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1.Giris

1.1 Giris ve Amag

Yanik her bir insanin karsilasabilecegi en 6nemli travmalardan biridir. Diinya Saglik Orgiitiine (DSO)
gore yanik yaralanmasina bagh yillik 180.000 6liim gelismektedir. Ayni zamanda ¢ocuklarda oldiiriicii
olmayan (non-fatal) yaralanmalarin en sik 5. nedenidir [1]. Yanik yaralar1 hem hastalara hem de saglik
sistemine onemli zorluklar olusturmaktadir. Yanik hastalari arasindaki 6liim oraninin diinya genelinde
yaklasik %15 oldugu tahmin edilmektedir. Ozellikle derin yaniklarda ciltalti yapilarin (dermis,
hipodermis ve kaslar) etkilenmesi ile uzamis yara iyilesme zamani en 6nemli zorluklardan biridir.[2]
Yanik sonrasi genis bir hiicre ve doku kayb1 olusabilir [3]. Ayn1 zamanda yanik sonras1 komplikasyonlar
gelisebilir ki, bu da tedavi siirecinde zorluklara neden olabilmektedir [4]. Yanik yarasi derinligine gore
siiflandirilmaktadir. Derin 2.derece yaniklar retikiiler dermise ulasan, yliksek dermis inflamasyon
riskine sahip ve hipertrofik skar ve keloid olusumu ile karakterizedir [5]. Bu komplikasyonlari 6nlemek
icin ¢esitli pansuman malzemeleri ve ilaglar gelistirilmistir [6].

Gilintiimiizde siklig1 giderek artan ve mortalite ve morbiditeye neden olan yanigin tedavisinde kok hiicre
uygulamalar1 giinden giine artmaktadir. Literatiirde yanik tedavisinde Kemik iligi Mezenkimal K&k hiicre
kaynakli Conditioned Medium daha 6nce kullanilmistir [7]. Fakat Wharton Jeli Mezenkimal Kok hiicre
kaynakli Conditioned Medium’un (WJMKH-CM) yanik tedavisinde kullanimma literatiirde
rastlanmamustir. Bu ¢alismada yanik sonras1t Wharton Jeli Mezenkimal Kok hiicre kaynakli Conditioned
Mediumun yanik iyilesmesine katkida bulunup bulunmadigi ve yara iyilesmesi tizerinde etkisi varsa bunu

hangi yolla gerceklestirildigi aragtirilmaktadir.



1.2 Genel Bilgiler

1.2.1 Derinin Anatomisi

Deri viicudun en genis organi olup, viicudun dis yiizeyini 6rtmektedir. Epidermis, dermis ve hipodermis
tabakalarindan olugsmaktadir. Her 3 tabakanin anatomi ve fonksiyonlart farklilik gdstermektedir. Cilt

yapisi patojenler, UV 1sginlari, kimyasallar ve mekanik yaralanmalara kars1 bariyer gorevi gormektedir.

1.2.1.1 Epidermis Anatomisi

Epidermis 5 tabakadan olusmustur: bazal hiicre tabakas1 (stratum bazale), dikenli hiicre tabakasi (stratum
spinozum), graniiler hiicre tabakasi (Stratum granulozum), 6nleyici tabaka (stratum lusidum), boynuzsu
tabaka (stratum korneum).

Bazal hiicre tabakasi (stratum bazale), ‘stratum germinative’ olarak da adlandirilmaktadir ve epidermisin
en derin tabakasidir. Tek sira bazal hiicrelerden olugsmaktadir. Dermisten bazal membranla ayrilmaktadir
ve bazal membrana hemidesmazomlar araciligi ile tutunmaktadir. Bu tabakada Kkeratinositler
tiretilmektedir. Ayn1 zamanda melanositler de bulunmaktadir.

Dikenli hiicre tabakas1 (stratum spinozum) keratinosit hiicrelerinden olugsmaktadir. Bu hiicreler smirlt
cogalma kapasitesine sahiptir. Bu tabakada ayn1 zamanda Langerhans hiicreleri de bulunmaktadir. Bu
hiicreler immiin sistem hiicresi olarak gdrev yapmaktadirlar.

Graniiler hiicre tabakasi (stratum granulozum) c¢ogalma kapasitesi olmayan keratinosit hiicrelerinden
olugmaktadir. Bu hiicrelerde keratin iiretiminde rolii olan sitoplazmik graniiller bulunmaktadir.

Onleyici tabaka (stratum lusidum) avug igi ve taban gibi daha kalin derili alanlarda bulunmakta ve eleidin
igermektedir.

Boynuzsu tabaka (stratum korneum) epidermisin en dis tabakasi olup aseliiler keratin tabakasi olarak

bilinmektedir.



1.2.1.2 Dermis Anatomisi

Dermis epidermise bazal membran aracilig1 ile baglanmakta ve 2 tabakadan olugsmaktadir: daha
iistte olan papiller tabaka, daha altta olan ve ter bezleri, kil folikiilleri, kas, sinir ve kan damarlar igeren

retikiiler tabaka (ags1 tabaka).

1.2.1.3 Hipodermis Anatomisi

Hipodermis, kas tabakasinin iizerinde dermiSin altinda bulunmaktadir. Yag ve bag dokusundan

olusmaktadir.

1.2.2 Yamk Epidemiyolojisi

Yanik yaralanmalari, agriya neden olarak ruh sagligi ve yasam kalitesini etkilemekte, dmiir boyu siirecek
fiziksel ve psikolojik travmalara neden olmaktadir. DSO’ne gore diinya ¢apinda her y1l 11 milyon yanik
yaralanmasinin meydana gelmekte ve bunlarin 180.000'1 6liime neden olmaktadir. Cocuklarda yaniga
bagl olimler gelismemis ve gelismekte olan iilkelerde, gelismis iilkelere gore 7 ila 11 kat daha fazladir.
[8]. Amerika Birlesik Devletleri’nde alev yaniklarinin hala yaralanmalarin ¢gogunlugunu olusturdugunu
(%41), haslanmalarin %31 ile ikinci sirada oldugunu bildirmektedir. Ulkemize ait istatistiksel veriler ise

kisitli ve sinirli sayida olup, belli bir bolge ve yas grubuna aittir.

1.2.3 Yanik Risk Faktorleri

Yanik yaralanmasinin bircok nedeni bulunmaktadir. En sik yanik nedenleri: alev yaniklari, haslanma
yaniklar1 ve sicak cisim ile temas yaniklaridir [9]. Diisiik sosyoekonomik diizey, norolojik hastaliklar,
madde kullanimu, yaslilik, cocuk olma 6nemli yanik risk faktorleridir [10].

Parlama ve alev yamigi yaralanmasi, yanik merkezlerine yapilan basvurularin 6nemli bir kismini

olusturmaktadir. Cogunlukla, patlayan yakitin miktar1 ve tiiriiyle orantili olarak dermis tabakasina



ulagmaktadir.

Sicak su haslanma yaniklar1 bir diger yaygin yanik nedenidir. Haglanma hasarinin derinligi, suyun
sicakligina, derinin kalinli§ina ve temas siiresine baglidir. Kaynar su, temas siiresi ¢ok kisa olmadikga,
genellikle derin bir dermal yaniga neden olur. Kat1 yaglar (gres yagi) ve kizgin yaglar genellikle derin
dermal ve hatta tam kat yaralanmalara neden olur.

Temas yaniklari, sicak metaller, plastikler, cam veya sicak komiirlerle olugsmaktadir. Yaralanmanin
genellikle ¢ok derin olmasi nedeniyle temas yaniklarinin tedavisi zordur.

Giglii asitlerin veya alkalilerin neden oldugu kimyasal yaniklar, ¢ogunlukla endiistriyel kazalarin
sonucudur. Asit yaniklarin alkali yaniklara gore kendini smirlama kapasitesi daha yiiksektir. Tam
kalinlikta bir kimyasal yanik, yiizeysel goriinebilir ve klinik olarak ciltte yalnizca hafif bir renk
degisikligine neden olabilir. Kesinlikle emin olunmadikca, kimyasal yaniklar aksi ispatlanana kadar derin
dermal veya tam kat olarak kabul edilmelidir.

Bir diger yiiksek riskli yanik elektrik yaniklaridir. Diisiik voltaj yaralanmalar1 (440 volttan az), nadiren
Oonemli hasara neden olmaktadir. Yiiksek voltaj yaralanmalar1 (1000 voltun iizerinde) derin doku
tahribatina neden olma egilimindedir. Elektrik viicutta dolasirken, elektrik enerjisi 1siya
doniistiriilmektedir. Daha az ylizey alanina sahip organlarda daha az dagilma ile daha yogun 1s1
tiretilmektedir. Bu nedenle, parmaklar, eller, 6n kollar, ayaklar ve alt bacaklar genellikle daha fazla hasar
goriirken, govde genellikle daha az etkilenmektedir. Elektrik yanigi sonrasi kas hasari rabdomiyolize ve

buna bagli bobrek yetmezligine yol agabilmektedir [11].

1.2.4 Yamik Siddetinin Siniflandirilmasi

Yanik siddeti 2 parametreye gore siniflandirilabilmektedir: termal hasarin derideki derinligine gore ve

etkilenen total viicut yiizey alaninin genisligine gore [12].

1.2.4.1 Yanik derinligine gore

Yanik yarasinin, yanigin etkiledigi deri derinligine bagli olarak 3 tipi mevcuttur.

Birinci derece yiizeyel yaniklar

Sadece epidermisi igermekte ve dokunuldugunda sicak, agrili, kirmizi, yumusak ve solgundur. Genellikle

10



kabarma olmamakta, tipik Ornegi giines yamigidir. Genel olarak 3 ile 5 giinde iyilesirler. Agr

sikayetlerinin giderilmesi i¢in agrikesiciler (analjezikler) kullanilabilir.

ikinci derece kismi kalinhkta yaniklar

Ikinci derece kismi kalilikta yaniklar epidermisten dermise dogru uzanmaktadir. Yanigin dermiste
derinligine gore yiizeyel ve derin olarak siniflandirilmaktadir. Papiller dermiste sinirli kalan yaniklar 2.
derece yiizeyel, retikiiler dermise uzanan yaniklar ise 2. derece derin yaniklardir. 2. derece yaniklar tipik
olarak ¢ok agrili, kirmizi, kabarcikli, nemli, yumusak ve dokunuldugunda solgundur. Sicak yiizeylerden,

sicak sivilardan veya alevden kaynaklanan yaniklar neden olmaktadir. 2 hafta i¢inde iyilesirler.

Uciincii derece tam kat yaniklar
Uciincii derece tam kat yaniklar hem epidermis, hem dermis, hem de derialt1 yag dokusunu icermektedir.
Bu yaniklarda agr1 ya ¢ok azdir ya da hi¢ yoktur. Alev, sicak sivi veya asir1 1sitilmis gaz yaniklari tigiincii

derece yanik olusturabilmektedir. Derin yaniklar deri greftlemesi gerektirebilir.

1.2.4.2 Yanik yiizey alaninin genisligine gore

Genis yanik yiizey alan1 mevcut hastalar sivi resiiSitasyonuna ihtiyag duymaktadirlar. Verilecek sivi
miktarmni belirlemek i¢in yanik toplam viicut yiizey alanmmi (TVYA) temel alan c¢esitli formiiller
gelistirilmistir. Yanik toplam viicut yiizey alanini hesaplamak i¢in en sik kullanilan ve en bilineni
‘Dokuzlar’ kuralidir. Bu kurala gore her bir kol, kafa toplam viicut yiizey alaninin %9’unu, her bir bacak,
govde ve arka govdenin toplam viicut yiizey alaninin %18'ini, olusturdugu tahmin edilmektedir (Tablo
1.1). Fakat bu kural tiim yanik hastalart i¢in gecerli degildir. Kii¢iikk ¢ocuklarin orantisal olarak
eriskinlerden daha biiyiik kafalar1 ve daha kii¢iik bacaklar1 vardir. Bu yiizden ¢cogu yanik merkezi yasa
gore farkliliklari ayarlayan Lund-Browder tablosunu kullanmaktadir (Tablo1.2) [13]. Siv1 resiisitasyonu
icin gerekli sivi hacmi Parkland formiilii ile hesaplanmaktadir. Siv1 resiisitasyonunun baglangi¢ hizi

belirlendikten sonra, sivilar idrar ¢ikigina gore ayarlanmalidir.
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Tablo 1.1: Dokuzlar kurali

Viicut kismi Eriskin Cocuk
Bas %9 %18
Boyun %1 .
Kol %9 %9
Diger kol %9 %9
Govde 0n yiiz %18 %18
Govde arka yiiz %18 %18
Bacak %18 %14
Diger bacak %18 %14
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Tablo 1.2: Lund-Browder yanik tablosu

0-1 yas 1-4 yas 5-9 yas 10-14 yas 15 yas Eriskin
Bas 19 17 13 11 9 7
Boyun 2 2 2 2 2 2
Govde, 6n | 13 13 13 13 13 13
Govde, arka | 13 13 13 13 13 13
Kol, sag 4 4 4 4 4 4
Kol, sol 4 4 4 4 4 4
Onkol, sag | 3 3 3 3 3 3
Onkol, sol 3 3 3 3 3 3
El, sag 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
El, sol 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Genital 1 1 1 1 1 1
Gluteal, sag | 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Gluteal, sol | 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Uyluk, sag | 5,5 6,5 8 8,5 9 9,5
Uyluk, sol | 5,5 6,5 8 8,5 9 9,5
Bacak, sag 5 5 5,5 6 6,5 7
Bacak, sol |5 5 55 6 6,5 7
Ayak, sag 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
Ayak, sol 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5

1.2.5 Yanik iyilesmesi mekanizmasi ve patofizyolojisi

Yaralanmadan hemen sonra, yanik yarasi ii¢ bolgeye ayrilabilir:

- Pihtilasma bolgesi (koagiilasyon zonu) en fazla 1siya maruz kalan ve en fazla hasarin oldugu

bolge. Proteinler 41 °C’nin {izerinde denatiire olmaktadir. Bu nedenle yaralanma boélgesindeki
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asir1 11 protein denatlirasyonuna ve pihtilasmasina neden olarak doku nekrozuna yol agmaktadir.
Geri dontiistimsiiz hasar olusmaktadir.

- Iskemi bélgesi (staz zonu) kurtarilabilir bolge. Merkezi pihtilasma bdlgesinin ¢evresinde, azalmis
perfiizyon ve potansiyel olarak kurtarilabilir doku ile karakterize edilen iskemi bolgesi (staz zonu
bulunur. Bu bélgede hipoksi ve iskemi, miidahale edilmedigi takdirde yaralanmadan sonraki 48
saat i¢inde doku nekrozuna yol agabilir.

- Hiperemi bdlgesi artan enflamatuvar vazodilatasyon ile karakterize yaranin en dis bolgesi. Artmis
kan akimi enfeksiyon veya diger yaralanmalari engellemektedir. Bu zonda minimal hasar
olusmaktadir [14].

Yara iyilesmesinin 4 faz1 bulunmaktadir.

Hemostaz, yaralanmadan hemen sonra meydana gelmektedir. Vazokonstriksiyon, trombosit aktivasyonu
ve agregasyonu ile pihtilasma ve biliylime faktorlerinin (PDGF, EGF ve TGFf gibi) salinimini
icermektedir. Monositler ve nétrofiller, lokalize vazodilatasyon nedeniyle yaralanma bolgesine
toplanmakta ve inflamasyon fazini baglatmaktadir.

Enflamasyon, yaralanmadan sonraki 24 saat i¢inde baglar ve yaralanmanin ciddiyetine bagli olarak
haftalar ve aylarca siirer. Notrofiller ve makrofajlar, sitokinler ve kemokinler (IL-1, IL-8 ve tiimor nekroz
faktorii (TNF) dahil) ve biiylime faktorlerini (TGF, insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF) ve vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (VEGF) dahil) salar ve patojenleri yaralanma bélgesinden ¢ikarir.

Bir sonraki asama olan proliferasyon, fibroblastlarin ve keratinositlerin yara bolgesine alinmasini ve
aktivasyonunu igerir. Keratinositler, yara iyilesmesi i¢in hayati 6nem tasiyan hem epitelizasyona (yara
ylizeyinin kapanmasi) hem de anjiyogeneze (kan akisinin yeniden saglanmasi) yardimer olur. Endotel
hiicreleri, anjiyogenezi baslatmak icin biliyiime faktorleri (VEGF, hepatosit biiyltime faktorii (HGF) ve
fibroblast biliylime faktorler: (FGF'ler)) tarafindan aktive edilir.

Son agama olan remodeling’de, graniilasyon dokusu olgunlasir ve ECM biiyiime faktorlerinin, matris

metaloproteinazlarin (MMP'ler) etkisi altinda yeniden sekillenir. [8]

1.2.6 Yanik Yaralanma Tedavisi

Enflamasyon yanik iyilesmesinin en onemli asamalarindan biridir. Bu yilizden anti-inflamatuar ilag

kullanmak yanik iyilesmesini bozmaktadir. Vazodilatasyon, damar dis1 ozmotik aktivite, artmis damar
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gegcirgenligine bagli olusan 6dem enflamasyona eslik etmektedir. Uzamis 6dem ve yaygin enflamasyon
agriy1 artirmakta ve yara iyilesmesini bozmaktadir. Enflamasyonun yanik iyilesmesi iizerinde hem
olumlu hem de olumsuz etkilerinden dolay1 yalnizca uzamis ve yaygin enflamasyon ve 6dem varliginda
anti-inflamatuar ilaglar kullanilmaktadir [15]. Steroid kullaniminin enflamasyonu ve agriy1 azalttigi
gosterilmistir. Tam kat ve derin kismi kalinlikta yaniklarda erken eksizyon ve greft altin standarttir.

Yanik yaralarinin enfeksiyona duyarlili§i ve sistemik antibiyotiklerin yanik dokusuna ulasimindaki
zorluklar nedeniyle topikal anti-mikrobiyaller kullanilmaktadir. Sodyum hipoklorit ilk kullanilan anti-
mikrobiyallerdendir. Bir diger anti- mikrobiyal mafenid asetattir. Mafenid asetat 3. derece eskarlarda ve
genis spektrumlu patojenlere karsi son derece etkilidir. Sistemik asidoz, kompansatuar hiperventilasyon
ve pulmoner 6dem gibi sistemik toksisitesi nedeniyle kullanimi kisithdir. Topikal yara tedavisinin en
Oonemli yapitast giimiis igerikli uygulamalardir. Gliimiis icerikli topikal tedaviler sepsis ve dliim riskini
onemli derecede azaltmaktadir. Glimiis sulfadiazin topikal yanik uygulamalarinda en sik kullanilan
ajandir [16]. Gram negatif ve gram pozitif bakterilere karsi etkilidir. Glimiis ionlar1 bakteriyal DNA’ya
baglanarak bekterisidal aktiviteye onemli dl¢ilide katki saglarken, sulfadiazin kismi ise bakteri metabolik
stiregler iizerinde etkilidir. Tiim bunlardan dolay1 da yanik tedavisinde altin standart olarak kabul

edilmektedir [17] [18]

1.2.7 Wharton Jeli Mezenkimal Kok Hiicre kaynakh Conditioned Medium

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) kemik, kikirdak ve yag dokular1 dahil olmak tizere birkag farkli
mezodermal hiicreye farklilagabilen, kendini yenileme kapasitesine sahip multipotent hiicrelerdir. Bu
hiicreler birgok dokudan izole edilebilir. Bunlardan biri de umblikal kord Wharton Jeli’dir. Cesitli
caligmalar, MKH'lerin VEGF, TGF-B, FGF-2 gibi birkag¢ sitokin ve biiyiime faktorii salgiladigini
bildirmistir. Bu biyolojik olarak aktif maddeler, MKH'lerin kiiltiire edildigi ortamda bulunmakta ve
Conditioned Medium olarak adlandirilmakta. [19] Cok sayida elde edilebilmesi ve hizli ¢ogalabilmesi

nedeni ile klinik uygulamada c¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. [20]
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2. Gere¢ ve Yontem,

2.1 Deney Protokolii
2.1.1 Deney Hayvanlari

SUDAM tarafindan 24/06/2022 tarihli 2022-24 numarali etik kurul onay1 olan, 22122017 proje numarali
calisma Selcuk Universitesi Deneysel Tip Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde yapildi. Deneyde 300-
350 gram agirhginda 32 adet disi, 32 adet erkek olmak fiizere toplamda 64 adet Wistar Albino rat
kullanildi. Calismada 4 grup mevcuttu. Her grupta 8 erkek, 8 disi olmak tizere toplamda 16 adet rat
kullanildi. Tiim prosediirler genel anestezi altinda gergeklestirildi. Ratlar ortama uyumlarinin saglanmasi
icin bir hafta standart laboratuvar sartlarinda tutuldu: standart diyet, 12 saatlik aydinlik-karanlik

sikluslari, uygun 1s1 ve nem ortami saglandi.

2.1.2 Deney Gruplarinin Belirlenmesi

64 adet rat randomize olarak 4 gruba ayrildi (1. Grup 16, 2. Grup 16, 3. Grup 16, 4. Grup 16 olacak
sekilde) Her grupta 8 adet disi, 8 adet erkek rat bulundu. Her grup 2 alt gruba ayrildi (Grup 1a 8, Grup
1b 8, Grup 2a 8, Grup 2b 8, Grup 3a 8, Grup 3b 8, Grup 4a 8, Grup 4b 8§ olacak sekilde). Her alt grupta
4 adet erkek, 4 adet disi rat bulundu.

1. gruba (kontrol) yanik sonras1 herhangi bir uygulama yapilmadi.

2. gruba yanik sonrasi 1. giinde PRP (Platelet Rich Plazma) uygulandi.

3. gruba 1. glinde Giimiis sulfadiazin uygulandi.

4. gruba yanik sonrasi 1. glinde Wharton Jeli Mezenkimal Kok hiicre kaynakli Conditioned Medium
uygulandi. Grup 1 a, 2 a, 3 a ve 4 a ‘daki ratlardan 7 giin sonra, grup 1 b, 2 b, 3 b, 4 b ‘deki ratlardan ise
14 giin sonra ornekler alindi (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1 deney gruplari ve yapilan islemler

Gruplar

0.glin

1. glin

7. Glin

14. Giin

Grupla

Y anik olusturulmasi

Herhangi bir uygulama

yapilmadi

Biyopsiler

alindi

Gruplb

'Yanik olusturulmasi

Herhangi bir uygulama

yapilmadi

Biyopsiler

alind1

Grup2a

Yanik olusturulmasi

PRP (Platelet Rich

Plazma) uygulandi

Biyopsiler

alindi

Grup2b

Y anik olusturulmasi

PRP (Platelet Rich

Plazma) uygulandi

Biyopsiler

alindi

Grub 3 a

'Yanik olusturulmasi

Gilimiis sulfadiazin

uygulandi

Biyopsiler

alind1

Grub3b

Yanik olusturulmasi

Glimiis sulfadiazin

uygulandi

Biyopsiler

alind1

Grub 4 a

Yanik olusturulmasi

Wharton Jeli
Mezenkimal Kok hiicre
kaynakli Conditioned

Medium uygulandi.

Biyopsiler

alind1

Grub4b

Yanik olusturulmasi

Wharton jeli
Mezenkimal Kok hiicre
kaynakli Conditioned

Medium uygulandi.

Biyopsiler

alind1
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2.1.3 PRP (Platelet Rich Plazma) Hazirlama Yontemi

PRP literatiirde daha 6nce belirtilen sekilde hazirlandi [21]. 2 adet ratin her birine 150 mg/kg ketamin ve
5 mg/kg ksilazin intraperitoneal olarak enjekte edilerek anestezi saglandi. Her bir rattan 6 ml, toplamda
12 ml intrakardiyak kan elde edildi (Sekil 2.1).

Elde edilen kan 0.7 ml %10 sodyum sitrat iceren enjektore alindi. Kan 160 g'de (gravite) 20 dakika
santrifiijlendi. Alt kisimda kirmizi kan hiicreleri, {ist kisimdaki plazma tabakasi atildiktan sonra trombosit
iceren tabaka elde edildi. Elde edilen tabaka 15 dakika boyunca 400 g'de (gravite) yeniden santrifiij edildi.
2 tabaka elde edildi: PPP (trombosit az tabaka), PRP (trombosit zengin tabaka). PPP atilarak saf PRP
elde edildi. Yanik sonrasi 1. giinde 3. gruptaki her bir ratin yanik bolgesine 1 cc PRP enjekte edildi (Sekil
2.2).

Sekil 2.1: intrakardiyak kan elde edilmesi
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Sekil 2.2: PRP enjekte edilmesi

2.1.4 Giimiis Sulfadiazin

Gilimiis sulfadiazin (Silverdin krem %1) temin edildi. Yanik sonras1 1. giinde 3. gruptaki ratlarin yanik

alanina uygulandi. Yaralar herhangi bir ortii materyalleri ile kapatilmadi (Sekil 2.3)
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Sekil 2.3: Glimiis sulfadiazin uygulanmasi

2.1.5 Wharton Jell Mezenkimal Kok Hiicre kaynakli Conditioned Mediumun Elde Edilmesi

2.1.5.1 Umblial Kord Mezenimal Kok Hiicrelerin Elde Edilmesi

Calismamizda ATCC® (PCS-500-010, American Type Culture Collection, Manassas, USA)
firmasindan temin edilen ‘Insan Umblikal Kord Wharton Jeli Mezenkimal K&k Hiicre hatt1’ ticari olarak
temin edilmis ve kullanilmistir. Laboratuarimiza hiicreler P2 asamasinda geldi. Bu hiicreler a MEM
(Minimum Essential Medium o) mediumuna L-Glutamin, Penisilin, Streptomisin ve FBS (Fetal Bovine
Serum) eklenerek kiiltiire edildi, kiiltirden kaldirma iglemi igin tryple mediumu kullanildi. Bizim
calismamizda kullanilan hiicreler bu medyumlar kullanilarak yapilan pasajlamalar sonucu elde edilen

(confluence %70 civarinda iken kaldirma islemi yapildi) Pasaj 6 (P6) hiicrelerdi (Sekil 2.4).

20



Sekil 2.4: Conditioned Medium hazirlanan Wharton Jeli kaynakli mezenkimal Kok Hiicreler

2.1.5.2 Conditioned Medium Hazirlama Yontemi

P6 hiicreler 37°C’de %5 COz igeren inkiibator ortaminda kiiltiire edildi. Elde edilen kiiltiir %70
confluence’a ulasinca siipernatan kismi ayrildi. 1000 G’de santriflij edildi ve 0.22 mm’lik filtreden
gecirildi. Elde edilen Conditioned Medium -80°C’de saklandi. Hazirlanan Conditioned Medium yaniklar
uygulandiktan sonraki giin ¢oziilerek 16 enjektore 500 mikrolitre olacak sekilde esit dagitildi ve yaniklara
enjekte edildi (Sekil 2.5)

Sekil.2.5: Yanik alanina Wharton Jeli kaynakli Conditioned Medium verilmesi
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2.1.6 Yanik Uygulamasi

Genel anestezi altinda ratlarin sirt bolgeleri tras edildikten sonra 2. derece derin yanik modeli
uygulanmaya baglandi (sekil 2.6). 2x2 cm? pring plak lehim makinesinin u¢ kismina tespit edildi. Bu
piring plagin i¢i delinerek 1s1 6lgmek i¢in kablo yerlestirildi. Lehim makinesine sicakligi sabit tutabilmesi
igin 1s1 sabitleyici (termostat) monte edildi (sekil 2.7) Metal piring plak 100 °C’e kadar 1sitildiktan sonra
ratin sirtina baski olusturmayacak sekilde ortalama 6 saniye bekletilerek 2. derece derin yanik olusturuldu
(sekil 2.8) [22]. Yanik sonrasi sivi resiisitasyonu amaciyla 2 ml Laktatli Ringer soliisyonu ve analjezi

intraperitoneal olarak uygulandi.

Sekil2.6: Ratlarmn sirtinin trag edilmesi

22



Sekil 2.7: Yanik olusturmak ve 1s1y1 6l¢ebilmek icin diizenlenen alet
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Sekil 2.8: Yanik olusturma modeli

2.1.7 Anestezi
Aseptik sartlarda biitiin ratlara intraperitoneal yolla ketamin hidrokloriir (150 mg/kgKetalar®) ve

xylazine hidroklorit (5 mg/kg-Rompun®) verilerek anestezi saglanmistir. Anestezinin etkinligi cilt ve

parmak kistirma yanitlari ile kontrol edilmistir. Hayvanlar yanik olusturmadan 6nce gruplandirilmistir.
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2.1.8 Cerrahi sonrasi takip

Yanik olusturulmasi sonrasi ratlarin anesteziden uyanmasi beklendi. Tiim ratlar anesteziden sorunsuz bir
sekilde uyandi. Her rat ayr bir kafese yerlestirildi. Agr1 kontrolii i¢in igme sular1 yoluyla 2 mg/ml
parasetamol verildi. Giinliik olarak ratlar ameliyat sonrasi, genel durum, viicut agirligi, malniitrisyon,

enfeksiyon bulgular1 yoniinden yakin gozlendi.

2.1.9 Otenazi uygulanmasi

32 adet rata deneyin 7. giiniinde, geriye kalan 32 adet rata ise deneyin 14. giinlinde genel anestezi altinda

servikal dislokasyon ile 6tenazi uygulandi.

2.1.10 Degerlendirme yontemleri

2.1.10.1 Makroskobik degerlendirme
Makroskobik degerlendirmede, yanik alanlarmin 0, 7, 14 giinlerde fotograflart ¢ekildi. 14. giinde yara

kapanma 1yilesmesi makroslopik olarak degerlendirildi.

2.1.10.2 Histolojik degerlendirme

Ratlarin yanik bolgesinden serit seklinde biyopsi ornekleri alindi. Alinan o6rnekler % 10
formaldehit icinde tespit edilerek rutin doku takip islemlerinden gegirilerek parafin bloklar hazirlandi.
Hazirlanan parafin bloklardan alinan 5 mikron kalinligindaki kesitler histopatolojik inceleme igin
Hemotoksilen Eozin (H.E) ve Van Gieson (vG) yontemleri ile boyandi. Mikroskobik muayenelerde
hiperemi, PMNL infiltrasyonu, anjiyogenezis ve fibroblast miktari ile epitelizasyon derecesine bakilarak

yara iyilesmesi skorlandi. Histopatolojik Skorlama: 0 = Yok, 1 = Orta, 2 = Siddetli olarak skorlandi.
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2.1.10.3 PCR degerlendirme

PCR

Mezenkimal kok hiicre kaynakli Conditioned Mediumlarin vaskiilarizasyonu arttirdigi ve enflamasyonu
azaltti1 bilinmektedir. Doku 6rneklerindeki VEGF, IL-1 gen ekspresyonlar1 kantitatif olarak PCR ile
degerlendirildi.

Real Time PCR analizleri:

Calismada Real Time PCR yontemini kullanildi. Ekspresyon c¢alismalarinda, RNA molekiilii PCR ile
¢ogaltilamadigindan, RNA ters transkriptaz (reverse transcriptase) enzimi kullanilarak c¢cDNA
(komplementer DNA)'ya ¢evrilir. Real Time PCR ile ¢ogaltilan DNA miktart ayn1 anda artig gosteren
floresan problar kullanilarak es zamanli olarak DNA'nin belirlenmesi ve miktarinin gosterilmesi
teknigidir. Es zamanli yapilabilmesiyle, Kisiler aras1 degiskenlik goriilmez, standardize ve otomatize hizli
sonu¢ alinabilmesi, kontaminasyon riskinin az olmasi, daha iiretken olmasi kullanilan yontemin
avantajlar1 arasinda yer almaktadir. Islem asagida verilen sira ile gerceklestirilmistir.

- -80 C de saklanan 50 mg doku oOrnekleri steril petrilerde steril bistiiriler ile ufak parcalara
ayrildiktan sonra DNase, RNase free eppendorf tiiplere aktarildi.

- Doku 6rnegi tizerine 500 puL Lysis Buffer (niikleosol) ¢ozeltisi ilave edildi ve sonikator cihazi ile
doku pargalayici sivi iginde homojen hale getirildi.

- Ardindan karisimin iizerine 200 ul DNAse RNAse free su ilave edildi. Her 6rnek 15 saniye
karistirtlip 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 15 dakika 12000 g de santrifiij edildi.

- Tiipte olusan iist faz yeni steril tiipe aktarild1. Uzerine %100 500 ul isopropanol ilave edilerek. 10
dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra 10 dakika 12000 g de santrifiij edildi.

- Olusan st faz atildi. Pellete dokunulmadi. Bu asamada total RNA yikama islemi
gerceklestirilerek. Pellet lizerine %75 lik etanolden 500 ul ilave edilerek ve 3 dakika 8000 g de
santriflij edildi. Yikama islemi bir kez daha tekrar edilerek. Bu asamada pelletin kurumadan 50 ul
DNAse RNAse free su eklendi. 3 dakika oda 1sinda vorteks edildi. Elde edilen RNA lar -80 C de
saklandi.

- Elde edilen RNA’lar, cDNA sentez kiti ile komplolmenter DNA ya ¢evrildi.
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Kitin igeriginde yer alan tiim birlesenler her bir 6rnek i¢in talimatta belirtilen miktarlarda

hazirlanarak. Son hacim 20 pl olacak sekilde kitin ¢alisma protokoliine uygun olarak ¢alisildi.

cDNA'’larin referans gen acisindan amplifikasyonunu saglamak ve hedef ve referans bolgeleri

isaretlemek amaciyla master mix ticari kiti kullanildi.

Calismada asagida dizilimleri verilen primerler kullanildi

Forward primer 1L-1 CAGATGGGCTAACTAAGGGATAAG
Reverse primer IL-1 AGAAGGTGCACAGTGAGATAAG
Forward primer VEGF GTGTGGTCTTTCGTCCTTCTTA
Reverse primer VEGF GTTTGTCGTGTTTCTGGAAGTG
Forward primer GAPDH GCCACACTCAAGAATGGTCG
Reverse primer GAPDH TGGGGACACCCTTTAGCATC

Hazirlanan referans gen real time PCR mix’leri ve hedef gen real time PCR mix’leri uygun

cDNA’lar ile 96 kuyucuklu plate’ler lizerinde biraraya getirildikten sonra asagida verilen 1s1

protokolii uygulanarak real time PCR islemi gergeklestirildi (Tablo 2.2).

Tablo 2.2: Real time PCR 1s1 protokolii

Denaturasyon

95°C de 10 dk.

Amplifikasyon
Bu dongii 40 kez saglanir. (40 cycle,
Ramp-rite  1,6°C/sn, saniyedeki 1s1

degisimi)

95°C de 20 sn.

60°C de 20 sn

72 °C de 20 sn Okuma

Melting Curve

95°C de 30 sn.

50 °Cde 1 dk.
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90 °C de continue (Acquisitions 3 per/°C)

Cooling 40 °C de 1 dk.

2.1.10.4 Elde edilen sonuclarin istatistiki analizi

Calisma verilerin degerlendirilmesi SPSS 20.0 (Statistical Package for The Social Science)
programt ile yapildi. CT degerlerinin normal ve deneysel yanik olusturulmus dokudaki en diisiik, en
yiiksek ve ortalama degerlerini belirlemek igin betimsel istatistiklerden yararlanilmistir. Arastirma
problemi yanik olusturulmus dokuda VEGF ve IL-1 gen ekspresyonuna dayandigi igin, yanik
olusturulmus dokulardaki CT degerlerinin normallik sinamasi1 Kolmogorov-Smirnov ile test edilmistir.
Incelenecek gruba gore varyanslarin homojenligi Levene testi ile smanmistir. Ayrica molekiiler
siiflandirmalar arasindaki ikili testler parametrik olmayan Mann Whitney U testi ile incelenmistir.

Arastirma boyunca énem diizeyleri 0,05 olarak alinmistir.
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2. BULGULAR

Higbir ratta enfeksiyon, morbidite, mortalite veya hi¢gbir komplikasyon gézlenmedi.

Deneysel olarak yanik olusturulan dort grupta da makroskopik diizeyde derin ikinci derecede
yanik olustugu tespit edildi.

Yanik ilk olusturuldugunda herhangi bir kizariklik, biil, 6demle karsilagilmadi (Sekil 3.1).
1. saatin sonunda yanik uygulanan bolgelerin ¢evre dokudan sinirlar1 ayrilacak sekilde kendini sinirladigy,
saglam derideki pembe rengin yerine daha beyaz ve soluk goriiniimde oldugu izlendi (Sekil 3.2). 12 saatin
sonunda yanik olusturulan alanlar saglam alanlara gore belirgin soluk goriiniimde olup ¢iplak gozle rahat
ayirt edilebiliyordu. 24 saatin sonunda yanik bolgeleri ¢cevre saglam dokuya gore daha acik sar1 renkte idi

ve dokunmakla sertlik hissi veriyordu.

Sekil 3.1: Ratta olusturulan yanik modeli (0. Saat)

SKIN MARKE
st oot oo oo o T
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Sekil 3.2: Ratta olusturulan yanik modeli (1. Saat)

Caligma siiresince yapilan makroskobik muayenelerde Wharton Jel Mezenkimal Kok Hiicre
kaynakli Conditioned Medium ve giimiis sulfadiazin uygulanan gruplarda yara kabugunun daha saglam
ve daha kisa siirede sekillendigi dikkat ¢ekti. Calismada belirlenen histopatolojik bulgularin dagilimi ve
siddeti asagida tablolar halinde verilmistir (Tablo 3.1, Tablo 3.2, Tablo 3.3, Tablo 3.4, Tablo 3.5, Tablo
3.6, Tablo 3.7, Tablo 3.8).
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Tablo 3.1: 1. Grup (Kontrol grubu) 1. hafta histopatolojik bulgular

Grup Hiperemi PMNL Anjiyogenezis | Fibroblast | Epitelizasyon
_ 2 2 2 0 0
g g 2 2 2 0 0
S & 2 1 2 1 1
) 2 2 2 0 0
2 3 1 1 2 0 1
3 2 2 2 2 0 0
2 2 2 0 0
2 2 2 0 0

Tablo 3.2: 1. Grup (Kontrol grubu) 2. hafta histopatolojik bulgular

Grup | Hiperemi PMNL Anjiyogenezis Fibroblast Epitelizasyon
2 1 2 1 1
g & 1 1 1 1 0
Es 2 1 2 1 1
¥ A 2 2 2 1 0
g—’_g 1 1 1 1 0
o2 1 2 1 1 1
- © 2 2 2 1 1
1 1 1 1 1
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Tablo 3.3: 2. Grup (PRP grubu) 1. hafta histopatolojik bulgular

Grup | Hiperemi PMNL Anjiyogenezis Fibroblast Epitelizasyon
= 2 1 2 0 1
E 2 2 1 1 0
O 1 1 2 1 1
x5 1 1 2 1 1
L= 2 1 1 0 1
S 1 1 2 1 1
o 1 2 2 0 0
N 2 1 2 1 1

Tablo 3.4: 2. Grup (PRP grubu) 2. hafta histopatolojik bulgular

Grup Hiperemi PMNL Anjiogenezis Fibroblast Epitelizasyon
= 1 1 1 1 2
E 1 1 2 1 1
O 1 1 1 1 1
r 5 1 1 1 1 1
SN 1 1 1 1 2
S 2 2 2 1 1
O 0 1 1 1 1
N 1 1 2 1 2
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Tablo 3.5: 3. Grup (Giimiis sulfadiazin grubu) 1. hafta histopatolojik bulgular

Grup Hiperemi PMNL Anjiogenezis Fibroblast Epitelizasyon
o 2 2 2 0 0

23 1 2 1 0 0

g3 1 1 1 0 1

COsg 1 1 2 1 0

=5 £ 1 1 1 0 1

O 5 2 2 2 1 1

= 1 2 2 0 0
» 1 1 1 0 1

Tablo 3.6: 3. Grup (Giimiis sulfadiazin grubu) 2. hafta histopatolojik bulgular

Grup Hiperemi PMNL | Anjiyogenezis Fibroblast Epitelizasyon
: 0 0 1 1 1
N
5= 1 0 1 1 1
£S5 1 1 1 1 1
Cog 0 1 1 1 0
=N £ 1 1 1 1 1
Ch= 1 2 1 1 1
= 1 1 1 1 1
@ 1 1 1 0 1
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Tablo 3.7: 4. Grup (Wharton Jeli Mezenkimal Kok Hiicre kaynakli Conditioned Medium)
1. hafta histopatolojik bulgular

Grup Hiperemi PMNL Anjiyogenezis Fibroblast Epitelizasyon

NP R RPN -
RINN Rk (NN
A R
Rk Rk |o|lk|lk ko
A R

Kok Hiicre kaynakli Conditioned

4. Grup (Wharton Jeli Mezenkimal
Medium) 1. hafta

Tablo 3.8: 4. Grup (Wharton Jeli Mezenkimal Kok Hiicre kaynakli Conditioned Medium)
2. hafta histopatolojik bulgular

Grup Hiperemi PMNL | Anjiyogenezis Fibroblast Epitelizasyon

S = R ==l
S =
o|lr|o|r| ook
PR RRRPR k-
N[N NN RN

Medium) 2. hafta

4. Grup (Wharton Jeli Mezenkimal
Kok Hiicre kaynakli Conditioned




Calismada histopatolojik olarak belirlenen bulgularin skorlarinin istatistiki karsilastirmasi asagida
tablolar halinde verilmistir (Tablo 3.9, Tablo 3.10).
1. haftada hiperemi agisindan grup 3 ve 4’iin, grup 1. ve 2’ye gore istatistiksel olarak daha

yiiksek oldugu saptanirken (p<0.05), grup 3 ve 4 arasinda istatistiksel olarak anlaml: fark saptanmadi
(p>0.05).

1. haftada PMNL agisindan grup 3 ve 4’{in, grup 1. ve 2’ye gore istatistiksel olarak daha yiiksek
oldugu saptanirken (p<0.05), grup 3 ve 4 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05).

1. haftada anjiyogenezis agisindan grup 4’iin, grup 1, 2 ve 3’e gore istatistiksel olarak daha
yiiksek oldugu saptandi (p<0.05).

1. haftada fibroblast a¢isindan grup 4’iin, grup 1, 2 ve 3’e gore istatistiksel olarak daha yiiksek
oldugu saptandi (p<0.05).

1. haftada epitelizasyon acisindan grup 4’{lin, grup 1, 2 ve 3’e gore istatistiksel olarak daha

yiiksek oldugu saptandi (p<0.05).

Tablo 3.9: 1. hafta histopatolojik bulgularin istatistiki olarak karsilastiriimasi

Birinci Hiperemi PMNL | Anjiyogenezis | Fibroblast | Epitelizasyon
Hafta
1. grup

1,88+0,13% | 1,75+0,16? | 2,0+0,00 ? 0,13+0,13 © 0,25+0,16 ©
2. grup

1,540,192 | 1,2540,16°¢ | 1,75£0,16%® | 0,63+0,18* | 0,75+0,16%
3. grup

1,25£0,16° | 1,50+0,19° | 1,50+0,19° 0,25+0,16 > | 0,50+0,19 *
4, grup

1,25+0,16° | 1,5040,19° | 1,0+0,00 ¢ 0,75+0,16 2 1,0+0,00 2

Aymi siitunda farkli harf gruplar aras1 P<0,05 diizeyinde 6nemliligi belirtir.
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2. haftada hiperemi agisindan grup 3 ve 4’iin, grup 1. ve 2’ye gore istatistiksel olarak daha
ylksek oldugu saptanirken (p<0.05), grup 3 ve 4 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi
(p>0.05).

2. haftada PMNL agisindan grup 3 ve 4’iin, grup 1. ve 2’ye gore istatistiksel olarak daha yiiksek
oldugu saptanirken (p<0.05), grup 3 ve 4 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p>0.05).

2. haftada anjiyogenezis acisindan grup 4’iin, grup 1, 2 ve 3’e gore istatistiksel olarak daha
yiiksek oldugu saptand1 (p<0.05).

2. haftada fibroblast agisindan grup 2, 3 ve 4’iin, grup 1’e gore istatistiksel olarak daha yiiksek
oldugu saptanirken (p<0.05), grup 2, 3 ve 4 arasinda istatistiksel olarak anlaml1 fark saptanmadi
(p>0.05).

2. haftada epitelizasyon agisindan grup 2 ve 4’tin, grup 1 ve 2’e gore istatistiksel olarak daha
yiiksek oldugu saptanirken (p<0.05), grup 3 ve 4 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi
(p>0.05).

Tablo 3.10: 2. hafta histopatolojik bulgularin istatistiki olarak karsilastirilmasi

Ikinci Hiperemi PMNL Anjiyogenezis | Fibroblast | Epitelizasyon
Hafta
1. grup

1,500,192 | 1,38+0,182 | 1,540,192 0,68+0,132 | 0,6340,18°
2. grup

1,00+0,19 2 | 1,13+0,13 ¢ 1,38+0,18 2 1,00+0,00® | 1,3840,18 2
3. grup

0,75+0,16° | 0,88+0,23° | 1,00+0,00 " 1,00+0,00 ° | 0,88+0,13 °
4. grup

0,63+0,18° | 0,88+0,13° | 0,50+0,19 ¢ 1,00+0,00° | 1,75+0,16 2

Aynt stitunda farkli harf gruplar aras1 P<0,05 diizeyinde 6nemliligi belirtir.
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Sekil 3.3: 1.grup (kontrol) ratda bir hafta sonrasinda, 6dem, hiperemi, epidermiste vakuoller ile
epidermiste ayrilma H.E. x100

Sekil 3.4: Kok hiicre sivis1 grubunda 1 hafta sonrasinda, 6dem, hiperemi, epidermiste vakuoller ile
anjiogenezis. H.E. x100
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Sekil 3.5: Kok hiicre sivis1 grubunda iki hafta sonrasinda epitelizasyon. H.E. x100

Sekil 3.6: PRP grubunda iki hafta sonrasinda PMNL infiltrasyonu. H.E. x100
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Sekil 3.7: PRP grubunda iki hafta sonrasinda epitelizasyon. H.E. x100

Calisma gruplarinda birinci hafta ve ikinci haftada real time PCR ile hesaplanan VEGF ve IL-1
seviyeleri ortalamalari ve istatistiki karsilastirmasi asagida tablolar halinde verilmistir (Tablo 3.11 ve
Tablo 3.12).

1. haftada VEGF degerleri kiyaslandiginda Grup 2 ve 4’iin, grup 1 ve 3’e gore istatistiksel
olarak daha yiiksek oldugu saptanirken (p<0.05), grup 2 ve 4 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi (p>0.05).

1. haftada IL-1 degerleri kiyaslandiginda Grup 2, 3 ve 4’iin, grup 1’e gore istatistiksel olarak
daha yiiksek oldugu saptanirken (p<0.05), grup 2, 3 ve 4 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi (p>0.05).
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Tablo 3.11: 1. hafta real time PCR ile VEGF ve IL-1 seviyeleri istatistiki karsilastirmasi

Birinci Hafta VEGF IL-1

1. grup 26,74 + 0,68 2 29,14 + 0,62 2
2. grup 26,99 +0,36° 27,40 + 0,67°
3. grup 27,13 + 0,62%® 28,00 + 1,06°
4. grup 26,25 +0,6° 27,52 + 1,84°

Ayni siitunda farkli harf gruplar aras1 P<0,05 diizeyinde énemliligi belirtir.

2. haftada VEGF degerleri kiyaslandiginda Grup 2 ve 4’iin, grup 1 ve 3’e gore istatistiksel
olarak daha yiiksek oldugu saptanirken (p<0.05), grup 2 ve 4 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi (p>0.05).

2. haftada IL-1 degerleri kiyaslandiginda Grup 2, 3 ve 4’iin, grup 1’e gore istatistiksel olarak
anlamli fark oldugu saptanirken (p<0.05), grup 2, 3 ve 4 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmadi (p>0.05).

Tablo 3.11: 2. hafta real time PCR ile VEGF ve IL-1 seviyeleri istatistiki karsilagtirmasi

Ikinci Hafta VEGF IL-1

1. grup 26,97 +0,32 a 28,31+1,19a
2.grup 25,64+£0,22b 25,48+ 0,27 b
3. grup 26,23 + 0,52 ab 26,06 0,76 b
4. grup 2540+043b 25,34+0,45b

Aynu siitunda farkli harf gruplar aras1 P<0,05 diizeyinde 6nemliligi belirtir.
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Her 4 grupta ratlarin 1. hafta ve 2 hafta goriintiileri asagidadir (Sekil 3.8, 3.9, 3.10, 3.11, 3.12, 3.13, 3.14,
3.15)

Sekil 3.8: 1. Grup (Kontrol) farelerde olusturulan yanigin birinci hafta sonundaki goriiniim.
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Sekil 3.9: 2. Grup (PRP) farelerde olusturulan yanigin birinci hafta sonundaki goriiniimii.

Sekil 3.10: 3. Grup (Giimiis Sulfadiazin) farelerde olusturulan yanigin birinci hafta sonundaki
gorinumu.
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Sekil 3.11: 4. Grup (Wharton Jeli Mezenkimal Kok Hiicre kaynakli Conditioned Medium) farelerde
olusturulan yanigin birinci hafta sonundaki goriintimii.

Sekil 3.12: 1. Grup (Kontrol) farelerde olusturulan yanigin ikinci hafta sonundaki goriiniimii.
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Sekil 3.13: 2. Grup (PRP) farelerde olusturulan yanigin ikinci hafta sonundaki goriiniimdi.

Sekil 3.14: 3. Grup (Giimiis Sulfadiazin) farelerde olusturulan yanigin ikinci hafta sonundaki
gorunumul.
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Sekil 3.15: 4. Grup (Wharton Jeli Mezenkimal K6k Hiicre kaynakli Conditioned Medium) farelerde
olusturulan yanigin ikinci hafta sonundaki gortiiniimii.
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3.Tartisma

Yanik yaralanmalari, hemen hemen her organ sistemini etkileyen ve dnemli morbidite ve mortaliteye yol
acan yaralanmalardan biridir. Diinya Saghik Orgiiti'ne (WHO) gore, yilda 180.000 &liim yanik
yaralanmasiyla iligkilidir ve 2004'te diinya ¢apinda yaklasik 11 milyon insan ciddi sekilde yanmis ve tibbi
tedaviye ihtiya¢ duymustur [23].

Siddetli yaniklarda enflamasyon, hipermetabolizma, kas kayb1 ve insiilin direnci goriilebilmektedir ve bu
degisikliklerin yaralanmay1 takip eden birkag y1l boyunca devam ettigi bilinmektedir [24].

Yanik yaralanmasi tedavisi son on yilda 6nemli derecede ilerleme saglayarak mortaliteyi azaltirken, son
calismalar yanik yaralanmasina bagli morbiditelerin bir¢cogunun yanik iyilestikten ¢ok sonra ortaya
ciktigin1 gostermektedir. Yanik yaralanmalari artmis kanser, kardiyovaskiiler hastalik, sinir sistemi
bozukluklari, diyabet, kas-iskelet sistemi bozukluklari, gastrointestinal hastalik, enfeksiyonlar, anksiyete
ve depresyon riski ile iliskilendirilmektedir [25]. Bu nedenlerden dolay1 yanik yaralanmasi kronik bir
hastalik olarak kabul edilmeli, tedavi ve bakimi buna gore yapilmalidir.

Yanik yaralanmalarmin biiyiik kismi diisiik sosyoekonomik toplumlarda goriilmektedir. Bu nedenle
yanik tedavisinin maliyeti hastalar, aileleri, sigorta sirketleri ve devlet i¢in ¢ok Onemlidir. Yapilan
caligmalar yanik yaralanmalarinin ¢ok maliyetli oldugu yoniindedir [26].

Bu kadar oliimciil ve sekel birakan bir hastaligin birgok tedavi segenegi mevcuttur. Yara iyilesmesi
stiresini hizlandirmak i¢in erken debridman ve cilt grefti ile onarim basarili bir tedavi secenegi olmakla
beraber, cerrahiye uygun olmayan hastalar veya yeterli olmayan dondér alan gibi zorluklar bu se¢enegi
kisitlayabilmektedir [27].
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Cerrahi olmayan tedavide sentetik yara ortiileri, biiylime faktorleri, aselliiler dermal matriksler, kiiltiire
edilmis epitelyal hiicreler yiiksek maliyet nedeni ile yaygin kullanilamamaktadir [15].

Bir diger tedavi secenegi yara iyilesmesini hizlandirmasi, enfeksiyon oranini azaltmasi, kolay elde
edilebilir olmasi nedeni ile PRP’dir [28]. PRP’nin yanik iyilesmesi {izerine etkileri birgok ¢alismada
gosterilmistir [21, 29, 30]. Fakat tiim bunlarla birlikte yanik hastalarinda PRP uygulanmasimin
kisithiliklart da bulunmaktadir. Yanik hastalarinin fizyolojik durumlariin degismesi, trombositlerin
kalitesi ve biiyiime faktorlerinin miktarinin saglikli bireylere gore farkli olabilmesine yol agmaktadir [31].
Glmiis sulfadiazin yiizeyel yanik tedavisinde altin standart oldugu diisiiniilmektedir [32] [33] [34].
Yiizeyel uygulamada altin standart olmasina ragmen giimiis sulfadiazinin 6nemli yan etkileri de
mevcuttur. Alerji, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) eksikliginde hemoliz, immiin kompleks
olusumu ve methemoglobinemi 6nemli yan etkilerindendir [35]. En sik goriilen aplastik anemi, hemolitik
anemi ve l0kopeni gibi hematolojik yan etkileridir. Mutlaka anemi ve enfeksiyon durumlari
sorgulanmalidir. Daha 6nce gelismis hipersensitivite, gebelik ve yenidogan bebeklerde kullanmaktan
kagiilmalidir [36].

Son 20 yilda kok hiicreler, yaniklar da dahil olmak tizere bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmigtir [37].
Kendini yenileme ve multipotent farklilagsma kapasiteleri ile bir¢ok dokudan elde edilebilen mezenkimal
kok hiicreler hasarli dokularin iyilesmesi igin énemli bir kaynaktir. Insan Wharton Jeli Mezenkimal Kok
hiicreler, diger mezenkimal kok hiicrelerle karsilastirildiginda, bol ve ucuz bir hiicre olmasi nedeni, kisa
ikiye katlanma siiresi, yiiksek cogalma kapasitesi, daha diisiik immiinojenite ve giivenlik gibi bircok
avantaja sahiptir [38]. Wharton jeli mezenkimal kok hiicreler tarafindan besiyerinde ¢esitli interlokinler,
glukozaminglikanlar, hiicre adezyon molekiilleri, ¢esitli biliylime faktorleri salinmaktadir ki bu da
Conditioned Mediumu olusturmaktadir [39, 40]. Insan Wharton Jeli Mezenkimal K&k Hiicre kaynakli
Conditioned Medium’un kalp hastaligi, karaciger hastaligi, diyabet, Crohn hastaligi, COVID-19 gibi
birgok hastalik tedavisinde olumlu etkileri galismalarda gosterilmistir [41]. Fakat ulasilabilen literatiirde
yanik iizerinde Insan Wharton Jeli Mezenkimal Kok Hiicre kaynakli Conditioned Medium’un yanik

tizerinde etkilerine ulagilamamistir.
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Calismamizda histopatolojik olarak degerlendirildiginde 1. haftada epitelizasyon agisindan Wharton

Jeli Mezenkimal Kok Hiicre kaynakli Conditioned Medium grubunda daha iyi sonuglanirken, 2 haftada
da PRP ve Wharton Jeli Mezenkimal Kok Hiicre kaynakli Conditioned Medium grubunun sonuglari
gilimiis sulfadiazin ve kontrol grubuna gore daha olumlu sonuglandi. Literatiirde giimiis sulfadiazinin
yara epitelizasyonunu geciktirebilecegi ile ilgili yayinlar mevcuttur [42].

Calismamizda histopatolojik olarak degerlendirildiginde 1. haftada fibroblast aktivitesi Wharton Jeli
Mezenkimal Kok Hiicre kaynakli Conditioned Medium grubunda daha iyi sonuglanirken, 2 haftada
gilimiis sulfadiazin, PRP ve Wharton Jeli Mezenkimal Kok Hiicre kaynakli Conditioned Medium’da
kontrol grubuna gére daha iyi sonuglanmistir. Literatiirde Mezenkimal Kok Hiicre kaynakli CM un
biiylime faktorleri, sitokinler araciligi ile fibroblast, keratinosit migrasyonunu hizlandirabilecegi
gosterilmistir [43].

Calismamizda histopatolojik olarak degerlendirildiginde 1. Haftada PMNL agisindan giimiis sulfadiazin
ve Wharton Jeli Mezenkimal Kok Hiicre kaynakli Conditioned Medium grubunda, PRP ve kontrol
grubuna gore anlamh fark saptandi. Kocaman ve ark. yaptigi caligmada da PMNL agisindan Giimiis

Sulfadiazinin kontrol grubuna gore anlamli fark saptandigi gosterilmistir. [44].

Proliferasyon fazinda (3-14. giin) biiyime faktorleri anjiyogenezisi artirmaktadir [45]. Remodeling
fazinda (21. giin- 1. y1l) anjiyogenezis ve kan akimi azalmaktadir [46]. Mezenkimal kok hiicre kaynakli
CM proliferasyon fazinda VEGF, FGF, EGF gibi mediyatorler aracilifi ile anjiyogenezisi
diizenlemektedir. Insan Wharton Jeli Mezenkimal K&k Hiicre, Kemik iligi Mezenkimal Kok hiicrelerden
daha anjiyogenik oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda Insan Wharton Jeli Mezenkimal K6k Hiicre
kaynakli Conditioned Mediumun’un anjiyogenezis iizerinde diger gruplardan daha etkili oldugu
goriilmiistiir [47]. Bizim ¢aligmamizda 1. Haftada ve 2 haftada 6rnekler alindigindan remodeling fazinda
degildir. Bu yiizden Conditioned Medium anjiyogenezis orani diger gruplara gére anlamli derecede

yiiksektir. Yapilan ¢aligmalarda Conditioned Mediumun anjiyogenezisi arttirdgi saptanmistir [48].

Laidding ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada yanik sonrasi PRP enjeksiyonunun VEGF diizeylerini

kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiikselttigi gosterilmistir [49]. Sun ve arkadaslarinin yaptig1 bir
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diger calismada yine yanik dokuya otolog PRP enjeksiyonunun VEGF diizeylerini kontrol grubuna gére
anlamli olarak yiikselttigi gosterilmistir [50]. Zhu ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada VEGF diizeylerinin
PRP grubunda kontrol grubuna goére anlamli olarak yiiksek ¢iktig1 saptanmistir [51]. Bizim ¢alismamizda
da 1. ve 2. hatalarda VEGF diizeyleri PRP ve Wharton Jeli Mezenkimal Kok Hiicre kaynakli Conditioned
Medium grubunda kontrol ve Glimiis Sulfadiazin grubuna gore anlamli olarak yiiksek saptandi.

Yapilan ¢alismalarda PRP ve mezenkimal kok hiicre birlikte kullanilmasinin yara iyilesmesine iizerine

sadece mezenkimal kok hiicre kullanilmasina nazaran daha etkili oldugu gosterilmistir [52].

JY Sun ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada Wharton Jeli Mezenkimal Kok Hiicre kaynakli Conditioned
Mediumun PCR ¢alismasinda inflamatuar genler olan IFN, TNF, IL-1, and IL-6 ekspresyonunu azalttigi,
anjiogeneziste rol alan VEGF, EGF, bFGF ve KDR diizeylerini arttirdig1 gosterilmistir [53]. Zhu ve
arkadaslarmin yaptig1 calismada IL-1 diizeylerinin PRP grubunda kontrol grubuna gére anlamli olarak
diisiik ¢iktig1 saptanmustir [51]. Nitekim bizim ¢alismamizda da VEGF diizeyleri CM verilen grupta
kontrol grubuna goére anlamli fark saptanmistir. IL-1 diizeyleri ise calismamizda Wharton Jeli
Mezenkimal Kok Hiicre kaynakli Conditioned Medium grubunda kontrol grubuna gére anlamli fark

saptanirken, diger gruplarla anlamli fark saptanmadi.
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4. Sonug¢ ve Oneriler

Sonug olarak her 3 ilag grubunun da yanik iyilesmesini indiikledigi saptanmistir. Wharton Jeli
Mezenkimal Kok Hiicre kaynakli Conditioned Medium hiperemiyi, PMNL diizeylerini, anjiyogenezisi,
fibroblast diizeylerini, epitelizasyonu, VEGF diizeylerini artirip, IL-1 diizeylerini azaltarak
yapmaktadir. Giimiis sulfadiazin hiperemiyi, PMNL diizeylerini artirip, IL-1 diizeylerini azaltarak yanik
iyilesmesine katki saglamaktadir. PRP ise fibroblast diizeylerini, epitelizasyonu, VEGF diizeylerini
artirip, IL-1 diizeylerini azaltarak etki etmektedir. Daha az yan etkilerinin olmasi, ucuz ve kolay
eldeedilebilir olmasi, en az PRP ve altin standart olarak kabul edilen Giimiis sulfadiazin kadar yanik
tyilesmesine etki edebilmesi nedeniyle Wharton Jeli Mezenkimal K6k Hiicre kaynakli Conditioned

Medium’un yanik tedavisinde yaygin olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.
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Yanik her bir insanin karsilasabilecegi en 6nemli travmalardan biridir. Yanik yaralari hem hastalara hem
de saglik sistemine Onemli zorluklar olusturmaktadir. Derin yaniklarda ciltalti yapilarin (dermis,
hipodermis ve kaslar) etkilenmesi ile uzamis yara iyilesme zamani en 6nemli zorluklardan biridir. Yanik
sonrasi genis bir hiicre ve doku kaybi1 olusabilir. Ayn1 zamanda yanik sonrast komplikasyonlar gelisebilir
ki, bu da tedavi surecinde zorluklara neden olabilmektedir.
Gilintimiizde siklig1 giderek artan ve mortalite ve morbiditeye neden olan yanigin tedavisinde kok hiicre
uygulamalari giinden giine artmaktadir. Literatiirde yanik tedavisinde Kemik iligi Mezenkimal K6k hiicre
kaynakli Conditioned Medium daha 6nce kullanilmistir. Fakat Wharton Jeli Mezenkimal Kok hiicre
kaynakli Conditioned Medium’un (WIJMKH-CM) yanik tedavisinde kullanimma literatiirde
rastlanmamistir. Bu ¢alismada yanik sonras1t Wharton Jeli Mezenkimal Kok hiicre kaynakli Conditioned
Mediumun yanik iyilesmesine katkida bulunup bulunmadig1 ve yara iyilesmesi iizerinde etkisi varsa bunu
hangi yolla gerceklestirildigi aragtirilmaktadir.
64 adet rat randomize olarak 4 gruba ayrildi (1. Grup 16, 2. Grup 16, 3. Grup 16, 4. Grup 16 olacak
sekilde) Her grupta 8 adet disi, 8 adet erkek rat bulundu. Her grup 2 alt gruba ayrild1 (Grup la 8, Grup
1b 8, Grup 2a 8, Grup 2b 8, Grup 3a 8, Grup 3b 8, Grup 4a 8, Grup 4b 8 olacak sekilde). Her alt grupta
4 adet erkek, 4 adet disi rat bulundu. 1. gruba (kontrol) yanik sonrasi herhangi bir uygulama yapilmadi.
2. gruba yanik sonrasi 1. giinde PRP (Platelet Rich Plazma) uygulandi. 3. gruba 1. giinde Giimiis
4



sulfadiazin uygulandi. 4. gruba yanik sonrasi 1. giinde Wharton Jeli Mezenkimal Kok hiicre kaynakli
Conditioned Medium uygulandi. Grup 1 a, 2 a, 3 a ve 4 a ‘daki ratlardan 7 giin sonra, grup 1 b, 2 b, 3 b,
4 b ‘deki ratlardan ise 14 giin sonra 6rnekler alindi. Makroskobik, histolojik ve PCR degerlendirmeleri
yapildi.

Deneysel olarak yanik olusturulan dort grupta da makroskopik diizeyde derin ikinci derecede
yanik olustugu tespit edildi. Calisma siiresince yapilan makroskobik muayenelerde Wharton Jel
Mezenkimal Kok Hiicre kaynakli Conditioned Medium ve Giimiis sulfadiazin uygulanan gruplarda yara
kabugunun daha saglam ve daha kisa siirede sekillendigi dikkat ¢ekti.

Her 3 ilag grubunun da yanik iyilesmesini indiikledigi saptanmistir. Wharton Jeli Mezenkimal
Kok Hiicre kaynakli Conditioned Medium hiperemiyi, PMNL diizeylerini, anjiyogenezisi, fibroblast
diizeylerini, epitelizasyonu, VEGF diizeylerini artirip, IL-1 diizeylerini azaltarak yapmaktadir. Glimiis
sulfadiazin hiperemiyi, PMNL diizeylerini artirip, IL-1 diizeylerini azaltarak yanik iyilesmesine katk1
saglamaktadir. PRP ise fibroblast diizeylerini, epitelizasyonu, VEGF diizeylerini artirip, IL-1
diizeylerini azaltarak etki etmektedir. Daha az yan etkilerinin olmasi, ucuz ve kolay eldeedilebilir
olmasi, en az PRP ve altin standart olarak kabul edilen Giimiis sulfadiazin kadar yanik iyilesmesine etki
edebilmesi nedeniyle Wharton Jeli Mezenkimal Kok Hiicre kaynakli Conditioned Medium’un yanik

tedavisinde yaygin olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Sozciikler: Conditioned Medium, Kok Hiicre, Yanik



7. SUMMARY

Burns are one of the most important traumas that every person can face. Burn wounds
pose significant challenges to both patients and the healthcare system. Prolonged wound
healing time is one of the most important challenges in deep burns, as the subcutaneous
structures (dermis, hypodermis and muscles) are affected. Extensive cell and tissue loss may
occur after burns. At the same time, complications may develop after burns, which can cause

difficulties in the treatment process.

Stem cell applications are increasing day by day in the treatment of burns, the frequency
of which is increasing day by day and causes mortality and morbidity. In the literature, Bone
Marrow derived Mesenchymal Stem cell Conditioned Medium has been used before in the
treatment of burns. However, the use of Wharton’s Jelly derive Mesenchymal Stem cell
Conditioned Medium (WJMSC-CM) in the treatment of burns has not been found in the
literature. In this study, it is investigated whether Wharton’s Jelly derive Mesenchymal Stem
cell Conditioned Medium contributes to burn healing and if it has an effect on wound healing,

in which way it is achieved.

64 rats were randomly divided into 4 groups (1. Group 16, 2. Group 16, 3. Group 16, 4.
Group 16). There were 8 female and 8 male rats in each group. Each group was divided into
2 subgroups (Group 1a 8, Group 1b 8, Group 2a 8, Group 2b 8, Group 3a 8, Group 3b 8, Group
4a 8, Group 4b 8). There were 4 male and 4 female rats in each subgroup. In the 1. group
(control), no application was made after the burn. PRP (Platelet Rich Plasma) was applied to
the 2. group on the first day after the burn. Silver sulfadiazine was applied to the 3. group on
the first day. Wharton’s Jelly derive Mesenchymal Stem cell Conditioned Medium was
applied to the 4. group on the first day after the burn. Samples were taken 7 days after the rats
ingroup 1 a, 2 a 3 aand 4 a, and 14 days later from the rats ingroup 1 b, 2 b, 3 b, and 4 b.
Macroscopic, histological and PCR evaluations were performed.

It was determined that deep second degree burns occurred at the macroscopic level in
all four groups with experimental burns. In the macroscopic examinations made during the
study, it was noted that the scab was formed more robustly and in a shorter time in the groups
treated with Wharton’s Jelly derive Mesenchymal Stem cell Conditioned Medium and Silver

sulfadiazine.

All three drug groups were found to induce burn healing. Wharton’s Jelly derive



Mesenchymal Stem cell Conditioned Medium causes hyperemia, PMNL levels, angiogenesis,
fibroblast levels, epithelialization, and VEGF levels by increasing IL-1 levels. Silver
sulfadiazine contributes to burn healing by increasing hyperemia, PMNL levels and
decreasing IL-1 levels. On the other hand, PRP acts by increasing fibroblast levels,
epithelialization, VEGF levels and decreasing IL-1 levels. We think that Wharton’s Jelly
derive Mesenchymal Stem cell Conditioned Medium can be widely used in the treatment of
burns, as it has fewer side effects, is cheap and easily available, and can affect burn healing at

least as much as PRP and Silver sulfadiazine, which is considered the gold standard.

Keywords: Conditioned Medium, Stem cell, Burn



