oynamaktadir [155]. Bu nedenle diyabetik yara tedavisinde biiyiime faktorlerinin
kullanimi, hiicre terapileri ve fotostimiilasyon gibi tedavi yaklasimlar1 biiyliik 6nem
tasimaktadir.

Zhang ve ark. tarafindan HUVEC hiicrelerinde Matrijel tiibiil olusum analizi
gerceklestirilmis olup fotostimiilasyonun hiicre proliferasyonunu ve anjiyogenezi
destekledigi goriilmiistiir [156]. Fotostimiilasyonun anjiyogenez iizerindeki etkisinin
incelenmesi amaciyla Zhong ve ark. tarafindan gergeklestirilen bir baska bir ¢calismada

ise HUVEC ve MC3T3-E1 hiicreleri birlikte kiiltiirlenmistir. Tibiil olusum analizi
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sonrasinda ise birlikte kiiltiirlenen bu hiicrelerde fotostimiilasyonun anjiyogenezi artirdig1
bildirilmistir [157]. Dungel ve ark. tarafindan diyabetik fareler lizerinde gergeklestirilen
yara modellerinde farkli dalga boylarinda fotostimiilasyon uygulamasinin Yyara
kapanmasini ve anjiyogenezi artirmada etkili oldugu gosterilmistir [158]. Dolayisiyla
literatlirdeki bu ¢alismalarin sonuglari ile gerceklestirdigimiz analizlerin sonuglari birbiri

ile uyumludur.
4.1.2.6. Gen Ekspresyonu Analizi

Tez kapsaminda anjiyogenez ile ilgili yapilan ¢aligmalardan bir digeri anjiyogenezden
sorumlu VEGF ve PDGF genlerinin ekspresyon seviyelerinin analizi olmustur. Bu
amagla RT-PCR analizi gergeklestirilmistir.

Normal ve hiperglisemik kosullarda kiiltiirlenen HUVEC hiicrelerine fotostimiilasyon
uygulanmais olup kiiltiiriin 7. glinlinde RT-PCR analizi gergeklestirilmistir. Bu analize dair

sonuclar Sekil 4.27°de verilmektedir.

BK() BHG(-)
BK(+) BHG(+)

vvv
"

PR, S I
e

= VEGF PDGF

Sekil 4.27. Fotostimiilasyon varliginda normal ve hiperglisemik kosullardaki HUVEC

hiicrelerinin PDGF ve VEGF gen ekspresyonu seviyeleri.

Vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF) ekspresyonuna bakildiginda tiibiil olusum
analizi ile benzer sekilde hiperglisemik kosullarda VEGF ekspresyonunun azaldigi
belirlenmistir. Platelet kaynakli biiylime faktorii (PDGF) ekspresyonunda ise gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunamamuistir.

Anjiyogenez siirecinde VEGF, baglatici faktor olarak gorev almaktadir. Platelet kaynakli
bliytime faktorii (PDGF) ise anjiyogenez siirecinin ilerleyen asamalarinda yeni

damarlarin stabilizasyonu ve olgunlasmasi asamalarinda yer almaktadir [159].
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Dolayisiyla anjiyogenez siirecindeki biiylime faktorii genlerinin eksprese olma agamalari
g6z Oniinde bulunduruldugunda fotostimiilasyonun etkisinin incelenmesi i¢in daha uzun
stireli bir calismanin planlanmasi gerektigi diistiniilmiistiir.

Anjiyogenez siireci bir doku hasar1 sonrasinda mevcut endotel yapilari hasar nedeniyle
destabilizasyona ugramaktadir. Biiylime faktorleri, sitokin ve hiicreler arasin etkilesimler
endotel hiicrelerinin aktive olmasina destek olmaktadir. Anjiyogenezi baglatmak {izere
aktive olan endotel hiicreleri, trombosit, makrofaj ve fibroblastlar tarafindan vaskiiler
endotel biiytime faktori-A (VEGF-A), platelet kaynakli biiytime faktorii (PDGF) ve
doniistiiriicii bliylime faktorii-beta (TGF-b) gibi anjiyogenik sitokinlerin salinmasinda
gorev almaktadir. Boylece yerlesik endotel hiicrelerinin proliferasyonu, gocii ve yeni
tiibiil olusturmasi saglanmaktadir [160].

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), anjiyogenez siireglerini tetikleyen,
trombosit, fibroblast ve endotel hiicreleri gibi bir¢ok hiicre tarafindan yara iyilesmesinin
farkli agsamalarinda salinmaktadir. Platelet kaynakli bliylime faktorii ise yara iyilesmesi
siirecinde, yara bolgesinde trombositlerin degraniilasyonu ile salinmaktadir. Iyilesmenin
diger asamalarinda da endotel, fibroblast ve monosit kaynakli hiicreler tarafindan
salinmaktadir. Fibroblast proliferasyonu, graniilasyon doku olusumunu ve yeni kan
damarlarinin olusumunu desteklemektedir [161].

Ruh ve ark. tarafindan diyabetik hastalardaki basing iilserlerinde gerceklestirilen bir
caligmada fotostimiilasyonun VEGF ve TGF-f seviyesini artirdigi bildirilmektedir [162].
Komine ve ark. tarafindan in vitro fare fibroblastlar1 kullanilarak gergeklestirilen bir
calismada fotostimiilasyon uygulanan grupta PDGF ekspresyonunda 6nemli bir artig
oldugu bildirilmistir [163]. Safavi ve ark., siganlarda gerceklestirilen bir ¢alismada diisiik
seviyeli He-Ne lazeri ile fotostimiilasyon uygulamasmin PDGF ekspresyonunda anlaml

artig saglayarak yara iyilesmesini hizlandirdigi sonucuna ulagilmistir [164].

4.2. U¢ Boyutlu Hiperglisemi ve Fotostimiilasyon Calismalar

Tez calismasinin 3-boyutlu caligmalar1 kapsaminda tiretilen doku iskelelerinin tiretiminde
kullanilan malzemeler, yontemler ve tercih edilme sebepleri hakkinda bilgi verilmistir.
Daha sonrasinda ise iskelelerin, Doku Miihendisligi grubumuz tarafindan
gerceklestirilmis olan karakterizasyon sonuclari gosterilmistir.

Sonrasinda {iretilen iskeleler lizerinde gergeklestirilen hiperglisemi ve fotostimiilasyon
caligmalar1 hakkinda bilgi verilmis olup literatiirdeki benzer ¢alismalar ile arasindaki
uyum degerlendirilmistir.
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4.2.1. Doku iskelelerinin Uretilmesi

Iki katmanli doku iskelelerinin bir katmaninda malzeme olarak PCL tercih edilmistir ve
elektroegirme yontemiyle liretilmistir. Diger katmanda ise kitosan ve jelatin kullanilmigtir
ve dondurarak kurutma ydntemiyle iiretimi gerceklestirilmistir. iskelelerin iiretimine

yonelik yapilan ¢alismalar ve sonuglar1 asagida agiklanmistir.
4.2.1.1. PCL Doku iskelelerinin Uretilmesi

Doku iskelesinin epidermisi tabakasini taklit etmek amaciyla iiretilecek olan ilk katmanda
PCL polimeri kullanilmistir. PCL, genellikle polikondenzasyon ve halka agma
polimerizasyonu yontemleri ile sentezlenmektedir ve literatiirde doku miihendisligi
caligmalarinda siklikla tercih edilmektedir [165]. Yiiksek biyouyumluluga sahip,
biyobozunur ve toksik etki gostermeyen FDA onayli bir polimerdir ve elektroegirme
yontemiyle nanofiber iretimi igin olduk¢a elverislidir. Uygun maliyetlerde
sentezlenebilirligi, viicuttaki dokularin bir¢ogu ile sitouyumlulugu, yavas bozunma hizi
ve kopolimerizasyon ile mekanik 6zelliklerinin optimize edilebilir olmasi nedeniyle ideal

bir yapay polimerdir [165-168].

Doku iskelelerinin iiretiminde bir¢ok farkli teknik kullanilmaktadir ve elektroegirme
yaygin olarak kullanilan yontemlerden biridir. Elektroegirme yontemi ile iiretilmis olan
nanofiber membranlarin en 6nemli avantajlari derideki ECM yapisina benzer fiber
yapisina, gdzenek boyutlarinin kiigiik ve yiiksek sayida olmasini saglamasidir. Ayrica bu
ozelliklere sahip membranlar uygun biyokimyasal ve fiziksel ortamlarin saglanmasi ile
hiicre adezyonu, proliferasyonu ve farklilasmasini desteklemektedir. Yapisal
avantajlarinin yaninda maliyetinin diisiik olmasi, kullanim alanina goére uyarlanabilir
olmas1 ve kolaylikla nanofiber elde edilebilmesi nedeniyle doku miihendisligi

calismalarinda siklikla tercih edilmektedir [82, 169].

Elektroegirme yontemi bir polimerin uygun bir ¢oziicli ile ¢zelti haline getirildikten
sonra siringa igerisine almip elektriksel alan uygulanmasi ve bu polimer ¢ozeltisinin

fiberler halinde toplayicida toplanmasi prensibine dayanmaktadir.

Literatiirde elektroegirme yontemi ile iiretilmis olan nanofiberler cildin gergek ECM
yapisina benzeyen, hiicrelerin dogal fonksiyonlarin1 gerceklestirmesine olanak saglayan
yapilarin  iretilebildigi  belirtilmektedir [170]. PCL, elektroegirme yoOntemiyle
nanofiberlerin iiretilmesini saglayan ideal polimerlerden biridir. Dayanikliliginin yiiksek

olmasi, esnekligi ve diisiik su buhar1 gegirgenligi, elektrospun PCL fiberlerinin yara
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iyilesmesinde kullanilmasini saglayan onemli 6zelliklerdir [171]. Calisma kapsaminda
elektroegirme yoOntemiyle tiretilen PCL iskele katmanlarma ait mikroskobik ve
makroskobik goriintiiler Sekil 4.28’de verilmektedir. Fiberlerin diizgiin formda, boncuk

icermeyecek sekilde liretimi gergeklestirilmistir.

Sekil 4.28. Elektroegirme yontemi ile iiretilmis olan PCL doku iskelelerinin a)

makroskobik goriintiisii b) mikroskobik goriintiisii.
4.2.1.2. iki Katmanh PCL / kitosan-jelatin Doku Iskelelerinin Uretilmesi

Iki katmanli doku iskelelerinde derinin dermis tabakasini temsil etmek iizere kitosan ve
jelatin polimerleri kullanilmigtir.  Kitosan, genellikle kabuklu hayvanlarin ve bazi
mantarlarin kabuklarinda bulunan kitin maddesinin deasetilasyonu ile elde edilmektedir.
Kitosanin doku miihendisliginde siklikla tercih edilmesinin en Onemli sebepleri,
antiinflamatuar, antimikrobiyal, biyouyumlu, biyobozunur olmas1 ve toksik olmayan bir
yapiya sahip olmasidir. Kimyasal yapisi glukozamin (2-amino-2-deoksi-D-glukoz) ve N-
asetil glukozamin (2-asetamido-2-deoksi-D-glukoz) birimlerinden olusan yari kristalli bir
polisakkarittir. Yapisinda bulunan amino grubu (-NH2) sebebiyle katyonik bir yapidadir.
Sahip oldugu bu pozitif yiik ise elektrostatik ¢ekim yoluyla proteoglikan gibi negatif
yikli molekiilleri baglama o6zelligi saglamaktadir ve bu da ECM olusumunu
desteklemektedir. Kitosanda bulunan amino, hidroksil, karboksil fonksiyonel gruplart,
kitosanin baska bir dogal veya yapay materyaller ile kompozit olusturabilmesini
saglamaktadir. Bu sayede kitosanin gesitli 6zellikleri uygulama alanina gore modifiye
edilerek yara iyilesmesi gibi ¢esitli doku miihendisligi  caligmalarinda

kullanilabilmektedir [172].

Jelatin, kolajenin hidrolizi ile elde edilen ve sigir, domuz, balik gibi hayvanlarin deri,
kemik, bag dokularinda olduk¢a fazla bulunan diisiik maliyetli bir protein tiiriidiir.
Yapisinda -NH2 ve -COOH fonksiyonel gruplart bulunmaktadir ve hidrofilik,

biyobozunur 6zelliktedir. Bir malzemenin mekanik dayanimini, biyolojik aktivitelerini,
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fonksiyonel oOzelliklerini arttirabilmektedir ve daha diisiik immiinolojik etki
gostermektedir. Ancak jelatinin gosterdigi zayif mukavemet, diisiik termal stabilite
Ozellikleri ve hizli bozunma gibi dezavantajlar1 da mevcuttur. Dolayisiyla bu yara
tyilesmesi, ila¢ salinimi1 gibi uygulamalarda uzun siireli olarak kullanima uygun degildir.
Ayrica kitosan ve jelatin tek basina kullanimda hiicre tutunmasini, ¢ogalmasina olanak
verecek bir yapida olmasina ragmen jelatinin mekanik dayaniminin diisiik olmasi
sebebiyle jelatini baska polimerler ile birlestirilerek kullanimini gerektirmektedir.
Kitosan ve jelatinin birlikte kullaniminda iki polimer arasindaki molekiiler etkilesimler
sayesinde kompozit malzemenin mekanik &zellikleri, termal stabilite, biyoaktif

ozellikleri gelismektedir.

Kitosan ve jelatinin karistirma veya capraz baglama yoOntemleri ile birlestirilmesi
miimkiindiir. Capraz baglayici olarak genellikle gluteraldehit, genipin, EDC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir) ve NHS (N-hidroksi siiksinimid)
kullanilmaktadir. Gluteraldehit diger baglayicilara gore kolay erisilebilen, diisiik
maliyetli, genis kullanim alanina sahip, hizli reaksiyon siiresi ve yliksek stabilite gibi

avantajlar sagladigindan dolay1 bu ¢aligma kapsaminda da tercih edilmistir [173].

Kitosan-jelatin doku iskelelerinin tiretimi igin siklikla tercih edilen yontemler arasinda
dondurarak kurutma, elektroegirme, 3B biyo-baski, faz aymrma gibi teknikler
bulunmaktadir. Dondurarak kurutma yontemi ile yliksek gozeneklilikte ve ayarlanabilir
boyutlarda  gozeneklere sahip iskeleler elde edilebilmektedir. Dondurma
parametrelerinde degisiklik yapilarak iskelenin gozenek boyutu, dagilimi ve sekli

istenilen 6zelliklere gore ayarlanabilmektedir.

Caligmamizda da iskelelerde iyi mekanik 6zelliklere ve i¢sel baglantilara sahip gézenekli
bir yapiya ulagmak i¢in dondurarak kurutma yontemi tercih edilmistir. Kitosan ve jelatin
hacimsel olarak 3:1 oraninda iiretilmistir. Uretimi yapilan PCL / kitosan-jelatin doku

iskelelerinin makroskobik goriintiisii Sekil 4.29°da verilmektedir.
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PCL katmani

Kitosan-jelatin
katmani

Sekil 4.29. Dondurarak kurutma yontemi ile tiretilmis olan PCL / kitosan-jelatin doku

iskelelerinin makroskobik goriintiisii.

Uretilen tek katmanli kitosan-jelatin ve iki katmanli PCL / kitosan-jelatin iskelelerinin
karakterizasyon c¢alismalari dogrultusunda Doku Miihendisligi grubumuz tarafindan
gerceklestirilen su tutma kapasitesi ve basma testlerinden elde edilen sonuglar Cizelge

4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Tek katmanli kitosan-jelatin ve iki katmanli PCL/ Kkitosan-jelatin

iskelelerinin doku iskelelerine ait karakterizasyon sonuglart.

Doku iskelelerinin Karakterizasyon Sonuclari

Doku Iskelesi Young modiilii Su tutma

(MPa) kapasitesi (%)
Kitosan-Jelatin 0,1975 +0,06 1637,1 £178,3
PCL/ kit-jel 0,3653 + 0,05
(Kitosan yiizeyi)

1206,9 +119,2

PCL/ kit-jel 0,32825 + 0,05
(PCL yiizey1)

Gergeklestirilen mekanik analizlerin sonucuna gore kontrol grubu olarak kullanilan tek
katmanl kitosan-jelatin doku iskelelerine kiyasla iki katmanli PCL / kitosan-jelatin
iskelelerinin kitosan yiizeyi (PCL/ kit-jel 1) ve PCL yiizeyine (PCL/ Kit-jel) ait Young

modiiliiniin istatistiksel olarak anlamli (*p<0.05, **p<0.01) oldugu gorilmiistiir.
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Iskelelerin karakterizasyon sonuglarma gore derinin epidermis tabakasimi taklit etmek
tizere tasarlanmig olan PCL iskele katmaninin iskelenin mekanik 6zelliklerini iyilestirdigi

gorilmistiir.
4.2.2. Hiperglisemik Kosullarinin Belirlenmesi

Tez kapsaminda tiretimi tamamlanan PCL / kitosan-jelatin doku iskeleleri tizerindeki
HDF ve HS2 hiicrelerinin iki farkli glikoz konsantrasyonunda gosterdigi hiicre
proliferasyonu analiz edilmistir. Bu analize gore ¢alismanin diger analizlerinde

kullanilacak olan hiperglisemik ortam kosuluna karar verilmistir.
4.2.2.1. Proliferasyon Analizi

Iki katmanli iskelelerdeki HDF ve HS2 hiicrelerinin, 125 ve 150 mM glikoz
konsantrasyonlarindaki hiicre proliferasyonunun analiz edilmesi i¢in kiiltiiriin 1., 3. ve 7.
giinlerinde MTT analizi gergeklestirilmistir. Analiz sirasinda katmanlar birbirinden pens
yardimiyla ayrilmistir ve katmanlardaki hiicre canliligi ayr1 ayri degerlendirilmistir.
Kitosan-jelatin katmanindaki HDF hiicrelerine ait MTT analizinin grafigi Sekil 4.30°de,
PCL katmanindaki HS2 hiicrelerine ait grafik ise Sekil 4.31°da verilmektedir.

= Kontrol
Em 125mM
B 150 mM

Absorbans (570-690 nm)

1.giin 3.giin 7.giin

Zaman (Giin)

Sekil 4.30. Iki katmanli doku iskelelerinin kitosan-jelatin katmanima ait MTT grafigi.

Iki katmanl doku iskelelerinin kitosan-jelatin katmanindaki HDF hiicrelerinin hiicre
proliferasyonuna bakildiginda kiiltiiriin ilk 3 giinlinde her hiperglisemik konsantrasyonda
da ytkseldigi goriilmektedir. Kiiltlirtin 7. giinline gelindiginde proliferasyon tiim
gruplarda azalma gostermistir ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda 125 ve 150 mM

konsantrasyonundaki proliferasyonun diistiigii goriilmektedir. Ancak en diigiik hiicre
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proliferasyonu 150 mM konsantrasyonunda izlenmistir. Yine de proliferasyondaki bu

diistisler istatistiksel olarak anlamli degildir.

2.5 =a Kontrol
g 20— E= 125 MM
S B 150 mM
(e}
o 1.5+
N~
0
€ 1.0
2
o
2 0.5 |l|
<

1.giin 3.giin 7.giin

Zaman (Giin)

Sekil 4.31. Iki katmanl doku iskelelerinin PCL katmanina ait MTT grafigi

Doku iskelelerinin PCL katmanindaki HS2 hiicrelerine ait proliferasyonu incelendiginde
kiiltiirlin 3. gliniine kadar kontrol grubu dahil tiim konsantrasyonlarda artis goriilmektedir.
Kiiltiirin 7. gliniinde ise tiim gruplarin hiicre proliferasyonu diisiis gostermistir. Kontrol
grubuna kiyaslandiginda ise 125 ve 150 mM konsantrasyonlarinda proliferasyon
azalmigtir. Hiicre canliligi 150 mM konsantrasyonunda en diisiiktiir ancak istatistiksel

olarak anlamli degildir.

Doku iskelelerinin her iki katmani da ayr1 ayri incelendiginde hiperglisemik
konsantrasyonlarda benzer proliferasyonlar gostermistir. Iki katman igin de en diisiik
proliferasyon 150 mM konsantrasyonunda izlenmistir. Tez kapsaminda doku iskeleleri
tizerinde bundan sonra gerceklestirilecek olan fotostimiilasyon ¢alismalarinda
kullanilacak olan hiperglisemik konsantrasyonun standardize edilmesi adina tek bir
konsantrasyon ile devam edilmistir. Doku iskelelerinde yapilan c¢alismalarda gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmadigindan dolayr etkin bir hiperglisemik kosul
belirlenmemistir. Ancak 2-boyutlu ¢alismalarda etkin doz olarak belirlenen 125 mM ile
3-boyutlu fotostimiilasyon calismasina devam edilmistir. Belirlenen bu hiperglisemik

konsantrasyon ise analiz sonuclarinda kisaca “HG” olarak ifade edilecektir.

4.2.3. Fotostimiilasyon Calismalari

Hiperglisemik kosullarda kiiltiirlenen HDF ve HS2 hiicrelerinin iki katmanli PCL /

kitosan-jelatin doku iskeleleri tizerindeki dagilimi1 ve morfolojilerini incelemek amaciyla
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SEM analizi gerceklestirilmistir. Ayrica iskelelerin her iki katmanindaki hiicre
proliferasyonunu  incelemek  amaciyla  iskelelerde  proliferasyon  analizi
gerceklestirilmistir. Hiicrelerin SEM analizine ait gorintiiler Boliim 4.2.3.1°de ve

proliferasyon analizine ait sonuglar ise B6liim 4.2.3.2°de verilmistir.

4.2.3.1. SEM Analizi

Iki katmanli PCL / kitosan-jelatin doku iskelelerine PCL katmanma ekilen keratinosit

hiicrelerinin fiberler tizerindeki dagilimi ve morfolojisi Sekil 4.32°de verilmektedir.

PCLHG (-)

PCLHG (+)

Sekil 4.32. iki katmanli doku iskelelerinin PCL katmani {izerindeki HS2 hiicrelerine ait
SEM goriintiileri
Kiiltiirtin 7. giinlinde derinin epidermis tabakasimi taklit eden PCL katmaninda,

hiperglisemik kosullardaki HS2 hiicrelerinin iskele yiizeyine tutundugu ve tamamen

kapladig1 goriilmektedir. Yapisal olarak hidrofobik o6zellik tagimakta olan PCL
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katmanlarina HS2 hiicrelerinin tutunmasinin ve yiiksek proliferatif etki gostermeleri ise

bu polimerin hiicre tutunmasini destekledigini gostermektedir.

Hiicreler, kontrol grubunda iskele ylizeyinin tamamen kaplamis ve ECM olusumlart ile
fiberlerin arasin1 doldurmustur. Hiperglisemik kosullardaki HS2 hiicrelerinde ise ECM
yogunlugu fotostimiilasyon uygulanmayan gruplarda azalmistir ve fiberler arasindaki
bosluklar fotostimiilasyon uygulanan gruplara kiyasla ¢ok daha fazladir. Fotostimiilasyon
uygulanan gruplarda hiicre tutunmasi, ECM sentezi ve hiicre-hiicre baglantilarinin daha

yogun oldugu goriilmiistiir.

Kitosan K (-)

Kitosan K(+)

Kitosan HG (-)

Kitosan HG (+)

Sekil 4.33. ki katmanli doku iskelelerinin kitosan-jelatin katmam {izerindeki HDF

hiicrelerine ait SEM goriintiileri.

Kiiltiirlin 7. giinlinde derinin dermis tabakasinin taklit eden kitosan-jelatin katmaninda,
hiperglisemik kosullardaki HDF hiicrelerinin iskele gozeneklerinin igerisine dogru goc

ettigi ve sentezledikleri hiicre disi matris (ECM) yapist ile gézenekleri doldurdugu
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goriilmektedir. Ancak fibroblast hiicrelerinin yavas proliferasyon ozelligi gostermesi

nedeniyle HS2 hiicreleri kadar yogun bir dagilim gostermemistir.

Tim gruplarda hiicreler iskelenin belli bolgelerinde tutunmus, yayilmistir ve gozenekler
araciligiyla i¢ bolgelere go¢ etmistir. Ancak gruplar arasinda belirgin bir fark
goriilmemistir. Buna ek olarak SEM goriintiilerinden elde edilen morfolojik analiz

bulgulari ile Sekil 4.34°te verilen MTT sonuglart ile uyumlugu oldugu gorilmiistiir.
4.2.3.2. Proliferasyon Analizi

Hiperglisemik kosullarda kiiltiirlenen iki katmanli PCL / Kkitosan-jelatin doku
iskelelerinde HDF ve HS2 hiicrelerinin proliferasyonunun olgiilmesi amaciyla MTT
analizi gergeklestirilmistir. Bu analiz, iskelenin PCL ve kitosan-jelatin katmanlari
birbirinden ayrilmadan gerceklestirilmis ve toplam hiicre canliligina bakilmistir.

Iskelelere ait MTT analizi sonuclar1 Sekil 4.34°te verilmektedir.

Isiksiz Isikh Isiksiz Isikh

S.giin

Isiksiz Isikh
l.giin

3.giin

B Kontrol EHG

Sekil 4.34. Iki katmanli PCL / kitosan-jelatin doku iskelelerindeki hiicrelere ait MTT
analizi (*p<0.05, **p<0.01, n=3).

Iskelelerde yapilan MTT analizi sonuglarina bakildiginda kiiltiiriin 1. giiniinde 151k
uygulanmayan hiperglisemik gruptaki hiicre proliferasyonu kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede (**p<0.01) artis gostermistir. Ayrica 1s1k uygulanan
kontrol grubundaki hiicre proliferasyonu, 151k uygulanmayan gruba gore istatistiksel

olarak anlamli derecede (**p<0.01) yiiksektir. Kiiltiiriin 1., 3. ve 5. giinlerinde genel
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olarak 151k uygulanan hiicrelerde proliferasyonun 151k uygulanmayan hiicrelere gére daha

yiiksek oldugu goriilmektedir.

Kiiltiirin 7. giinlinde ise 151tk uygulanmayan hiperglisemik gruptaki hiicrelerde
proliferasyon, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede (*p<0.05)
azalmistir. Isik uygulanan kontrol ve hiperglisemik gruplar arasinda ise anlamli bir fark

goriilmemistir.

Genel olarak 151k uygulanan gruplarin hiicre proliferasyonunu kiiltiiriin ilk giinlerinde
artirdig1 goriilmiistiir ve Ozellikle hiperglisemik kosullardaki hiicrelerde bu etki daha

belirgindir.

Ozetle, 3-boyutlu caligmalarda fotostimiilasyonun erken dénemde proliferasyonu
destekledigi ve kiiltlirlin devam eden giinlerinde ECM sentezini artiricr etkisi oldugu
goriilmiistiir. Bu acilardan fotostimiilasyonun yara iyilesmesini arttirici bir potansiyele
sahip oldugu soylenebilir. Ancak bu etki 151k kaynagi, kiltiir siiresi, kiiltiir kosullart ve

hiicre tiirlerine gore farklilik gosterebilmektedir.
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5. YORUM

Gergeklestirilen tez ¢alismasi kapsaminda fotostimiilasyonun 2 ve 3-boyutlu in vitro
hiperglisemik modellerde insan dermal fibroblast, keratinosit ve endotel hiicreleri
tizerindeki etkileri incelenmistir.

Bu amagla oncelikle insan dermal fibroblast, keratinosit ve endotel hiicreleri ile in vitro
kosullarda 2-boyutlu bir hiperglisemi modeli olusturulmak i¢in kiiltiir kosullar1 optimize
edilmistir. Daha sonra bu hiicrelerin belirlenen 2-boyutlu kiiltiir kosullarinda normal ve
hiperglisemik  ortamlardaki hiicresel aktivitelerinde fotostimiilasyonun etkisi
incelenmistir. Bu dogrultuda fotostimiilasyonun hiperglisemik kosullardaki insan dermal
fibroblast ve Kkeratinosit hiicrelerinin morfoloji, proliferasyon, gé¢, ECM sentezi
tizerindeki etkileri analiz edilirken endotel hiicrelerinde ise anjiyogenik etkileri analiz
edilmistir.

Calismanin 2-boyutlu modellerinde yapilan analizlerin sonuglari da temel alinarak PCL /
kitosan-jelatin biyomalzemeleri ile iki katmanli bir 3-boyutlu hiperglisemi modeli
olusturulmustur. Son olarak olusturulan  3-boyutlu hiperglisemi  modelinde
fotostimiilasyon uygulanmasinin hiicrelerin proliferasyonu, iskele ylizeyine tutunmasi,
ECM sentezi ve hiicre-hiicre baglantilari izerindeki etkileri analiz edilmistir.

Calisma kapsaminda gergeklestirilen analizlerden elde edilen sonuglar asagida
verilmistir.

e Insan dermal fibroblast, keratinosit ve endotel hiicrelerinin morfolojisini bozmas:
ve proliferasyonunu diisiirmesi nedeniyle 125 mM glikoz konsantrasyonu igeren
ortam hiperglisemik kosul olarak belirlenmistir.

e Hiperglisemik kosullarda kiiltiirlenen HDF, HS2 ve HUVEC hiicrelerine giin asir1
periyotlarda, 20 cm mesafeden, 3 dk siireyle fotostimiilasyon uygulanmasinin
hiicre proliferasyonunu destekledigi goriilmiistiir.

e Fotostimiilasyonun normal ve hiperglisemik kosullarda kiiltiirlenen HDF
hiicrelerinde kolajen ve fibronektin sentezini artirdifi  gerceklestirilen
immiinositokimya analizleri sonucunda anlasilmistir.

e Hiperglisemik kosullarda HDF ve HS2 hiicrelerinde scratch analizi
gerceklestirilerek fotostimiilasyonun hiicre gocii lizerindeki etkisi incelenmistir.
Analize sonucuna gore fotostimiilasyonun hiicre gociinii tesvik ettigi ve 6zellikle

hiperglisemik kosullardaki hiicrelerin gég¢iinde daha belirgin bir artis saglamistir.
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Fotostimiilasyonun keratinosit hiicrelerinin gocii {izerinde daha etkin bir rol
oynadig1 goriilmiistiir.

Fotostimiilasyonun normal ve hiperlisemik kosullardaki HUVEC hiicrelerindeki
anjiyogenik  etkisinin incelenmesi amaciyla tibiil olusumu analizi
gergeklestirilmistir. Normal ve hiperglisemik kosullarda kiiltiirlenen HUVEC
hiicreleri  iizerinde fotostimiilasyon uygulamasmin tibil olusumunu
desteklemistir ve Ozellikle hiperglisemik kosullarda dahi anjiyogenez
potansiyelini artirabilmektedir.

Fotostimiilasyonun normal ve hiperlisemik kosullardaki HUVEC hiicrelerindeki
anjiyogenik etkilerinin incelenmesi amaciyla gen ekspresyon analizi
gerceklestirilmistir. Tiiblil olusum analizinin sonuglarima paralel olarak
hiperglisemik kosullarin HUVEC hiicrelerindeki VEGF ekspresyonunu azaltici
etkise sahip oldugu goriilmiistiir. Ancak PDGF ekspresyonunda gruplar arasinda
belirgin bir fark olmadigindan dolay1 gen ekspresyon analizi i¢in 7 giinliik kiiltiir
stiresinin yeterli olmadig: diisiiniilmektedir.

Calismada son fazinda 3-boyutlu hiperglisemik model olusturulmak {izere iizere
PCL / kitosan-jelatin doku iskelelerinin PCL katmani elektroegirme yontemiyle
ve Kkitosan-jelatin katmani ise dondurarak kurutma yontemiyle basariyla
gerceklestirilmistir.

Olusturulan 3-boyutlu hiperglisemik modellerde giin asir1 periyotlarda, 20 cm
mesafeden, 7 dk siireyle fotostimiilasyon uygulanmistir. Daha sonra bu
iskelelerin PCL ve kitosan-jelatin katmanindaki HS2 ve HDF hiicreleri SEM
analizi yapilarak ayr1 ayr1 incelenmistir.

Iskelelerin PCL katmaninda bulunan HS2 hiicrelerinin iskeleye yiizeyini
tamamen kapladigi, ECM yapilan ile fiberler arasindaki boslugu doldurdugu
goriilmistiir. Hiperglisemik kosullardaki hiicrelerin ECM yogunlugunun normal
kosullardaki hiicrelere gore azaldigi goriilmistiir.  Ancak hiperglisemik
kosullardaki HS2  hiicrelerine  fotostimiilasyon uygulandiginda hiicre
tutunmasinin, ECM sentezinin ve hiicre-hiicre baglantilarinin daha yogun oldugu,
fiberler arasi boslugun tamamen kapandigi goriilmiistiir.

Iskelelerin kitosan-jelatin katmaninda bulunan HDF hiicrelerinin iskeleye
tutundugu, gozeneklerin icerisine goc ettigi, ECM’lerinin gdzenekleri doldurdugu

goriilmistiir. Ancak gruplar arasinda belirgin bir fark goriilmemistir.
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e Hiperglisemik ve normal kosullarda kiiltiirlenen iki katman1 PCL / kitosan-jelatin
iskelelerinde fotostimiilasyonun hiicre proliferasyonuna etkisinin incelenmesi
amactyla MTT analizi gerceklestirilmistir. Bu analize gore fotostimiilasyonun
hiicre proliferasyonunu kiiltiiriin ilk giinlerinde artirdig1 ve 6zellikle hiperlisemik
kosullardaki hiicrelerde daha belirgin bir etki gosterdigi goriilmiistiir.

e Kiiltliriin 7. giinlinde ise fotostimiilasyon uygulanmayan hiperglisemi gruplari
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalirken
fotostimiilasyon uygulanan hiperglisemi grubunda proliferasyon kontrole gore
artts gOstermigtir. Ayrica hiicre proliferasyonlarinin = kiiltiiriin - 7. giinii

gerceklestirilen SEM analizi sonuglari ile uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Tez kapsaminda gergeklestirilen analizler, fotostimiilasyonun hem 2 hem de 3 boyutlu
hiperglisemi modellerinde hiicre ¢ogalmasini, hiicre gociinii, hiicre disi matriks (ECM)
sentezini ve anjiyogenez slirecinin dnemli bir pargasi olan tiibiil olusumunu destekledigini
gostermistir. Bu bulgular, fotostimiilasyonun diyabetik yara tedavisinde potansiyel bir
tedavi yontemi olarak umut vaat ettigini ortaya koymaktadir. Ayrica, gelistirilmis 3
boyutlu hiperglisemik model {izerinde yapilacak daha kapsamli ¢aligmalar ile bu modelin
optimize edilmesi, in vivo c¢aligmalarda hayvan kullaniminin azaltilmasina yardimci

olabilecektir.
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