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OZET

Deri viicuttaki en biiyiikk organdir ve viicudun tiim dis yilizeyini kaplar. Anatomi ve islev
bakimindan 6nemli 6l¢iide farklilik gdsteren epidermis, dermis ve hipodermis olmak iizere ii¢
katmandan olusur. Cildin yapisi, viicudun patojenlere, UV 1s181na, kimyasallara ve mekanik
yaralanmaya kars1 ilk bariyeri olarak hizmet eden karmasik bir sistemden olusur. Ayni1 zamanda
sicaklig1 ve ¢evreye salinan su miktarini da diizenler. Yaralanmalarda ilk hasar1 deri alir ve
asamali olarak yara iyilestirme siireci baglar. Yara iyilestirme, travma ile tetiklenen hiicresel ve
biyokimyasal olaylarin etkilesimi ile birlikte hasarlanan dokunun yeniden onarilmasidir. Yara
tyilesmesi bir¢ok hiicre tipini, ¢esitli sitokinlerin ve biiyiime faktorlerinin birbiriyle uyum i¢inde
rol aldig1 biyolojik, komplike, dinamik bir siiregtir. Yara iyilesmesi, dort asamadan olusur:
hemostaz, iltthaplanma, proliferasyon ve yeniden sekillenme. Yapilan calismalarda dogal
bilesiklerin yara iyilesmesinde etkili oldugu gosterilmistir. Allantoin genellikle Karakafes
bitkisinden elde edilen toz halinde temin edilip ¢alismalarda kullanilan bir piirin tiirevidir.
Dogal bir bilesik olan allantoin; antioksidan, antiinflamatuar, yara iyilesmesi ve hipoglisemik
etkiler dahil olmak iizere gesitli farmakolojik 6zellikler sergiler. Ayni zamanda yenilikgi olarak
yara iyilestirme basamaklarinda kullanilmaktadir. MTT analizi, Apoptoz analizi, Yara
Kapanma deneyi, Hiicre dongiisii analizi, DIOC6 boyasi, ve kantitatif PCR analizi yardimiyla
allantoinin HaCaT hiicre hatt1 tizerindeki etkileri arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gére 200
puM allantoin dozunun hiicre canliligin1 ve yara iyilesmesini anlamli oranda arttirdigi
goriilmiistiir. Allantoin uygulamasi apoptotik hiicre sayisinda bir artigsa sebep olmamistir. 200
uM allantoin uygulanan hiicrelerin S vs G2/M fazinda toplandigi goriilmiis ve elde edilen
sonuglar MTT sonuglarii desteklemistir. Bunlara ek olarak, 200 uM Allantoin uygulamasinin
Akt, Colla ve Fibronektin seviyelerinde artisa neden oldugu gosterilmistir. Sonuglar,
allantoinin yara iyilesmesinde etkili oldugunu ve tedavide kullanim i¢in uygun bir dogal bilesik

oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: allantoin, yara iyilesmesi, proliferasyon



ABSTRACT

The skin is the largest organ in the body and covers the entire outer surface of the body. It consists
of three layers, the epidermis, dermis, and hypodermis, all three of which differ significantly in
anatomy and function. The structure of the skin consists of a complex system that serves as the body's
first barrier to pathogens, UV light and chemicals, and mechanical injury. Italso regulates the
temperature and the amount of water released into the environment. In injuries, the skin takes the
first damage and the wound healing process begins gradually. Wound healing is the re-repair of the
damaged tissue with the interaction of cellular and biochemical events triggered by trauma. Wound
healing is a biological, complex, dynamic process in which many cell types, various cytokines, and
growth factors act in harmony with each other. Wound healing consists of four stages: hemostasis,
inflammation, proliferation and remodeling. Studies have shown that natural compounds are
effective in wound healing. Allantoin which is a natural compound, is a purine derivative that is
generally supplied as a powder obtained from the Black Cage plant and used in studies. It exhibits
various pharmacological properties including antioxidant, anti- inflammatory, wound healing and
hypoglycemic effects. At the same time, wound healing steps are used innovatively. This study aims
to investigate the effects of allantoin on the HaCaT cell line by MTT assay, Apoptosis analysis,
Wound Closure assay, Cell cycle analysis, DIOC6 dye, and quantitative PCR analysis. General
benefits of allantoin: moisturizing and soothing, cellregeneration, anti-inflammatory effect, wound
healing, antioxidant protection. According to the results, it was observed that 200 pM allantoin dose
significantly increased cell viability and wound healing. Allantoin treatment did not cause an increase
in the number of apoptotic cells. It was observed that cells treated with 200 uM allantoin accumulated
in the Svs G2/M phase and the results were supported the MTT results. In addition, 200 uM Allantoin
treatment has been shown to increase Akt, Colla and Fibronectin expression levels. The results show

that allantoin is effective inwound healing and is a suitable natural compound for use in therapy.

Key Words: allantoin,wound healing , proliferation
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1.GIRIS

1.1. Deri

Deri, ¢ok gesitli mikroorganizmalar1 barindiran, ¢ok sayida kivrim, girinti ve o6zel
boliimlere sahip 1,8 m2'lik ¢esitli habitatlardan olusan bir ekosistemdir. Derinin birincil rolii,
viicudumuzu yabanci mikroorganizmalara ve toksik maddelerin potansiyel saldirilarina karsi
koruyan fiziksel bir bariyer gorevi gormektir. Deri li¢ ana tabakadan olugmaktadir. En distan

ice dogru olacak sekilde epidermis, dermis ve hipodermistir (Sekil 1) [1].

Epidermis, viicudun koruyucu tabakasini olusturarak [2] derinin esnekliginde ve sertliginde
rol oynar. Ayrica derinin su dengesi epidermis tarafindan kontrol edilir. Keratinositler bu
tabakadaki major hiicre tipi olmasina ragmen, epidermiste melanositler, Merkel ve Langerhans
hiicreleri gibi farkli tipte hiicreler de bulunur. Melanositler, saglikli deri hiicrelerini UV
radyasyonundan koruyan melanin pigmenti tiretirken; Merkel hiicreleri, noronal sinyal kaskadi
icin reseptor gorevi goriir. Langerhans hiicreleri ise bagisiklik hiicrelerinin dendritik kdkenine

aittir ve makrofaj gorevi goriir [3].

Insanm viicudunun neredeyse tamamin1 kaplayan en biiyiik organi olan deri, i¢ doku ve
organlar1 dis hasarlara kars1 korur. Deri yaralanmalarda genellikle termal, fiziksel, mikrobiyal
ve kimyasal bir takim zararlilarla karsilasir. Bu potansiyel olarak zararh faktorlerden herhangi
biri derinin normal yapisini ve islevini bozar ise, yara olusur. Ilgili deri katmanlarma gore
yaralar ii¢ kategoriye ayrilir. Derinin sadece ilk tabakasi olan epidermisin hasar gordiigi
yiizeysel yaralar, kismi- hem epidermisin hem de dermisin bozuldugu yaralar ve epidermise ve

dermise ek olarak hipoderminin de hasar gordiigii tam kalinlikta yaralar.

Epidermis, tirnak, ter, sa¢ ve yag bezlerinin mukoza zarlar1 gibi uzantilar ile beraber
daimi Ortii sistemini meydana getirir. Ayrica, yanitlarin diizenlenmesi i¢in ozellesmis sinir
reseptorleri gibi ¢esitli yardimci yapilar da mevcuttur. Hem dis hem de i¢ uyaranlar (1s1, agri,
dokunma ve basmg gibi) cildin 6nemli islevlerini yerine getirmesine yardim eder. Her
tabakadaki hiicrelerin tipleri ve belirli bir anatomik konumdaki kalinliklar1 birbirinden oldukga
farklidir. Ornegin, epidermis en ince gdz kapaklarinda 0,1 mm iken, en kalin degerineavug ici

ve ayak tabanlarinda 1,5 mm’ye ulasir [4].



Pigmentli derinin (ten renginin) tanimlanmasi, ¢esitli klarm ve etnik gruplarin
arastiritlmasini1 gerektirir. Deri rengi ve derinin gilines 15181 gibi g¢evresel faktorlere verdigi
tepkinin yani sira diger fenotipik belirtiler, ilk insanligin baslangicinda siiflandirmistir. Daha
yakin zamanlarda, molekiiler analiz, irklar ve etnik gruplar arasindaki genetik farkliliklar
tamimlanmistir. Cogu antropolog, irksal cesitliligin dogal segilim siiregleriyle gelistigine
inanmaktadir; yani irklarda farkli biyolojik 6zellikler gelismistir. Clinkii bu 6zellikler belirli bir
ortama uyum saglamay1 kolaylastirmigtir. Ornegin, koyu pigmentli derinin ekvatora yakin
yasayan insanlar1 ultraviyole (UV) 1sinlarindan korumak igin evrimlestigine inanilmaktadir. Ote
yandan, ekvatorun kuzeyinde yasayan insanlar, epidermisin bazal tabakasinda D vitamini
olusumunu tesvik etmek i¢in UV 1gmlarinin yeterli emilimini saglamak i¢in daha soluk bir
deriye sahiptir. Yapilan arastirmalara gore ise farkli irktan insanlarda koyu renkli derilerin

yaraya ve tahrise daha duyarli oldugu dogrulanmistir [5].

Dermis, insan derisinin ikinci tabakasidir ve epidermisin altinda bulunur. Epidermise
destek saglar ve dis etkilere karsi koruma saglar. Deri dokusunun en kalin ve en giiclii kismini
olusturur. Dermis ¢esitli yap1 ve hiicreleri igerir. Derinin elastikiyet, dayaniklilik ve esneklik
gibi 6nemli islevlerini yerine getirir. Dermis, icerdigi elastin lifleri sayesinde derinin
esnemesini saglar. Kilcal damarlar ve kan damarlar1 yoluyla deriye kan ve oksijen saglar. Ter
bezleri aracilifiyla terleme yoluyla viicut sicakliginin diizenlenmesine yardimci olur. Sinir
uclar1 dokunma, basing, agr1 ve sicaklik gibi duyusal uyaranlar algilar ve beyne iletir. Ek
olarak, yara iyilesmesi sirasinda yeni deri hiicrelerinin olusumunu destekler. Dermis, iki ana
katmandan olusur: papiller dermis ve retikiiler dermis. Papiller dermis, dermisin en tistteki ince
tabakasidir ve epidermisi destekler. Retikiiler dermis, papiller dermisten daha kalin ve
yogundur. Dermisin biiyiikk kismin1 olusturur ve kollajen, elastin lifleri ve diger yapisal

bilesenleri igerir.

Hipodermis derinin en alt tabakasidir ve deri ile altindaki dokular arasinda bulunur.
Deri alt1 veya yag tabakasi olarak da bilinir. Hipodermis deriyi destekler, yalitimi saglar ve
enerji depolamasinda 6nemli bir rol oynar. Hipodermis, bag dokusu ve yag hiicrelerinden
olusur. Bag dokusu, kollajen ve elastin lifleri i¢eren bir ag yapisidir. Bu lifler, hipodermisin
giliclinli ve elastikiyetini saglar. Yag hiicreleri (adipositler) hipodermiste baskindir ve yag
depolanmasindan sorumludur. Yag hiicreleri ayrica kan damarlarini, sinir u¢larini ve lenfatik

damarlar1 igerir.
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Sekil 1. Derinin Katmanlar:

1.1.1. Epidermis

Epidermis tabakasi, yaglanmayla birlikte kinetigin yavaglamasina ragmen, yagsam boyunca
stirekli olarak hiicre (deri hiicreleri) devri olarak bilinen dogal bir siirecte yenilenir. Epidermisin
bazal tabakasinda olusan bu dogal dongiide, hiicreler apoptoz gegirdikten sonra dokiildiikleri

deri ylizeyine ulasana kadar siirekli olarak sekil degistirir [3].

Normal epidermis, siirekli yenilenen ¢ok katli yass1 bir epiteldir. Epidermisteki anahiicre,
epidermal hiicrelerin yaklasik %95'ini olusturan ektodermal olarak tiiretilmis keratinosittir.
Keratinosit, bazal membrana tutunma noktasindan deri yiizeyine kademeli olarak hareket
ettikce, morfolojik olarak farkli birkag epidermal katman olusturur. Bunlar Bazal Tabaka,
Dikenli Tabaka, Taneli Tabaka ve Keratinlesmis Tabakadir. Bazal tabaka en derin ve deriye
rengini veren kisimdir. Epidermisde bulunan en kalin katmandir ve birbiriyle sanki dikensi
uzantilar aracilig1 ile baglanmis gibi goziiken, en fazla 10 kata kadar dizilmis, diizensiz ve
kenarl keratinosit hiicrelerinden olusmaktadir. Epidermisin i¢indeki en kalin katmandir ve
birbiriyle sanki dikensi yapilar araciligiyla baglanmis gibi goziiken, birkagkattan 10 kata kadar
dizilmis, dlizensiz ve kenarli keratinosit hiicrelerinden olugsmaktadir. Taneli tabaka, hiicrelerin
iist go¢ i¢in hazirlandigi ince bir tabakadir. Bu katmanda hiicreler organellerini, ¢ekirdeklerini

kaybederler ve derinin bariyer islevine katkida bulunan lipid zarfi



ad1 verilen bir zarfi alirlar. Ayrica, hiicre 6liimii nedeniyle hiicre zar1 kalinlagir. Uretilen keratin
ve keratohyalin, tirnak ve sag¢ yapisinda yer alir. En yiizeysel katman Keratinlesmis tabaka
olarak adlandirilir. Keratinlesmis tabaka 20-25 kat 6lii keratinositten olusur. Bu yogun tabaka,
viicudu c¢evresel faktorlerden, bakterilerden ve diger mikroorganizmalardan korur.
Keratinlesmis tabaka soyulur ve periyodik olarak degistirilir. Ancak keratinlesmis tabakanin
sert ve kuru yapisi ayni kalir. Avug iclerinde ve ayak tabanlarinda, keratinlesmis tabaka ile
taneli tabaka arasinda ek bir katman olan 1s1ldak tabaka tanimlanabilir. Epidermiste bulunan

diger hiicre tiirleri arasinda melanositler, langerhans hiicreleri ve merkel hiicreleri bulunur [6].

Melanositler deri, sag, iris ve diger bazi dokularda bulunan 6zellesmis hiicrelerdir. Deri
pigmentasyonunu saglayan melanin adi verilen pigmenti iiretirler. Melanositlerin gorevleri deri
rengini belirlemek ve UV ismlarina karsi koruma saglamak gibi onemli rollere sahiptir.
Epidermisin bazal tabakasinda, 6zellikle stratum bazalda bulunurlar. Her melanosit, dendritik
yapiya sahip bir hiicre govdesi ve dendritler boyunca yayilan melanozom adi verilen pigment
graniilleri igerir. Dendritler, melanositlerin melanini g¢evreleyen keratinositlere transfer
etmesini saglar. Melanositler, melanin pigmentini tirozin adi verilen bir amino asitten sentezler.
Melanozomlar, melanositlerde iiretilen ve igerdikleri melanin pigmentini depolayan yapilardir.
Melanozomlar melanositlerde olgunlasir ve melanini keratinositlere aktarmak i¢in dendritler

boyunca tasinir. Melanin, deri, sa¢ ve gozlerin rengini belirleyen pigmenttir[3].

Langerhans hiicreleri, dikensi tabakaya yerlesmis, yildiz seklini alan, 6zel bir tiir beyaz kan
hiicresidir. Langerhans hiicreleri, epidermis hiicrelerin %2-8’ini kaplayacak kadar genis 6lgiide
bulunarak, enfeksiyonlari onlemek igin ¢alisir ve T hiicreleri ile etkileserek, bagisiklik
reaksiyonlarini tetiklemeye de yardimei olur. O agidan langerhans hiicreleri deri ve tiim viicut
bagisiklik sisteminin 6nemli bir unsurudur. Langerhans hiicreleri, dendritik hiicreler adi verilen
0zel bir hiicre tipine aittir. Dendritik hiicreler, bagisiklik sistemi tizerinde 6nemli bir rol oynar
ve viicudun savunmasinda yer alirlar. Langerhans hiicreleri de bagisiklik sisteminin bir pargasi
olarak enfeksiyonlara, alerjenlere ve diger zararli maddelere kars1 savunma mekanizmalarinda
yer alirlar. Langerhans hiicreleri, uzantilar1 olan dendritleri sayesinde ¢evredeki patojenleri ve
yabancit maddeleri algilayabilir. Bu hiicreler, antijen ad1 verilenyabanci molekiilleri tanir ve bu
antijenleri 6zellesmis bagisiklik hiicrelerine sunarak bagisikliktepkisini baslatirlar. Langerhans
hiicreleri, alerjik reaksiyonlarda, cilt enfeksiyonlarinda ve deri kanserlerinde 6nemli rol
oynarlar. Ayrica, bagisiklik sistemi hiicreleri arasinda iletisimi saglayarak bagisiklik
yanitlarinin diizenlenmesine katkida bulunurlar. Langerhans hiicreleri, deriye has ozellikler

tasiyan bir hiicre populasyonudur ve deri biyopsilerinde veya doku



analizlerinde tanimlanabilirler. Arastirmalar, Langerhans hiicrelerinin islevlerini daha iyi
anlayarak cilt hastaliklarinin tedavisinde potansiyel bir hedef olarak kullanilabileceklerini

ortaya koymaktadir (Sekil 2).

Merkel hiicreleri, ayn1 zamanda Merkel-Ranvier hiicreleri ya da taktil epitel hiicreleri olarak
adlandirilan omurgalilarin derilerinde bulunan ve hafif temas hissi i¢in gerekli, oval bigimli
mekanoreseptorlerdir. Insanlarm parmak uclar1 gibi oldukca hassas deride yogun olarak
bulunurlar ve somatosensoriyel getirici sinirlerle sinaptik baglanti kurarlar. Yaygin olmasa da
bu hiicreler habis hale doniiserek agresif ve tedavisi zor bir deri kanseri tiirii olan Merkel hiicre
karsinomasi olusturabilirler. Her ne kadar noral krest kokenli olduklart kaydedilmis olsa da son
zamanlarda memeliler lizerinde yapilmis olan deneyler aslinda epitel kokenli olduklarini
gostermistir  [75,76]. Ayni zamanda Merkel hiicreleri, bazal epidermis tabakasinda

melanositlerle de temas halindedir.

Stratum Dead
corneum keratinocytes
Stratum
lucidum
Stratum
granulosum Lamellar granules
Keratinocyte
Langerhans cell
Stratum
spinosum
Melanocyte
Stratum Merkel cell
basale Tactile disc
Dl Sensory neuron

Sekil 2. Epidermis katmanlari ve epidermis hiicreleri



1.1.2. Dermis

"Gergek deri" olarak da bilinen dermis, agirlikli olarak kolajen (deriye rengini veren
protein) iceren lifli, sekilsiz ve elastik dokudan olusan kalin bir tabakadir. Bu tabaka serttir,
retikiiler lifler ve elastini barindirir [7]. Dermis, derinin hidrasyonunu ve sikiligii korumaya
yardimct olan biyo bilesikler (hyaluronik asit, kollajen ve elastin gibi) c¢esitli soylardan
fibroblastlar tarafindan iiretilir (Sekil 3) [8]. Epidermis koruyucu bir bariyer gorevi gorerek
hiicre dongiisiine ev sahipligi yaparken, dermisin ana islevi derinin sikiligini ve elastikiyetini
korumaktir. Dermis, derinin kalinligimin %90'in1 olusturur ve yaklasik 2 mm'dir [9]. Derinin
sikiligini saglayan kolajen, elastikiyet saglayan elastin ve hidrasyonu saglayan hyaluronik asit
dermisin yaklasik %70'ini olusturur. Dermis, derinin sikiligi ve elastikiyeti {izerinde epidermise
gore daha biiyiik bir rol oynar ¢iinkii deri hasar gordiigiinde tersine gevrilmesi daha zor olan

kirigikliklara ve sarkmaya daha yatkin hale gelir [9,10].

Dermis tabakasi sinirleri, kil koklerini, ter bezlerini, lenf ve kan damarlarini igerir. Ek olarak
bu tabakada fibroblast hiicreleri bulunur. Fibroblastlar viicutta bulunan bag dokusunun 6nemli
hiicreleridir. Bag dokusu viicutta destek, koruma ve yapisal biitiinliiglin saglanmasindakritik bir
rol oynar. Fibroblastlar, bag dokusunun yapisini ve islevini olusturan proteinlerin sentezinden
sorumludur. Tipik olarak, genis bir hiicre govdesine ve uzun, dallanmis uzantilarasahiptirler.
Bu uzantilar ¢evre dokularla iletisim ve etkilesimi saglar. Fibroblastlar aktif hiicrelerdir ve
genellikle gogalma ve yeni proteinleri sentezleme yetenegine sahiptirler. Dermis tabakasi iki
i¢ tabakaya ayrilir; papiller dermis ve retikiiler dermis. Papiller dermis tabakasi kan damarlar
ve fibrositler igerirken, retikiiler dermis tabakasi yogun kolajen igerir [3]. Deri yilizeyine daha
yakin yerlesimli olan papiller tabaka yasa ve yerlesim yerine bagl olarak 300-400 mikron
genislige ulasir. Ust kisimda, beslenme ve innervasyon igin gerekli olan sinir uglarin1 ve
mikrovaskiiler damarlar1 igeren dermal papilla ad1 verilen kordonlar halinde diizenlenmistir.
Papiller dermis, daha yiiksek bir hiicre yogunlugu, daha yiiksek bir proteoglikan igcerigi ve daha
zay1f bir kollajen lifleri dizilimi ile retikiiler dermisten farklidir. Papiller dermisin diizensiz bir

polar yapisi vardir; yogunlugu bazal membrandan retikiiler dermise dogru azalir [12].
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Sekil 3. Epidermisteki fibroblast hiicrelerinin mikroskop goriintiisii

1.1.3. Hipodermis

Deri histolojisinde deri alti doku veya hipodermis ad1 verilen bagka bir katman daha vardir.
Hipodermis, gevsek bag dokusu ile beyaz yag dokusu igerir [3]. Hipodermis, viicuttaki derinin
alt tabakasidir. Yastik gorevi gorerek i¢ organlari darbelere karsi korur. Enerji depolamak,
viicudun 1s1 dengesini saglamak ve viicudu zarar gérmekten korumak gibi bir¢ok 6nemli islevi
vardir. Yaslandik¢a hipodermisin boyutu kigiiliir ve deri sarkmaya baslar.Hipodermis, viicut
1s1s1 degisikliklerine karsi koruyucu bir yalitim tabakasidir. Yaghiicrelerinin dis kisimlarinda,
viicut 1s1sinin etkisinde ve soguk hava kosullarinda viicut 1sisinin korunmasina yardimet olur.
Hipodermis, enerji i¢in yag depolayan biiylik miktarda yag deposu igerir. Bu depolanan yag;,
viicut enerji titkketimi telafisi i¢in kullanilabilir. Viicut seklini ve konturunu yonlendiren 6nemli

bir katmandir.

1.2.Yara Iyilesmesi

Yara iyilesmesi, travma ile tetiklenen hiicresel ve biyokimyasal olaylarin etkilesimi ile
birlikte hasarlanan dokunun yeniden onarilmasidir. Yara iyilesmesi bir¢ok hiicre tipinin, gesitli
sitokinlerin ve biiylime faktorlerinin birbiriyle uyum iginde rol aldigi biyolojik, komplike ve

dinamik bir stirectir.



Yara iyilesmesi, homeostaz, iltihaplanma, ¢gogalma ve yeniden sekillenme (olgunlasma)
asamalarindan olusur (Sekil 4). Yara iyilesmesi, hiicre proliferasyonu, neovaskiilarizasyon ve
artan hiicre dis1 matris (ECM) olusumunu igeren ¢ok yonlii bir prosediirdiir. Deri farkl: hiicre
katmanlarma sahiptir, ancak bir darbe ile karsilastiginda kolayca zarar goriir. Yara ¢abuk
iyilesmezse enfeksiyon kapma riski yliksektir. Bu nedenle viicut yarayi olabildigince ¢abuk
iyilestirmeye baslar. Viicudun dogal yara iyilesme siireci kiiclik yaralari iyilestirebilir; ancak
kismi veya tam kalinlikta olan yaralarda bu iyilesme siireci sinirlidir ve islevsel deri dokusunun
yenilenmesinde basarili olmayabilir. Bu tiir ciddi vakalar1 tedavi etmek ic¢in ilk kural,
debridman igeren split-deri greftlemedir (SSG). Bununla birlikte, bu yontemin greft reddi,
hastanin dondr bolgesinde agri, morbidite ve enfeksiyon gibisinirlamalari olmasi nedeniyle,

rejeneratif tibbin ¢ok dikkat ¢ektigi baska yontemler de ortaya ¢ikmistir [2].
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Sekil 4. Yara iyilesmesi fazlari

1.2.1. Homeostaz

Homeostaz cevresel degisikliklere yanit olarak bir organizmada i¢ stabiliteyi siirdiirme
yetenegidir. Akciger, beyin, Kkalp gibi organlarin fonksiyonlarinin koordinasyonu ile
organizmanin fizyolojik dengesinin siirdiiriilmesidir. Bu denge i¢ c¢evredeki sabitligin
korunmasint ve dis c¢evredeki adaptasyonu saglamaktadir. Homeostazdan sonra, kasilmig
damarlar genisleyerek 16kositlerin, biiylime faktdrlerinin, besinlerin ve sitokinlerin yarali
bolgeye ulagmasina izin verir. Trombositler ve lokositler, iltihab1 baslatmak i¢in sitokinlerin

salmimini hizlandirir. Bu fazin baslica hiicre tipleri makrofajlar, nétrofiller ve lenfositlerdir.



Inflamasyon fazi, monositlerin ve nétrofillerin yaral bélgeye gécii ile karakterize edilir. Bu
hiicrelerin varliginda yarali bolge bakteri ve yabanci partikiillerden arindirilir. Endotel
hiicreleri, makrofajlar ve notrofiller kemotaksis ile bolgeye gelir ve fibrin pihtisinin olusumunu
destekler. Notrofiller, ilk yanittan sorumlu olan inflamatuar hiicrelerdir. Yarali bolgedeki
notrofiller ayrica CXCL-8 gibi kemoatraktan salgilarlar. CXCL-8, inflamasyon, kontaminasyon
veya doku hasari gibi aginma ve yipranmadan kaynaklanan hasarlarin kapatilmasinda 6nemli
bir rol oynar. CXCL-8, enfeksiyonun yayilmasini dnlemek ve yaralanma veya enfeksiyonun
neden oldugu doku hasarini onarmak igin bagisiklik sistemi hiicrelerini hedef bolgeye geker.
Notrofiller, enfeksiyonla miicadelede ve yarali doku hiicrelerinin temizlenmesinde énemli rol
oynayan beyaz kan hiicreleridir. CXCL-8, enfeksiyona veya hasarli bolgeye dogru hareket
etmek icin notrofilleri damarlardan uzaklastirir. Boylece bagisiklik sistemi hiicreleri,

enfeksiyonla miicadele veya doku hasarin1 onarma siirecine katilabilir.

1.2.2. inflamasyon

Inflamasyon bagisiklik sisteminin viicudu ¢esitli hastalik ve yaralanmalara kars1 korumak
icin verdigi bir tepkidir. Inflamasyon ile bagisiklik sistemi patojenlerle savasir ve bu durum
yara iyilesmesi siirecinde olduk¢a Onemlidir. Homeostazdan sonra, kasilmig damarlar
genisleyerek 10kositlerin, biliylime faktorlerinin, besinlerin ve sitokinlerin yarali bolgeye
ulagmasina izin verir. Trombositler ve l6kositler, inflamasyonu baslatmak ig¢in sitokinlerin
salmimini hizlandirir. Matris metalloproteinazlar (MMP) birgok doku ve hiicre tipinde bulunan
enzimlerdir. Bu enzimler, hiicreleri distan ¢evreleyen hiicre dis1 matrisin parcalanmasinda ve
yeniden yapilandirilmasinda 6nemli bir rol oynar. Bir ¢esit sitokin olan MMP'ler ihtiyag
olmadig1 hallerde ¢ok diisiik oranlarda bulunurlar, ancak iltihaplanma, asinma, yara iyilesmesi,
yeniden doku olusumu ve kanser gibi durumlarda ¢ok yiiksek oranda salinirlar ve aktivasyonlari
yuksektir. MMP'ler, hiicre go¢iinii, doku yeniden sekillenmesini, hiicre ¢ogalmasini ve
inflamasyonu diizenler. MMP’ler ciltte bol miktarda bulunan kesilmis kolajen tip I'in salinimini
yapar. Bu ailenin baslica tiyesi- MMP-9'dur. MMP-9, bazal lamina proteinlerini keser ve

keratinositlerin bazal laminadan yarali bolgeye gociinii arttirir.

Ayrica noétrofiller, makrofajlari bolgeye ¢ekmek i¢in interlokin-1 (IL-1), interlokin-4 (IL- 4),
timor nekroz faktorii alfa (TNFa) ve interlokin-8 (IL-8) gibi birgok sitokin salgilar. Bu

bolgedeki makrofajlarin aktivitesi, yaralanmadan 48-72 saat sonra zirve yapar. Iltihaplanma
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evresinin asil amaci yaralanan bolgeyi olas1 enfeksiyondan korumaktir. Nétrofiller, birikintileri
ve bakterileri li¢ farkli mekanizma ile uzaklastirir. Birincisi fagositoz yoluyla yabanci
partikiillerin yok edilmesidir. Notrofiller, hiicresel kalintilar1 uzaklagtirmak ve yara yatagini
mikroorganizmalardan armdirmak igin fagositozu baslatir. [13]. Ikincisi, nétrofil
degrantiilasyonu yoluyla 6lii dokular1 ve bakterileri yok etmek i¢in toksinlerin salgilanmasidir
[14]. Son olarak, notrofil hiicre disi tuzaklarinin (NET'ler) mikroorganizmalar1 ve farkli
patojenleri yakalayip ortadan kaldirmasi ve bunlari yayilmasini 6nlemek icin salgilanmasidir
[15]. Diger bir destekleyici olay da trombosit kaynakli biiyiime faktoriinin (PDGF)
salgilanmasidir. PDGF'ler, fibroblast proliferasyonunu kolaylastiracak bir matris saglamak
i¢in kollajen miktarini arttirir [16]. PDGF, makrofajlar i¢in bir kemoatraktan goérevi goriir ve
fibroblast proliferasyonunu hizlandirir. Epidermal biiytime faktorii (EGF), keratinositlerinbazal
laminadan canliligimi ve gogiinii artirmak igin 6zel olarak salinir. Ayrica, hem TGFfhem de
CXCL 4, yeni matrisin sentezini, keratinositlerin yeniden sekillenmesini ve ¢ogalmasini da
indiikler [17].

Makrofajlar fenotipik etkilerine gore iki cekirdek gruba ayrilir. M1 (proinflamatuar)
makrofajlar, konakg¢iy1r enfeksiyona karsi korur ve iltihaplanma siirecini destekler. M2
(antiinflamatuar) makrofajlar iltihab1 baskilar ve yarayi iyilestirmek i¢in biiylime faktoriini
salgilar. iltihabin ilk asamasinda; M1 makrofajlar1 iyilesme siirecine dahil olur. lyilesme
stirecinde, M1 makrofajlar1 apoptozu indiikler ve notrofillerin yikimini gergeklestirir. Busiireg
bir dizi olay1 baslatir ve sitokin salinimini durdurarak M2 makrofajlarmni indiikler. Inflamasyon
asamasinin ¢ok uzun siirmesinin konakg¢iya zarar verdigi ve kronik yara olusumunu arttirdigi

ise bilinen bir gergektir.
1.2.3. Proliferasyon

Proliferasyon hiicrelerin uygun kosullarda hizli bir sekilde hiicre dongiisiinii tamamlayarak
cogalmasi durumudur. Yeniden sekillenme (remodeling) proliferasyon sathasindan sonra baglar
ve yillarca siirer. Bu kollajen liflerinin yeniden sekillenmesidir. Bu asamada yumusak ve
jelatindz yapidaki tip 11l kollajen zamanla daha siki olan tip | kollajene donisiir.
Kontraksiyonun bir kismi bu asamada gergeklesir. Yara yaklasik 6 hafta sonra baglangigtaki
hasarinin % 95'ini diizelterek iyilesir. Bakterilerden, birikintilerden ve yabanci partikiillerden
arindirilmis olan yara bolgesi iltihaplanma asamasindan proliferasyon asamasima ge¢cmeye
hazirdir. Hatta inflamasyon proliferasyon fazmnin erken evrelerinde devam edebilir.

Proliferasyon fazi 3 alt gruba ayrilir. Bunlar temel olarak epitelizasyon, anjiyogenez ve
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graniilasyondur. Inflamasyon fazinin sonunda, M2 makrofajlar1 gecisi desteklemek icin
bliyiime faktorlerini serbest birakir. Epitelizasyon fazinin temel amaci, yeni olusan dokuya
besinleri ve gazlari tasimak i¢in yeni damarlar1 olusturmaktir. Makrofajlar PDGF, FGF,VEGF
ve TGFp gibi baz1 biiylime faktorlerini serbest birakarak graniilasyon fazina gecis saglar [18].
VEGF ve FGF, endotelyal hiicre proliferasyonunu ve anjiyojenezi indiikler. Bu siire¢ temeldir

ve yeni ECM kompozisyonu olusturmak i¢in gereklidir [19].
1.2.3.1. Epitelizasyon

Epitelizasyon, yara iyilesmesinin ilk asamasinda olusur ve yara yatagi kapanana kadar
devam eder. Yaralanma derecesine gore epitel hiicreleri yukar1 ve asagi dogru hareket eder.
Bazal lamina saglam kalirsa, epitel hiicreleri saglikli dokular gibi daha yiiksek bir yere dogru
goc eder [17]. Ote yandan, bazal lamina hasar goriirse, epitel hiicreleri koruyucu bir bariyerin
restorasyonunu baslatmak icin yarali bolgeye goc eder [20]. Yaranin kenarinda yer alan epitel
hiicreleri proliferasyon fazinin ilk gé¢men hiicreleridir. Hiicrelerin gogii karsi tarafa ulasana
veya karsi taraftaki gogmen hiicrelerle karsilasana kadar devam eder. Bu olay; Epitelyal-
mezenkimal ge¢is (EMT) olarak adlandirilan siirecte meydana gelir [14]. Keratinositler devreye
girdikten sonra migrasyon ve mitoz siireci durur ve hiicreler kendilerini farklilastirarak yeni
olusturulan bazal membran iizerine ¢ok kathi epitel olustururlar [21]. Keratinositlerin gocii
derinin tiim boliimlerinde gergeklesir. Bu siire¢ yaralanmadan sonraki 50 saat i¢inde baslar ve

15. giine kadar devam eder [18].

Keratinositler, fibrin aginin bir tarafindan diger tarafina goc¢ eder. Bunu yapmak igin
olgunlagmamis keratinositler, bazal laminadan ayrilmak ve yara yatagindan gegisini
kolaylastirmak i¢in plazmin ve MMP'ler salgilar. Bu sitokinler ve biiyiime faktorleri,
keratinositleri bazal laminaya baglayan hemidesmozomlar:1 etkiler. Mitojenle aktive olan
protein kinaz (MAPK 'ler) gibi kinazlar, IL-la'nin salgilanmasiyla bazal keratinositlerde aktive
edilir [22]. Bazal keratinositler, TNF-a, keratinosit biiyiime faktorii (FGF-7) ve/veya EGF gibi
bilyiime faktorlerinin yukari regiilasyonu ile ¢ogalir. Ozellikle FGF 7, keratinosit migrasyonu
ve proliferasyonu i¢in sadece epitelizasyon sirasinda degil normal yasamda da en Onemli
bliyiime faktoriidiir. Migrasyon sona erdiginde keratinositler substrata yeniden baglanir ve
temasin neden oldugu inhibisyon sonucu bazal membran1 yeniden olusturur [17]. PAR1 ve
PAR2 neonatal keratinositlerden salgilanir ve Keratinositlerin proliferasyonunda farkli
ozelliklere sahiptir. PAR1 proliferasyonu indiiklerken, PAR2 Kkeratinositlerin proliferasyonunu

inhibe eder ve endotel hiicrelerinin gogalmasini uyarir [23].
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1.2.3.2. Anjiyogenez

Anjiyogenez, genel yara iyilesme siirecinin ¢ok dnemli bir agsamasidir. Yeni damarlarin
olusumu, gazlari, bagisiklik hiicrelerinin ve besinlerin yeni olusan dokulara tasinmasi ig¢in
gereklidir. Inflamatuar faz boyunca, nétrofiller ve makrofajlar, anjiyogenezi tesvik etmek icin
anjiyojenik biiytime faktorleri salgilar. Endotel yiizey integrinleri, neovaskiilarizasyonu
hizlandirarak iyilesme siirecine dahil olurlar [24]. Endotel ylizey integrinleri av ve B3 inhibe
edildiginde, anjiyogenez fazi durur. Boylece normal iyilesme siireci gelismez. Vaskiiler endotel
biiyiime faktorii (VEGF), FGF'ler ve hipoksi de yeni damarlarin olusumunu uyarir [25]. Falanga
ve arkadaslari, VEGF ve VEGF reseptorii 1'i (VEGF R1) indiikledigi i¢in bFGF'nin anjiyogenez
icin 6nemli oldugunu belirtmislerdir. Baska bir deyisle; dncelikle trombositler tarafindan daha
sonra yaral bolgedeki yerlesik hiicreler tarafindan salgilanan bFGF, VEGF ve PDGF'ler,
yaralanmaya bagli anjiyojenik olusumun ana aracilaridir. Endotel hiicre gocii ve kilcal damar
gelisimi de TNF-a ile karakterize edilir. Endotelyal progenitor hiicreler kemik iliginde bulunur

ve yaralanmaya yanit olarak kan dolagimina katilir [22].

1.2.3.3. Graniilasyon

Yara olusumundan 4 giin sonra graniilasyon fazi baslar [18]. inflamasyon fazinda mast
hiicreleri ve makrofajlardan salgilanan biiyiime faktorleri dermiste yer alan fibroblastlarin yara
bolgesine gogline neden olur. Bu gog, dermisteki hiicrelerin baglarini proteazlar yardimiyla
kirarak gerceklesir. Aslinda graniilasyon ve anjiyogenez fazi birlikte baglar [26]. Ayrica
fibroblastlarin, yaralanmamis bolgenin dermal fibroblast kok hiicrelerinden ve kan dolagimina
katilan yetiskin mezenkimal onciillerinden kaynaklandigi da bildirilmistir. Fibroblastlar,
anjiyogenez fazinda iretilen yeni damarlar araciligiyla yarali bolgeye hareket eder ve once
fibrin piht1 liflerine tutunarak go¢ etmeye baslar, sonra fibronektine baglanmaya devam eder.
Gog eden fibroblastlar, matris bilesimini desteklemek i¢in biiylik miktarlarda kollajen sentezler
[27]. ECM olusumu, yaranin eski sekle en yakin sekline katkida bulunur. Graniilasyon fazinin
baslangicinda kollajen normalden daha az tiretilir ve birbirine paralel olarak yerlesir. Bir siire
sonra fibriller kalinlasmaya ve yara bdlgesi boyunca siralanmaya baslar. Boylece gerilme

mukavemeti artmaya baslar ve yara dokusu iyilesmeye baslar [28].

ECM olusumuna katkida bulunan bazi 6nemli biiylime faktorleri vardir. TGFB ve
PDGF, proliferasyonu ve kollajen birikimini artirmak i¢in trombositlerden, makrofajlardan ve
cevreleyen fibroblastlardan salgilanir. Fibrin piht1 hiicresinden salgilanan TGF-f inaktiftir.

Yara bolgesindeki yerlesik hiicreler proteinazlar salgilayarak TGF-B'y1 aktive eder. Aktif
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TGF-B, fibroblastlar1 daha fazla ECM proteini tiretmesi i¢in uyarir [29]. TGF-B'nin inhibisyonu
fazin inhibisyonuna yol acar, bu da graniilasyon dokusunun yoklugu ile sonug¢lanir. PDGF
tarafindan aktive edilen fibroblastlar daha fazla proteoglikan ve glikozaminoglikan (GAG)
iireterek kolajenlerin birbirine baglanmasina ve daha esnek hale gelmesine olanak tanir.
Graniilasyon asamasi, matris dokusu i¢in ¢ok O6nemlidir ve hiicre gociinii hizlandirarak ve
dokunun saglam bir iskelet {izerine insa edilmesini saglayarak yara iyilesmesini olumlu yonde
etkiler. Bu asamada kollajen salinimi ¢ok 6nemlidir ve yara bolgesine iyilestirici bir etkisi
vardir [30]. Kollajenin yam sira; fibronektin, elastin, laminin veproteoglikanlarin iiretimi ve
birikimi de bu asamada ¢ogalir. Fibronektin kollajenin birbirine ve ¢evre hiicrelere tutunmasini
kolaylastirir. Graniilasyon dokusunda olusan fibronektin, elastin, laminin, ve proteoglikan

migrasyonu artirir ve ayrica yeni olusan matriksin nemli kalmasini saglar [31].

1.2.4. Remodelling (Yeniden Sekillenme)

Yeniden sekillenme iyilesme siirecinin son asamasidir ve yaralanmadan sonraki 7. giinde
yani yara kapandiktan sonra baslar ve 2 y1l devam eder [33]. Graniilasyon asamasinda olusan
doku, yeniden sekillenme asamasinda daha karmasik hale gelir ve yaray1 kapatir. Graniilasyon
fazinda olusan kollajen diizensiz bir sekilde yerlesir ve bu da yaranin kalinlasmasina neden olur
[34]. Yeniden sekillenme asamasinda, kollajen yara hatti boyunca yerlesir ve su emilimini
artirarak nemli bir ortam olusturur. Kollajen lifleri birbirine yaklasir ve kendiaralarinda bir
capraz bag olusturur. Yapistirilmis kollajen, yaranin kalinhigini azaltir ve yara bolgesini daha
saglam hale getirerek gerilme mukavemetini arttirir [34]. Yara tamamen kapansa bile ¢gekme
mukavemeti ayni olamaz. Cekme mukavemeti bir malzemenin gerilime maruz kaldiginda
¢cekme yoOniinde ne kadar dayanabilecegini ifade eder. Bu, bir malzemenin gerilmeye karsi
direncinin bir dlgiisiidiir. Broughton ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada yaralanma oncesi
gerilme kuvveti yiizde 100 kabul edilirse bu oran 3 hafta sonra yiizde 30'a, 3ay sonra ise yiizde
80'e ¢ikt1g1 gosterilmistir [20,22].

Fibroblastlar, graniilasyon asamasinda tip 1'den daha fazla tip 3 kollajen iiretir. Bununla
birlikte, tip 3 kollajen yeniden yapilanma asamasinda tip 1 ile degistirilir. Clinkii tip 3 kollajen
jelimsi ve yumusak bir yapiya sahiptir ve pargalanarak daha sert ve saglam olan tip 1 kollajeni
tiretir. Normal saglam deride en fazla bulunan kollajen formu tip 1'dir. Tip 1 kollajen
miktarindaki artig gerilme mukavemetini de arttirir. [35]. Yara bolgesinin derinligi, bolgedeki

hiicre gruplarmin yenilenip yenilenmedigini belirler. Yiizeysel bir yaralanmada ter bezleri, kil
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kokleri, parmak izleri ve dokunma duyusu diizelir. Derin yaralarda bu gruplar parmak izi
disinda geri gelmez, sonsuza dek kaybolurlar. Bu agsamada; artik gerekli olmayan makrofajlar,
noétrofiller, miyofibroblastlar ve vaskiiler hiicreler apoptoza ugrar [36]. Boylece daha dnce

damar olusumu nedeniyle kirmizi olan yara dokusu agik pembe olur [37].
1.3. Yara iyilesme tipleri

Yara iyilesme tipleri; primer, sekonder ve tersiyer yara iyilesmesi ( gecikmis tersiyer) olarak
tic gruba ayrilir. Primer yara iyilesmesi biitiinligii bozulan dokunun yara dokusuuglarinin
karsiliklt cerrahi dikis, stapler veya yapisan bantlar (strip) ile kapatilma esasina dayanir.
Kollajenin ve matris proteinlerinin sentezi, depolanmasi ve kollajen lifleri arasindaki baglarin
olusumu dengeli bir sekilde devam eder. Iyilesme minimal 6dem, ¢ok ince bir iz ve enfeksiyon
olmadan tamamlanir. Iyilesme sonrasi yara, yaralanma olmadan &nceki giiciiniin
% 85-90’n1m1 geri kazanir. Sekonder iyilesmede yara, 6zellikle doku defekti olan vakalarda agik
birakilarak, graniilasyon dokusu ve takiben yara kontraksiyonu ve epitelizasyonu ile
kapatilmadan iyilesmesi saglanir. Sekonder iyilesmede epitelizasyon biitiinliigiiniin korunarak
saglanmasi1 O6nemlidir. Epitelizasyonlar skar dokusunun gerilme kuvvetini olusturmasinda
onemlidir. Sekonder iyilesme yavas gelisen bir siirectir ve epitelizasyonun gelismesi 4-8 haftay1
alabilir. Sekonder iyilesme de skar daha genistir. Tersiyer iyilesmede ise genis doku
yaralanmalarinda, yabanci cisimle olan hasarlarda, ciddi bakteri kontaminasyonu olan
yaralarda, yara enfeksiyonunu engellemek amaci ile yara hemen degil birkag giin sonrakapatilir.
Bu siiregte yara agik birakilip steril serum fizyolojikli petlerle kapatilir. Yara birkag¢ giin agik
birakilarak enfeksiyon riski azaltilmis olur. Iyilesmenin sonunda primer kapamada ulasilan

gerilme kuvvetine esit degerler elde edilir.

Sonug itibariyle; yara iyilesmesi; biyokimyasal ve fizyolojik olaylar1 i¢eren ve doku
tamirinin etkin sekilde olmasi i¢in birbiriyle uyumlu asamalarin ardisik devam ettigi dinamik

bir siirectir.

1.4. Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

Yara iyilesme siireci birbiriyle baglantili pek ¢ok asamadan olustugu icin birgok sistemik
ve lokal faktorle de kesisebilir. Lokal komplikasyonlar dogrudan yaranin kendisiyle ilgili olsa

da, sistematik durumlar kisinin genel saglik durumuyla baglantilidir. Buna ragmen, yara
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iyilesmesini etkileyen yerel degiskenler, kronik yaralarin patolojisine yol acan sistemik

degiskenler tarafindan yonetilir.
1.4.1. Yara lyilesmesini Etkileyen Lokal Faktorler

1.4.1.1. Oksijenizasyon

Dogal bir iyilesme siirecinde, hemen hemen tiim yara iyilesme agamalarinda yer aldigi i¢in
oksijenizasyon 6nemli bir husustur. Oksijenizasyon evresi; enfeksiyonun onlenmesi, yara
hiicrelerinin aktivasyonu, hiicre proliferasyonu ve migrasyonu, yaralarin kasilmasi ve yeniden
sekillenmesi i¢in gereklidir [38]. Yara iyilesme siireci sirasinda hiicrelerin metabolizmasi ve
siirekli ATP iiretimi yoluyla hiicresel enerji diizeylerinin korunmasi, oksijenizasyona giiglii
bir sekilde baghdir. Bu nedenle, patojenlerin basarili bir sekilde ¢ikarilmasi, yara iyilesmesi
sirasinda 6nemli Ol¢iide Yyeterli oksijen seviyesine baglhidir [38]. Oksijenizasyon ayrica
neovaskiilarizasyonu tesvik ederek yara iyilesme siireci ig¢in gerekli hiicreleri uyarir ve

hiicrelerin yara bolgesine gerekli gogiinii saglar.

Hipoksi, yaralanma sirasinda vaskiiler sistemin tehlikeye girdigi diistiniildiigiinde, yakindaki
metabolik olarak aktif hiicrelerin yiiksek diizeyde oksijene ihtiya¢ duydugu bir zamanda
yaralarda daha c¢ok beklenir. Aslinda, vaskiilarizasyondaki bozulma nedeniyle, yas veya
diyabetik bir durum gibi bir¢ok sistemik durum, iyilesme sirasinda kronik yaralarin olusumuna
katkida bulunan bir faktor olarak kabul edilen uygunsuz oksijen akisina yol acabilir. Hem yara
olusumu hem de ko6tii tanimlanmis kan akisi nedeniyle indiiklenen oldukga hipoksik ortamlar,
yaranin derecesini kronik hale getirir. Hipoksik yaralar, yara ve bitisikteki hasarsiz dokular
arasinda bir oksijen gradyani olusturur. Bu gradyan, oksijenin hipoksikdokudan difiizyonunu
kolaylastirir. Oksijen gradyani, hipoksinin en yogun oldugu yara merkezinden baglar ve yaranin
kenarina dogru giderek azalir [38]. Sitokin iiretimi ve biiylime faktorleri de hipoksi yoluyla
tetiklenir. VEGF, TNFalfa, PDGF ve TGF-B hipoksiye yanit olarak olusur ve kemotaksisi,
hiicre proliferasyonunu ve gociinii destekler. Yara iyilesmesinin erken evrelerinde, yara
hiicreleri metabolik fonksiyonlar i¢in glikoliz yoluyla ATP iretir. Ancak daha sonraki
asamalarda, protein sentezi, hiicre ¢ogalmasi ve gocii i¢in ¢ok daha fazla ATP gerekir. Aslinda,
tahmin edildigi gibi, ROS {iretimi i¢in inflamatuar siire¢ sirasinda oksijen gereklidir. ROS

indiiksiyonu sadece hiperoksiden degil ayn1 zamanda hipoksiden de etkilenir [39].
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Sonug olarak, sistemik kosullarin neden oldugu uzun siireli hipoksi, yara iyilesmesinde
gecikmelere yol agarken, gecici hipoksi; anjiyogenezi, sitokin sekresyonunu ve hiicre
¢ogalmasini ve gogiinii uyararak yara iyilesmesini uyarir. Derideki kilcal damar yogunlugu,
periferik vaskiiler bozukluklar, anemi, ateroskleroz, kalp yetmezligi gibi yara iyilesmesindeki
sistemik faktorler iskemik yaralarin baglica sorumlularidir. Sistemik sorunlarin yani sira siirekli
basing, yatalak hastalarda oldugu gibi basing altindaki bolgede kan akiminin azalmasina neden
olabilir. Bu durum hasarli doku ¢evresinde oksijen ve yetersizligine neden olur ve sonug olarak

iskemik dokuya ve kronik yaraya yol agar [39].

1.4.1.2. Enfeksiyon

Cilt biitliinliigliniin bozulmasi ile deri alti mikroorganizmalara kars1 savunmasiz hale gelir.
Yara iyilesmesi inflamasyon siireci, yara bolgesinden artik istilacilar1 uzaklastirsa da, bu asama
bazen basarisiz olur ve mikroorganizmalar ¢ogalarak yara i¢inde enfeksiyonu tetikleyebilir
[34]. Invaziv enfeksiyonlar sirasinda, enfeksiyon kontamine olmayan diger dokulara
yayilabilir. Inflamatuar siire¢; genellikle notrofiller, makrofajlar ve bunlarin proteazlar ve ROS
gibi yardimc1 maddeleri tarafindan yara iyilesme kosullari altinda mikrobiyal enfeksiyonu
giderir. Kontaminasyon, kolonizasyon, kritik kolonizasyon/lokal kontaminasyon ve invaziv
enfeksiyon yarali dokuda mikroorganizma kontaminasyonu olarak tanimlanir [40]. Yaradaki
mikrobiyal aktivite, mikroorganizmanin konak reaksiyonuna, inflamatuar hiicre davranigina ve
sayisina, viriilans ve patojeniteye baglidir. Bir deridekibakteri yiikii dokuda gram basina
yaklagik 105 CFU/gr ise bu bir yara enfeksiyonu miktarinin daha fazlasmi olusturur [41].
Bununla birlikte, p-hemolitik Streptococci spp. gibi ¢esitli hastaliklara neden olabilen
potansiyel olarak patojenik organizmalarda sadece birkag mikrobiyal tiir yiiksek viriilans
faktoriine sahip olur ve deriyi 105 CFU/gr doku iizerine ¢ikararak zararh yara enfeksiyonlarini
meydana getirir. Bu nedenle, enfeksiyonu teshis etmenin iyi bir yolu her zaman yara
bolgesindeki mikrobiyal sayilari degerlendirmek degildir. Pseudomonas ve Staphylococcus
tiirleri, B-hemolitik Streptococci tiirleri disinda hem kronik hem de akut yara dokularinda
yaygindir. Pseudomonas spp birbirleri ile etkilesime girerek ekstrapolimerik maddeler igeren
proteinler, niikleik asit, polisakkaritler ve hiicresel artiklardan olusan biyofilm tabakalari
olusturur. Bu biyofilm mevcut tedavileri nler ve bakteri bariyeri gorevi goriir. Artan proteaz
ve endotoksin salinimi, yara yataginda uzun siirelimikrobiyal hayatta kalmanin neden oldugu
cogalan hiicre ve ECM proteinlerinin bozulmasina katkida bulunur [41]. Ayrica yerlesik
hiicreler, kronik iltihaplanma siirecini uyaran TNF-a ve IL-1 gibi blyiime faktorleri ve

sitokinleri iiretmek i¢in ¢ogalan mikroorganizmalar tarafindan
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uyarilir. Bu yliksek yanit genellikle MMP'lerin siirekli olarak ifade edilmesine ve TIMP'lerin
beklenmedik bir sekilde azalmasina neden olarak ¢evre dokuda siirekli bozulmaya neden olur
[39]. Enfeksiyonlardan ve asir1 inflamatuar yanitlardan kaynaklanan kronik yaralarin
gelisiminin Onlenmesi 6nemlidir. Bu nedenle, ya antibiyotikler kullanilarak ya da katki
maddeleri igeren glimiis kullanimi gibi diger terapétik stratejiler kullanilarak, yara bolgesinden
mikrobiyal kontaminasyon ortadan kaldirilabilir. Yanik yaralarinda bakteriyel enfeksiyona ek

olarak mantar enfeksiyonlarinin neden oldugu bagka kontaminasyonlar da bulunabilir [47].

1.4.2. Yara lyilesmesini Etkileyen Sistemik Faktérler

Yara iyilesmesini etkileyen sistemik faktorler temelde yas, kronik hastaliklar, yeme
aliskanliklar1 ve cinsiyettir. Buradaki yara iyilesmesini etkileyen sebepler genellikle yaralanma

gibi fiziksel bir duruma baglh degildir.

1.4.2.1. Yas

Hiicresel diizeyde yasa bagh degisiklikler yara iyilesmesinde gecikmelere neden
oldugundan, ileri yas gecikmeli iyilesme igin dnemli bir risktir. Bu gecikmeler aslinda yalnizca
zamana baglidir, bu nedenle iyilesmenin etkinligini etkilemezler. Ana baskilayici faktoriin
inflamatuar yanit oldugu bilinmektedir, ¢iinkii T hiicrelerinin yara bolgesine penetrasyonunun
baskilanmasina, makrofaj fonksiyonunun azalmasina ve yasla birlikte kemokin gelisiminin
artmasina neden olur. Literatiire gore, artan yas ayrica kollajen sentezini, anjiyogenezi ve
yeniden epitelizasyonu engeller [42]. Yara iyilesmesinin her asamasi yagla birlikte biiyiik
Olciide degisirken, iltihaplanma asamasi i¢in ¢eliskili bulgular yaymlanmistir. Caligmaya gore,
yasla birlikte nitrik oksit sentezi salinim1 ve vazoaktif kolaylastirict miktarlar1 azaldik¢a TNF-
a, TGF-p ve PDGF dahil alfa graniillerinin salinimi artmaktadir[43]. Bu alfa graniillerin
endotele yapigsmasi ve agregasyonu yasla birlikte artar. Yas arttikga 16kositlerden daha fazla
inflamatuar mediatér salgilanirken, ayni parametreye sahip lokositlerin proliferasyonu
azalmaktadir [42].
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1.4.2.2. Kronik Hastalhklar

Diyabet, obezite, kalp hastaliklari, damar problemleri ve kanser gibi kronik hastaliklar yara
iyilesmesini etkilemektedir. Diyabetli kisiler akut yara iyilesme bozukluklari ile miicadele eder
ve bu tlir hastalarin yaklasik yilizde 15'1 kronik diyabetik ayak iilserlerine (DFU'lar) karsi
savunmasizdir. Agri, inflamasyon, ndropati, travma, nasir olusumu ve vaskiilopati gibi ¢ok
sayida dissal faktor DFU'larin gelisimine katkida bulunur. Ek olarak, hiperglisemi ve ardindan
hipoksik kosullardan kaynaklanan ROS gelisimi siklikla hiicrelerde ve dokularda 6nemlihasara
yol agar [44]. Diyabetik iilser fibroblastlarin, akut yaralara kiyasla proliferasyon ve migrasyon
ozelliklerini azaltmaktadir. DFU'larda keratinositlerde ve endotel hiicrelerinde VEGF
sekresyonu, PDGF, I1L-10 ve IL8, IL-10 seviyeleri 6nemli 6l¢iide baskilanir. Venoz yetmezlik,
bozulmus yara iyilesmesine katkida bulunan 6nemli bir sistemik faktordiir. Kan basinci ve akis
yoniindeki kusurlar, damarlarin etkinligini azaltir ve bu da alt bacakta kan tutulmasina neden
olur. Derin damarlardaki asiri kan, bolgedeki kaslari olumsuz yonde etkilerve bunun sonucunda
kronik hipertansiyon olusur ki bu da vendz iilser olusumuna yol acar [45]. Son birka¢ yilda,
obezite artan bir saglik sorunu olmustur. Obezite; diyabet, kalp hastaligi, inme, kanser ve
hipertansiyon gibi hastaliklarin gelisme riskini de artirir. Bir¢ok enfeksiyon, lilser ve hematom
gibi komplikasyonlar obez hastalarda goriiliir. Artan agirlik ile deri kendi lizerine katlanmaya
baslar ve bu kivrimlar arasindaki siirtinme mikroorganizmalar i¢in miikemmel bir ortam
olusturarak deriye zarar verir. Obez hastalarda sitokin salinimi nedeniyle enfeksiyon insidansi
cok yiiksektir. Iskemi ve vaskiilarizasyon sorunlari nedeniyle obezlerde énemli sayida basinca

bagli tilser ve yaralanmalar mevcuttur.

1.4.2.3.Yeme Ahskanhklari

Iyi beslenme, yara iyilesme siirecinde 6énemli bir rol oynar ve hizli ve etkili iyilesme igin
gereklidir. Protein, yara iyilesmesinde gerekli bir besindir. Yeterince protein almak, doku
onarimi ve yeniden sekillenmesi i¢in onemlidir. Et, tavuk, balik, yumurta, siit driinleri,
baklagiller ve tofu gibi protein yoniinden zengin besinler tikketmek faydali olacaktir. C vitamini
kollajen iiretimi i¢in 6nemlidir ve yara iyilesmesinde 6nemli rol oynar. Turuncgiller, ¢ilek, kivi
ve yesil yaprakli sebzeler gibi C vitamini ydniinden zengin besinlerin tiiketilmesi yara
iyilesmesini destekler. A vitamini, hiicre yenilenmesi ve bagisiklik sistemi fonksiyonlar1 igin
gereklidir. Havug, 1spanak, tatli patates, kavun ve kayis1 gibi sar1 ve turuncu meyve ve sebzeler
A vitamini agisindan zengindir. Cinko, bagisiklik sistemi fonksiyonlarini destekleyerek yara

iyilesmesine yardimci olur. Deniz iriinleri, kirmiz1 et, kabak ¢ekirdegi,
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yogurt ve fasulye gibi ¢inkodan zengin besinlerin tiiketilmesi dnemlidir. Ayrica yeterli sivi
alimi viicut hidrasyonunu ve yara iyilesmesini destekler. Su, bitki ¢aylar1 ve taze sikilmis meyve
sular1 gibi saglikli i¢eceklerin tercih edilmesi onemlidir. Antioksidanlar, hiicresel hasari
azaltarak yara iyilesmesini destekler. Renkli meyve ve sebzeler, yesil ¢ay, ceviz ve findik gibi
antioksidan yOniinden zengin besinlerin tiiketilmesi yara iyilestirme siiregleri i¢in oldukga
onemlidir. Yiiksek seker ve rafine karbonhidrat iceren bir diyet iltihabi artirabilir ve yara
iyilesmesini geciktirebilir. Bunun yerine tam tahillar, sebzeler ve diisiik glisemik indeksli

gidalar gibi karmasik karbonhidratlara odaklanmak 6nemlidir.

1.4.2.4 Cinsiyet

Cinsiyetin yara iyilesmesi iizerinde birtakim etikileri mevcuttur. Yapilan ¢alismalarda
cinsiyetin yara iyilesmesi iizerindeki etkileri incelenmis ve hormonal farkliliklarin yara
iyilesmesini etkiledigi tespit edilmistir. Ostrojen hormonunun ozellikle kadmnlarda yara
iyilestirici etkilerinin oldugu bilinmektedir. Ostrojen, kollajen sentezini artirabilir vebagisiklik
tepkisini diizenleyebilir. Bu nedenle kadimnlarin genellikle erkeklere gore yaralar1 daha hizli
tyilestirdigi gézlemlenir. Bazi durumlarda hormonal ayarlamalar yara iyilesmesini etkileyebilir.
Ornegin menopoz sonrasi kadinlarda &strojen seviyeleri diiser ve bu da yara iyilesmesini
yavaglatabilir. Ayrica hormon replasman tedavisi alan kadinlarda veya androjen antagonistleri
(6rnegin prostat kanseri tedavisinde kullanilan ilaglar) alan erkeklerde yara iyilesmesinin
etkilendigi gozlemlenmistir. Cinsiyetin ayrica inflamasyon ve bagisiklik tepkisi tizerinde etkisi
vardir. Arastirmalar, kadinlarin genellikle erkeklerden daha giiclii bir bagisiklik tepkisine sahip
oldugunu gostermektedir. Bu, kadinlarin enfeksiyonlara daha hizli yanit verme egiliminde

olabilecegi ve yara iyilesmesinde bir avantaja sahip oldugu anlamina gelmektedir. [3]

1.5.Yara Iyilesmesinde Kullanilan Ilaclar Ve Dogal Uriinler

Iyilesmeyen yaralar veya gecikmis yara iyilesmesi dnemli bir saglik ve yasam riskine neden
oldugundan, yara iyilestirme stratejileri ile ilgili kapsamli arastirmalar yapilmistir. Yara
iyilesme basamaklarindaki son molekiiler ve hiicresel bulgular, yeni klinik uygulama

teknolojilerine ve stratejilerine yol agan daha iyi bir anlay1s saglamistir [42].
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1.5.1.Yara Pansumanlar: ve iskeleler

Cogunlukla benzer yaklasim olarak yaralarin bakiminda pamuk, plastik bandaj, gazli bez
gibi bir¢ok teknik kullanilmistir. Bu islemlerin temel amac1 enfeksiyondan kaginmak ve yara
bolgesini nemli tutmaktir. Teknik gelismelerin de yardimiyla, yenilik¢i pansuman teknikleri,
yara bolgesi i¢in oksijen, antimikrobiyal ylizey ve nem sirkiilasyonu i¢in ideal parametreler

sunmaktadir [45].

Iskeletler, deri hiicreleriyle son derece uyumlu olduklari i¢in ¢ok popiiler hale gelmistir.
Iskele igin bircok biyouyumlu sistem tiirii vardir. Kitosan, hyaluronik asit, kolajen ve silikon
bazli pansumanlar ticari olarak mevcuttur ve jelatin, seliiloz ve hidrokolloid pansumanlar gibi
diger potansiyel biyomalzemeler olas1 uygulama i¢in test edilmektedir [46]. Yara ortiilerindeki
gelismeler, tasiyici olarak kullanildiklar: ve siklikla yara bolgesinde iilserlesmeyi, kasilmay1 ve

yara izini kolaylastirdiklar1 igin deri nakilleri sirasinda karsilasilan sorunlara yol agmustir.

Temel bir pansuman sekli olarak hidrojeller (Sekil 5), su ve hidrofilik polimerlerdenolusur.
Ayrica yara iyilesme siirecinin farkli siireclerini aktive edebilirler. Amorf jel formundaveya
filmde elastik 6zellikler veya katilik saglamak i¢in hidrojeller eklenir. Her iki tarafta da, yaralar
tizerindeki hidrojel formiilasyonlart etkilidir ve hem nem hem de su gegirgenligine sahiptir.
Hidrojellerin, tiim yara fazlar i¢in etkili uyaricilar ve enfekte yaralar disinda her tiir yara icin
etkili pansuman oldugu belirtilmistir [45]. Klinikte yaygin olarak kullanilan pansuman iiriinleri
steril ve saglikli oldugundan ve yara bdlgesinden kaynaklanan atiklari en aza indirdiginden, bu

konudaki ¢alismalar ve iiriin gelistirmeleri daima giincel ve gelistirilebilir olmaktadir.

Sekil 5. Hidrojel
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1.5.2. Deri imzalar

Doku miihendisligi, yara bakimi terapétik stratejilerinde umut verici bir yaklagimdir. Doku
miihendisligi arastirmalarinda, iyilesmeyi saglamak icin ilk evre deri naklidir. Ancak bazi
onemli sakincalar vardir ki, toplam deri yiizeyinde kayip olan hastalarda sadece %2'ye kadar
tam kat deri transferi uygulanabilmektedir. Toplam deri yiizey alaninin yaklasik yiizde 50'si
veya daha biiyiik olan derin yaniklari olan hastalar i¢in de yeterli degildir. Bunun disinda kismi
veya tam kat deri greftleme uygulamalarinda bazi anormal iyilesme sorunlar1 tespit edilmistir.
Deri alternatifleriyle ilgili baska bir sorun, dondriin derisi hastanin yasi ve hiicre biiyiime hiz1
ile dengesiz oldugunda ortaya cikar. Cogunlukla altin standart olarak bilinen bdoliinmiis
kalinlikta deri grefti, bir dondriin tam kalinliktaki dokusunun alinmasini igerir. Bu konuda
bildirilen deneylere gore iyilesme stiresi, otogreft kismi kalinlik hazirlig: i¢in gerekli olan 4
hafta disinda toplam 6 haftadir. B6liinmiis deri imzalarinin yarattigi sorunlar: ortadan kaldirmak
icin kiiltiirli otolog greftler gelistirilmistir. Keratinositler, bu iglev i¢in 6nemli bir yardimci gibi
goriinmektedir ¢iinkii hem kendi biiyiime faktorlerine hem de diger sinyal ve ortaya ¢ikan
sitokinlere tepki verirler ve salgilarlar [48]. Kiiltiirlenmis otolog keratinositlerden olusan
otogreftler, ilk kez 1981 yilinda kronik yaralarin tedavi araci olarak klinik olarak kullanilmistir.
Ortalama yara iyilesme siiresi yaklasik 3 ila 4 haftadir ve bu tasarlanmis otolog greftler, hem
akut hem de kronik yaralarin iyilesmesi i¢in reddedilme dahil herhangi bagka birsorun olmadan
kullanilabilmektedir [48]. Bununla birlikte, greftlerin etkinligi, eksojen keratinositlerin hiicre
dis1 matrisine baglanmasina baghdir, ¢linkii baglanmamis greftler ¢ogalamaz ve farklilasamaz.
Sonug olarak, doku miithendisligi bu nedenle, her tiir yarada fonksiyonel iyilesme yetenegini

mantikli bir sekilde artirabilecek yapilar gibi deri insa etmeyi amaclamaktadir.

1.5.3.Biiyiime Faktorleri ve Diger Molekiiller

Biiytime faktorleri, yara iyilesmesinin 6nemli molekiilleridir. Her iyilesme siirecinde ¢esitli
bliyiime faktorleri ¢esitli roller listlenir. Sikica diizenlenmis ve organize bir sekilde hiicreleri ve
birbirlerini uyarirlar. Yetersiz olusum veya énemli bozulma nedeniyle biiyiime faktoriindeki
herhangi bir eksiklik kaskadi etkiler ve anormal doku onarimina veya kronik yaralara yol acar.

Bu nedenle birgok siiregte rol oynayan eksik biiyiime faktorlerinin
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kullanilmasi bilim adamlar1 arasinda olduk¢a yaygin bir arastirma alanidir [39]. Trombositler
ve bunlarin biiyime faktorii salgilamasi, yaralanma bolgesine makrofaj ve noétrofil
mobilizasyonu ile diizenlenir. Trombositler, ECM'ye baglandiklarinda makrofajlara doniisiirler
ve interlokinler, FGF-2, TNF-al, IGF-1, PDGF, VEGF ve TGF-f gibi molekiilleri salgilamaya
baslarlar. En fazla tic PDGF (trombosit kokenli biiyiime faktorii) dozu igeren jeller, DFU
tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanmistir. PDGF jelinin kullanimi, tartismali bulgularia
ragmen, biliyime faktorii ile zenginlestirilmis pansuman/yapi iskelelerine olan ilgiyi
tetiklemistir. Yara iyilesmesinde, dahil olan birkag farkli biiyiime faktorii vardir [49]. Ornegin,
FGF ailesinin yirmi ii¢ farkli iiyesi vardir ve FGF1, FGF2, FGF7, FGF10 ve FGF22,
Ras/MAPK, PI3K/Akt yollarini tetikleyerek yara iyilesme siirecinde buna baglanir. Yapilan bir
calismada, kronik travmatik tlserler igin, FGF gémiili kollajen siingerlerin iyilesme siiresini
ylizde yirmi dort oraninda artirdig1 ve 21 giin i¢inde yara kapanma siiresini ylizde altmis sekiz
artirdig1 gosterilmistir. Ayrica baska bir ¢galisma, FGF-2'nin kitosan film i¢ine gomiildiigiinii ve
reepitelizasyon ve graniilasyon dokusu olusumu gibi yara iyilesme asamalarinda etkili
oldugunu gostermistir [49]. Ote yandan, TGF-p ailesinin yaklasik 30 {iyesivardir. Yara iyilesme
kaskadinda, TGF-B1, TGF-2 ve TGF-B3'tin dahil oldugu ve ayn1 zamanda olumlu skar dokusu
sonuglart gosterdigi gosterilmistir [49]. Kronik yaralarda biiyiime faktorlerine ek olarak

inflamatuar mediatorler de diizenlenmektedir.

Gen aktarimi daha etkili bir se¢imdir, ¢ilinkii yikim ve metabolik baski nedeniyle biiylime
faktorlerinin iletimi etkilenir. Gen aktarimi, ya viral olmayan vektorler olan epizomal vektor ile
gegcici ekspresyon yoluyla ya da hedef genin daha kararli konak kromozomuna dahil edilmesiyle
gergeklestirilir. Viral vektorlerle yiiriitiildiigiinde, karsinojenez ve mutajenezin uyarilmasi ve
tesvik edilmesi dahil olmak iizere gen aktarimina yoOnelik bazi tehditler vardir ve ayrica
bagisiklik tepkileriyle sonuglanir. Bununla birlikte, klinik ¢alismalarin aksine yaygin olarak
kullanilan viral olmayan vektorler, viral vektorlere gore daha fazla bulasicilik oranlarina
sahiptir. siRNA dizisine 6zgii gen verme modellerinin kullanilmasiyla, inflamatuar sitokinlerin
diizenlenmesi saglanabilir. Ornegin, iyilesmeyi kolaylastirmak igin, bir timor baskilama geni
olan P53 ve bir proinflamatuar gen olan SMAD?3, yara bolgesi ¢evresinde baskilanabilir. Bunun
yani sira, potansiyel bir terapotik olarak, mikroRNA tabanli hedefleme su anda arastirilmaktadir
[50]. Yara iyilesmesinde gen aktarim teknolojisinin hala optimizasyona ihtiyaci vardir ve klinik

kullanim i¢in giivenlik seviyelerinin artmas1 gerekmektedir.
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1.5.4. Kok Hiicreler

Kok hiicreler kendini yenileme ve ¢ogalma yetenegine sahiptir ve birgok hiicre grubuna
farklilagabilir. Teorik olarak, kok hiicreler, parakrin sinyallesme yoluyla, hiicresel siiregleri
desteklemekle birlikte eksik veya hasarli dokuyu degistirebildikleri i¢in yara iyilesmesi igin
Iyi adaylardir [52]. Kemik iligi kok hiicreleri, gobek kordonu kanindan tiiretilmis kok hiicreler,
stinnet derisinden tiiretilmis kok hiicreler ve periferik kandan tiiretilmis kok hiicreler gibi birgok
kok hiicre tiirti, doku rejenerasyonunu uyardiklart igin yara iyilesmesinin tedavisinde ideal
adaylar oldugu belirtilmektedir. Kok hiicrelerin, anjiyogenez ve graniilasyondokusu olusumu
gibi yara iyilesme asamalarini destekledigi bilinmektedir [52]. Yapilan caligmalar, kok
hiicrelerin dogrudan yara bolgesine uygulandigini ve kok hiicreli yapi iskelelerinin yara
iyilesme siirecinde ¢ok daha verimli bir rejenerasyon oranma sahip oldugunu gostermektedir.
Mezenkimal kok hiicreler (MSC'ler) (Sekil 6), embriyonik kok hiicreler (ESC'ler) (Sekil 7) ve
indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (iPSC'ler) gibi ¢esitli kokhiicre tiirlerinin yara iyilesmesi
ve deri rejenerasyonu igin olas1 alternatifler oldugu bildirilmistir [51]. Teratoma neden olma ve
karsinojenezi tetikleme potansiyelleri nedeniyle ESC'lerin (embriyonik kok hiicreler) klinikte
kullanilmasma iliskin bazi sinirlamalar vardir. Ayrica ESC'lerin klinikte kullanimina iliskin
yasal ve etik tartigmalar da mevcuttur. Bunedenle, indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerden
(iPSC'ler), yara iyilesmesinde ve dokurejenerasyonunda kullanilan alternatif umut verici bir
kok hiicre tiirii olarak bahsedilmektedir. Yetiskin dokusundan elde edilen MSC'ler, doku
kurtarma uygulamalarinda en giivenli yardimeilardir. izolasyonlarmmn ve kullanimlarmin
kolayligi nedeniyle, adipozdan tiiretilmis kok hiicreler (ADSC'ler) mezenkimal kok hiicreler
icinde ¢ok yaygindir. Calismalar, ADSC'lerin yara iyilesmesini tetikledigini ve yara izini
azalttigin1 gostermektedir. Ayrica, gobek kordonu kaynakli kok hiicreler (UCSC'ler) baska bir
alternatif kok hiicre tiirtidiir. Caligmalar, UCSC'lerin dermal hiicreler iizerinde incelendigini ve
etkili bir sekildekeratinositlere farklilagtiginin gosterildigini gostermistir [53]. Kok hiicrelerin
izole edilmesi, karakterize edilmesi ve yara bolgesine iletilmesi icin ileri ¢alismalar

yapilmaktadir.
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Sekil 7. Mezenkimal kok hiicreler

1.6.Yara lyilestirmede Allantoinin Rolii

1.6.1.Allantoin

Allantoin C4H6N403 formiillii kimyasal bir bilesiktir. Ayni zamanda 5- iireidohidantoin
veya glisoksidiiireid olarak da adlandirilir (Sekil 8) [54]. Allantoin, yara iyilestirme, tahris
onleyici, nemlendirici, nekrotik doku giderici ve hiicre mitozunu uyaran ¢ok yonlii hafif sariya
da beyaz renk toz halinde kullanilan bir bilesendir. [55]. Allantoinin ana kaynagi Karakafes
olarak da bilinen Symphytum tiirleri, Boraginaceae familyasina ait otlardandir. Bu cins yaklasik
olarak 40 tiirden olusup, icerisindeki 14 tiiriin Italya’da, [56-57] 18 tiiriiniin ise Tiirkiye’de
oldugu bilinmektedir [58]. Avrupa ve Asya’dan [59] gelen bu tiir nemli ve serin yerlerde,
akarsularda oldukg¢a fazla biiylime, gelisme ve ¢ogalma gostermektedir. Genellikle 1liman ve

subtropikal bolgelerde yetisen bu bitki derin kok sistemi sayesinde iyi bir su
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toleransina sahiptir [60]. Karakafes bitkisinin kok ve yapraklari, antik ve ortagagda kiriklar,
¢ikiklar, siskin eklem tedavilerinin yani sira hazimsizlik ve gastrointestinal (Gl) kanal
tilserasyonlarin1 gidermek amaciyla kullanilmistir [61]. Yine eski zamanlardaki giftciler
merhem ve tentiir karisimlarinda karakafes koklerini kullanmiglardir [62, 63, 64, 65]. Karakafes
6zlerinden olusan, merhem ya da macun halindeki karakafes otu i¢erigindekiallantoin sayesinde
deri {izerinde uygulanarak ya da dogrudan ham bitki pargalar1 (yaprak, bitki veya kok) deri
tizerine uygulanarak yiizyillardir geleneksel tedavi amaciyla kas ve iskelet sistemi
rahatsizliklari, yaralar, hematomlar ve yiizeysel deri hastaliklarinda kullanilmaktadir
[63,65,66].

Ayrica allantoin, Urik asit oksidasyon triinlerinin metabolik bir bilesigidir. Dogal olan
allantoin daha giivenilir ve toksik etki gostermeyen bir bilesiktir. Ayni zamanda deriyi
yatigtirici, yumusatici ve iyilestirici etkisiyle kozmetik hammaddeleri ile olduk¢a uyumludur

[70].

Allantoinin hiicre boliinmesini, bag dokularini, kemikleri ve kikirdak biiylimesini tesvik
ederek yaralarin iyilesmesine katki sagladigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir [73]. Allantoin;
antioksidan, antiinflamatuar, yara iyilesmesi ve hipoglisemik etkiler dahil olmak iizere ¢esitli
farmakolojik 0Ozellikler sergilemektedir. Su anda piyasada bulunan antioksidan ve
antiinflamatuar etkileri olan yaygin bir kozmetik bilesendir [74]. Allantoinin genel faydalari
arasinda nemlendirme ve yatistirma vardir. Derinin nem dengesini korumaya yardime1 olur ve
kuru, tahris olmus veya hassas derileri rahatlatir. Bu 6zellikleri nedeniyle allantoin, 6zellikle
kis aylarinda derinin kurumasini 6nlemek i¢in kullanilan iiriinlerde sikca tercih edilir. Ayrica,
allantoin, deri hiicrelerinin yenilenme siirecini hizlandirmaktadir. Derinin dogal olarak kendini
yenilemesine yardimci olur ve hasarli veya yaslanmis hiicrelerin yerine yenilerinin gelmesini
tesvik eder. Bu sayede deri tonunu esitler ve daha saglikli bir gériinlim kazanmasinisaglar.
Allantoinin anti-inflamatuar 6zellikleri de vardir. Allantoin derideki iltihaplanmay1 azaltmaya
yardimci olabilir. Akne, sivilce ve deri tahrisi gibi deri sorunlartyla miicadele etmek igin
kullanilan iirinlerde sik¢a kullanilir. Allantoin, derideki kizariklik, sislik ve tahrisi azaltarak
daha sakin bir deri saglar. Allantoin, antioksidan &zelliklere sahip bir bilesiktir. Serbest
radikallerin neden oldugu oksidatif stresi azaltarak deriyi serbest radikal hasarmakarsi
korur. Bu sayede derinin yaslanma belirtilerini geciktirmeye ve geng goriiniimiinii korumaya

yardimci olur.
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Allantoin, yara iyilesmesini tesvik edici ozelliklere sahiptir. Derideki kiigiik kesikler,
yaniklar veya siyriklarin daha hizli iyilesmesine yardimci olur. Allantoin, derideki doku

yenilenmesini tesvik ederek yara izlerinin azalmasina katkida bulunur.
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Sekil 8 : Allantoinin yapisi

1.7. Cahlsmamn Amaci

Bu ¢alismanin amaci, allantoinin insan immortal keratinosit hiicre hattt HaCaT’da yara
iyilesmesi iizerindeki etkilerini proliferasyon, apoptoz ve gen seviyeleri agisindan

degerlendirmektir.
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2. MATERYAL-METOD

2.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismalar Yeditepe Universitesi Genetik ve Biyomiihendislik Boliimii’nden temin edilen
insan immortal Kkeratinosit hiicre hattt HaCaT ile yapilmistir. HaCaT hiicre hatti; %1
penisilin/streptomisin/amfoterisin (PSA) ve %10 fetal sigir serumu (FBS) igeren yiiksek
glikozlu Dulbecco’s Modified Eagle’s besiyerinde (DMEM, Gibco, UK) %5 CO; ve 37°C

kosullarinda inkiibatorde biyiitiilmistir. DMEM besiyeri stogu +4°C’de saklanmustir.
Hiicreleri pasajlamak i¢in %0.25 Tripsin/EDTA (Gibco, UK) kullanilmistir. Allantoin, Istanbul
Sabahattin Zaim Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii’nden temin edilmistir.
Allantoin stoklar1 oda sicakliginda muhafaza edilmistir. Kullanilmadan once besiyeri ile

seyreltilerek taze olarak hazirlanmistir.
2.1.1. Ila¢ Hazirlama

Toz halinde bulunan Allantoin belirli bir miktarda tartildiktan sonra stok konsantrasyonu
20.000 uM olacak sekilde hesaplanmis ve tartilan toz allantoin vorteks yardimi ile besiyeri
icerisinde ¢Ozililmiistiir. Ardindan steril hale gelebilmesi i¢in 0.2um’lik milipor filtreden
gecirilmistir. Steril hale gelen stoktan uygulamada kullanilacak ila¢ dozlar1 taze olarak

hazirlanmis ve kullanilmistir.

2.2. Hiicre A¢ma ve Dondurma

-80°C stoklanan HaCaT hiicre hatt1 gerekli laboratuvar kosullar1 saglandiktan sonra
cikartilip hizlica eritme islemi gergeklesmistir. {1k olarak yiiksek glikozlu DMEM besiyerine
% 10 FBS ve % 1 PSA eklenerek tamamlanmis besiyeri hazirlanmistir. Hazirlanan besiyeri 5
ml olacak sekilde 15ml’lik falkon tiip igerisine serolojik pipet yardimi ile eklenmistir. Daha
sonra eritilen hiicre dogrudan falkon tiip igerisine alinip 1500 rpm’de 5 dk olacak sekilde
santrifiij edilmistir. Santrifiij bittikten sonra dibe ¢coken pellete zarar vermeden siipernatant
atilmistir. Pellet 1 ml taze besiyeri icerisinde ¢ozdiiriiliip igerisine 15 ml besiyeri eklenen T75

flaska aktarilmis ve 37 °C’de inkiibatorde biiyiimeye birakilmistir.

Hiicrelerin yeni arastirmalarda kullanilmasi, ayni arastirmada ek deneylerin
yapilabilmesi gibi ¢esitli sebeplerden dolay1 hiicreler dondurularak saklanmaktadir. Bunun

i¢in hiicreler %0.25°lik tripsin yardimu ile kaldirilip santrifiijlendikten sonra pellete dondurma
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besiyeri (%10 dimetil siilfoksit (DMSO) ve %90 FBS) eklenerek kriyoviyal tlipe aktarilmistir.
Tiipler, Mr.Frosty kabi igerisine konularak yavas yavas donmasimi saglayacak sekilde -80

°C’ye kaldirilmistir.

2.3. Hiicre Pasajlama Protokolii

Hiicre agildiktan sonra inkiibatorde biiyliimeye birakilan T75 igerisindeki hiicreler

~%70-80 yogunluga ulastiklarinda pasajlama islemi yapilmistir. Hiicre pasajlama adimlarinda
ilk olarak T75 igerisindeki 15 ml besiyeri serolojik pipet yardimi ile aspire edilmistir. Ardindan

flask igerisine 3 ml 1X PBS (1X fosfat tamponlu tuz) eklenerek tiim yilizeye niifuz etmesi
saglandiktan sonra uzaklastirilarak ayni miktarda %0.25°lik tripsin eklenmistir. Hiicrelerin
kalkmasi i¢in flask 5 dk beklemek {izere inkiibatore birakilmistir. Ardindan mikroskop yardimi
ile hiicrelerin kalkip kalkmadigi kontrol edilmistir. Eger bir kismi yiiziiyorbir kism1 hala sabit
ise hafifce vurularak tamaminin kalkmasi saglanmistir. 3 ml tripsinbulunun T75 flask igerisine
ayni oranda taze besiyeri eklenerek hiicreler serolojik pipetyardimi ile toplanmis ve 15 ml’lik
falkon tiipe aktarilmistir. Santrifiijden sonra silipernatant atilmis ve pellet {izerine 1 ml besiyeri
cklenerek ¢oziilmistiir. Ardindan yeterli miktarda hiicre yeni bir T75 flaska aktarilarak

inkiibatorde biiytimeye birakilmaigtir.

2.4. Hiicre Canhlik Testi (MTT Analizi)

Allantoinin hiicre canlilig1 izerindeki etkisini belirlemek igin hiicre canlilik testi yapilmistir.
Ik olarak 96 kuyucuklu tabak igerisine her bir kuyucukta 5000 hiicre olacak sekilde HaCaT
hiicre hatt1 ekimi yapilmis ve ardindan 37 °C inkiibatore kaldirilmigtir. 24 saat sonunda hiicreler
inkiibatorden ¢ikartilarak ila¢ eklenmis ve 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlar igin tekrar
inkiibatore kaldirilmistir. 24 saat sonra her kuyucuktaki 100 pL olanbesiyerinin igine 10 uL
MTT (3-(4,5- dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid) eklenmis ve aliiminyum folyo
ile kapatilarak hi¢ 151k gormemesi saglanacak sekilde inkiibatore kaldirilmistir. 4 saat
beklettikten sonra kuyucuk igerisindeki besiyeri aspire edilerek her bir kuyucuga 100 pL olacak
sekilde DMSO eklenmis ve 5 dakika beklemeye birakilmistir. Ardindan 6l¢iimler 570 nm

absorbansta, iMark tm mikroplaka okuyucusu (Bio- Rad) kullanilarak degerlendirilmistir.

2.5. Yara Kapanma Deneyi (Scratch Assay)

Allantoinin yara kapanmasi iizerindeki etkisini belirlemek i¢in yara kapanma deneyi

yapilmustir. Ik olarak 6 kuyucuklu tabak igerisine her bir kuyucukta 100.000 hiicre olacak
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sekilde HaCaT hiicre hatt1 ekimi yapilmis ve ardindan 37 °C inkiibatore kaldirilmistir. 24 saat
sonunda hiicreler inkiibatorden g¢ikartilarak 200 pl’lik steril pipet ucu ile yara olusturulmustur.
Ardindan hiicreler bir defa 1X PBS ile yikanarak kalkan hiicreler uzaklastirilmis ve kontrol

grubu disindaki hiicrelere MTT deneyi sonucunda segilen dozlar olan 50 pug/mL ve 200

pg/mL Allantoin igeren taze besiyerleri eklenmistir. Yara kapanmasini gézlemlemek i¢in her

24 saatte bir 6l¢iim alinmistir. Yara kapanmasi, DP Controller yazilimi kullanilarak 6l¢iildii.

2.6. Apoptoz Analizi (ANNEXIN V/PI Assay)

Annexin V/ PI (Propidyum iyodiir) analizi, Allantoin uygulanan hiicrelerde apoptoz olup
olmadigini degerlendirmek igin yapilmistir. Ilk olarak 6 kuyucuklu tabak igerisine her bir
kuyucukta 100.000 hiicre olacak sekilde HaCaT hiicre hatt1 ekimi yapilmis ve ardindan 37 °C
inkiibatore kaldirilmistir. 24 saatin sonunda kontrol grubu disindaki hiicreler 50 uM ve 200 uM
allantoine maruz birakilmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicreler toplanarak
santrifiijlenmis ve pellet 1X PBS ile yikanarak tekrar santrifiije konulmustur. Daha sonra
siipernatant aspire edilmis ve pelletler 200 pL 1X baglama tamponu ile ¢éziilmiistiir. Kontrol
grubu, bir boyali ve bir boyasiz olacak sekilde ikiye boliinmiistiir. Boyali olmayan kontrol grubu
disinda her bir gruba 5 pL olacak sekilde Annexin V-FITC boyasi eklenerek karanlikta ve oda
sicakliginda 15 dakika inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyondan sonra boyal olmayan kontrol
grubu disinda her gruba SuL PI eklenmistir. Daha sonra BD Accuri akis sitometre sistemi

kullanilarak sonuglar analiz edilmistir (BD Accuri™ C6).

2.7. Hiicre Dongiisii Analizi

Hiicre dongiisii analizi, allantoin uygulanan hiicrelerin hangi fazlarda oldugunu belirlemek
icin kullanilmustir. Ik olarak 6 kuyucuklu tabak igerisine her bir kuyucukta 100.000 hiicre
olacak sekilde HaCaT hiicre hatt1 ekimi yapilmis ve ardindan 37 °C inkiibatore kaldirilmistir.
24 saatin sonunda kontrol grubu disindaki hiicreler 50 pM ve 200 pM allantoine maruz
birakilmistir. 24 saatin sonunda hiicreler toplanarak 1XPBS ile yikanmis ve hiicre pelleti 1ml
%70 Etanol eklenerek fikse edilmistir. Fikse edilen hiicreler -20 °C de 2 saat olacak sekilde
inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon siiresinden sonra etanoliin uzaklastirilmasi igin hiicreler
tekrar santrifiijlenmistir. Sonrasinda 1XPBS ile yikanmis ve tekrar santrifiijlenmistir.
Stipernatant atilip 460 pL. 1X PBS, 20 uL RNAz (2 mg/ml), 20 pL PI igeren bir soliisyon
eklenmis ve 30 dakika inkiibatorde bekletilmistir. Ardindan sonuglar akis sitometre sistemi

kullanilarak 6l¢tilmiistiir (BD Accuri™ C6).

2.8. 3,3’-Diheksiloksakarbosiyanin iyodiir (DIOC6) Boyamasi

DIOC6 boyamasi, Allantoin uygulanan hiicrelerin mitokondriyal membran potansiyelindeki
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degisiklikleri degerlendirmek icin yapilmistir. Ik olarak 6 kuyucuklu tabak icerisine her bir
kuyucukta 100.000 hiicre olacak sekilde HaCaT hiicre hatti ekimi yapilmisg ve ardindan 37 °C
inkiibatore kaldirilmistir. 24 saatin sonunda kontrol grubu disindaki hiicreler 50 uM ve 200
uM allantoine maruz birakilmistir. Ilag dozlar1 eklendikten sonra 37 °Cinkiibatorde 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra kuyucuklardaki besiyeri aspire edilerek yerine 1ml taze
besiyeri eklenmistir. Hiicreler iizerine 8 ul DIOC6 boyasi (1:9) eklenerek 37 °C inkiibatore
kaldirilip 15 dakika bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler floresan mikroskop yardimi

ile gozlemlenerek fotograflanmistir.
2.9. Gen Ekspresyon Analizi

Allantoinin gen ekspresyonlarinda degisiklik yapip yapmadigimi degerlendirmek icin
kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu yapilmistir. 1k olarak 6 kuyucuklu tabak igerisine her bir
kuyucukta 100.000 hiicre olacak sekilde HaCaT hiicre hatti ekimi yapilmis ve ardindan 37
°C inkiibatore kaldirilmigtir. 24 saatin sonunda kontrol grubu disindaki hiicreler 50 uM ve
200 uM allantoine maruz birakilmistir. 24 saatlik inkiibasyondan sonra RNA izolasyon kiti

kullanilarak RNA izolasyonu yapilmustir.

2.9.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyon kiti (#05081955001 Roche, ABD) kullanilarak total RNA izole edilmistir.
Bu kite gore, hiicre pelleti iizerine 200 ul 1XPBS eklenerek ¢oziilmiis, arkasindan Lysis/
Binding Buffer 400 uL olacak sekilde eklenmis ve vortekslenmistir. Vortekslendikten sonra
filtreli tiiplere aktarilip santrifiij islemi gerceklesmistir. Ardindan filtre tiipiine DNaz Tamponu
eklenmis ve 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra yikama
tamponuyla 3 defa yikanip santrifiijlenmistir. Daha sonra siipernant atilmis ve eliisyontamponu

eklenip santrifiijlenmistir. Ardindan RNA igeren kistm Nanodrop 2000 ile 6lgtilmiistiir.
2.9.2. c-DNA Sentezi

Total RNA izolasyonu yapildiktan sonra High Fidelity cDNA sentezi kiti (#05081955001,
Roche, ABD) kullanilarak ¢cDNA sentezi yapilmistir. PCR tiipiine 11 pl dH>O ve ornek
eklenmistir. Ayr1 bir PCR tiipine 2 pL random hegzamer primeri eklenmis ve 65 °C'de 10
dakika bir termal cycle cihazina birakilmistir. Daha sonra 4 ul reaksiyon tamponu, 0.5 ul RNAse
inhibitori, 2 ul ANTP ve 0.5 ul ters transkriptazdan olusan karisim hazirlanmistir. 10 dakika
sonrasinda karigim soliisyonundan 7 puL alinarak her 6rnege eklenmis ve PCR sartlar1 altinda

termocycle da dondiiriilmiistiir. Reaksiyon bittikten sonra 6rnege 80 uL dH20 eklenmistir.
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2.9.3. Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QPCR)

qPCR, molekiiler diizeyde gen ekspresyonunu tespit etmeyi saglar. Kullanilan primerler;
18S, Akt, laminin, fibronektin ve CollA * dir (Tablo 1). 5 ul SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems TM), 0.5 ul forward dizisi ve 0.5 ul reverse dizi igeren ilgili genler i¢in spesifik
primerler ve 2 ul distile sudan olusan bir karistirma soliisyonu hazirlanarak qPCR islemi
gerceklestirilmistir. Karigtirma sollisyonu her primer i¢in ayr1 hazirlanmistir. qPCR plakasina
8 uL karisim ve 2 puL 6rnek (cDNA) eklenmistir. Ardindan plakayr qPCR kosullar1 altinda
iCycler qPCR Sistemine (CFX96 RT-qPCR Sistemi, Bio-Rad, Hercules, CA) yerlestirilmistir
(Tablo 2). 18S housekeeping gen olarak kullanilmistr.

Tablo 1: gPCR Analizinde Kullamlan Primerler

GEN Dizi

18S F5S’GTAACCCGTTGAACCCCATTS’
R5’CCATCCAATCGGTAGTAGCGS’

AKT F 5 GAAGCTGCTGGGCAAGGGGCA 3’

R5 GTGGGCCACCTCGTCCTTGG 3°

FIBRONEKTIN F5° AGCCTGGGAGCTCTATTCCA3’

RS CTTGGTCGTACACCCAGCTT3’

LAMININ F5° CACATGTCCGTCACAGTGGA 3°

R 5’ TAGAGGCTGACCACCTCCTC3’

COL1A F5° AGCCAGGCTGCCTTGTTTG3’

R5> GCCAACCTCCCCTTTGCACT®’
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Tablo 2: gPCR kosullar:

Basamak Adi Sicakhik(°C) Siire Tekrar Sayisi
TIk Denatiirasyon 95°C 5dk 1
Denatiirasyon 95°C 0:15sn 36
Baglanma 59°C 0:30 sn
Uzama 72°C 0:30 sn
Son uzama 72°C 10dk 1
Erime Egrisi -0.5°C/ dongii 12sn 110

2.10. istatiksel Analiz

[statistiksel analiz tek yonlii varyans ve Tukey post hoc testleri uygulanarak yapilmustir.

*P<0.05 degerleri anlamli kabul edilmistir.
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3.SONUCLAR

3.1. Hiicre Canhlik Analizi

Allantoinin HaCaT hiicre canlilig1 iizerindeki etkilerini degerlendirmek igin 24,48 ve 72
saat siire ile MTT testi yapilmistir. Allantoinin konsantrasyonlart (50, 100, 200, 300, 400 pM)
uygulandiginda, 24 saatlik sonuglara gore sirast ile canlilik oraninin %99.4, %107.8, %128.5
,%100.6 ve %97.8 oldugu gosterilmistir. 48 saatlik sonuglara gore ise sirasi ile canlilik orani
%105.7, %95.4, %100.5, %66, ve % 59.6 olarak ol¢iilmiistiir. 72 saatlik sonuglara gore ise
sirast ile canlilik oraninin %101.6, %85.6 ,%71.6 ,%50.5 ve % 41.1 oldugu belirlenmistir. Bu

sonuglara gore 24 saatin sonunda 200 uM allantoin verilen grupta hiicre canliligi anlamli oranda
artarken diger dozlarda herhangi bir etki gézlemlenmemistir. 48 saatin sonunda 300 ve

400 puM allantoin verilen gruplarda hiicre canliligi anlamli oranda azalirken, allantoin
uygulanan diger tedavi gruplarinda anlamli bir degisiklik olmamigtir. 72 saatin sonunda ise 50
uM allantoin uygulanan grup disindaki diger tedavi gruplarinda hiicre canlihgi anlamli oranda
azalmistir. Elde edilen sonuglar zamana bagli olarak yiiksek dozlarm hiicre canliligini
azalttigin1 gostermektedir. Calismanin devaminda allantoin uygulamasi i¢in inkiibasyon siiresi
olarak 24 saat se¢ilmistir. Ayrica ¢alismada kullanilmak iizere allantoinin en diisiik dozu olan
50 uM ile 24 saatte proliferasyonu arttiran 200 uM dozlarn segilerek dozlar arasinda da
karsilagtirma yapilmistir (Sekil 9).
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Sekil 9. Farkh Allantoin konsantrasyonlarinin 24, 48 ve 72 saatte HaCaT hiicre
canlih@ iizerine etkileri. *P<0.05 vs kontrol
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3.2. Yara Kapanma Deneyi Analizi

50 ve 200 uM Allantoin uygulanan hiicrelerdeki yara kapanma oranlar1 0, 24 ve 48 saat
olacak sekilde 151k mikroskobu kullanilarak gozlemlenmistir (Sekil 10). 24 saat sonunda yara
kapanma oranlarinin sirasi ile kontrol grubunda %25.81, 50 uM allantoin uygulanan grupta
%28.60 ve 200 pM allantoin uygulanan grupta ise % 44.90 oldugu gosterilmistir. 48 saat
sonunda ise kontrol grubunda %44.85, 50 uM allantoin uygulanan grupta %51.10 ve 200 uM
allantoin uygulanan grupta ise % 92.70 oraninda yara kapanmasi gézlemlenmistir (Sekil 11).
200 uM allantoin uygulanan gruptaki yara kapanma oraninda kontrol ve 50 uM allantoin
uygulanan gruba gore anlamli oranda artig oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglara gore 200 uM

allantoinin yara kapanma tizerindeki etkisi oldukga yiiksektir.

0 saat 24 saat 48 saat

Kontrol

200uM Allantoin

50puM Allantoin

Sekil 10: 50 ve 200 pM Allantoin dozlar: uygulanan HaCaT hiicre hattinda 24 ve
48 saat sonundaki yara kapanma oranlarmn 151k mikroskopu altinda
fotograflanmasi. Olgek cubugu: 200 pm.
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Sekil 11: 50 ve 200 pM Allantoin dozlari uygulanan HaCaT hiicre hattinda 24 ve
48 saat sonundaki yara kapanma oranlarmin grafiksel gosterimi. *P<0.05 vs
kontrol

3.3. Apoptoz Analizi

50 ve 200 uM Allantoin uygulanan hiicrelerin 24 saat sonunda apoptoza gidip gitmedigini
belirlemek igin Annexin V-Pl analizi yapilmistir (Sekil 12). Elde edilen sonuglara gére; kontrol,
50 uM ve 200 uM Allantoin uygulanan gruplardaki canli hiicre yiizdeleri sirasi ile
%82.09, %87.73 ve %87 olarak Sl¢iilmiistiir (Sekil 13). Kontrol, 50 uM ve 200 uM Allantoin
uygulanan gruplardaki erken apoptotik hiicre yiizdeleri sirasi ile %6, %4.40 ve %1.4 olarak
belirlenmistir (Sekil 14). Kontrol, 50 uM ve 200 uM Allantoin uygulanan gruplardaki geg
apoptotik hiicre ylizdeleri siras1 ile %4.18, %1.84 ve %0.5 olarak belirlenmistir (Sekil 15).
Kontrol, 50 puM ve 200 uM Allantoin uygulanan gruplardaki nekrotik hiicre yiizdeleri sirast ile
%7.73, %6.04 ve % 6.3 olarak belirlenmistir (Sekil 16). Sonuglar Allantoin uygulamasi
sonucunda hiicrelerin apoptoza gitmedigini géstermektedir. Apoptotik analiz sonuglarminMTT

sonuclarini destekledigi goriilmektedir (Sekil 17).
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Sekil 12. 24 saat allantoin tedavisi uygulanan HaCaT hiicre hattindaki canl, erken
apoptotik, gec apoptotik ve nekrotik hiicre oranlarinin Annexin V-FITC/PI deneyi
ile gosterilmesi
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Sekil 13: 50 ve 200 pM allantoin tedavisi uygulanan HaCaT hiicre hattindaki 24
saat sonunda canl hiicre oranlarmin grafiksel gosterimi. *P<0.05 vs kontrol

38



(o]
1

Ea Kontrol
. EH 50uM Allantoin
* I 200uM Allantoin

[=2]
1

N
1

Toplam Hiicre Yiizdesi (%)
S

o

Ll
Erken Apoptoz

Sekil 14. 50 ve 200 pM allantoin tedavisi uygulanan HaCaT hiicre hattindaki 24
saat sonunda erken apoptotik hiicre oranlarinin grafiksel gosterimi. *P<0.05 vs
kontrol
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Sekil 15. 50 ve 200 pM allantoin tedavisi uygulanan HaCaT hiicre hattindaki 24

saat sonunda ge¢ apoptotik hiicre oranlarinin grafiksel gosterimi. *P<0.05 vs
kontrol
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Sekil 16. 50 ve 200 pM allantoin tedavisi uygulanan HaCaT hiicre hattindaki 24
saat sonunda nekrotik hiicre oranlarimmin grafiksel gésterimi. *P<0.05 vs kontrol
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Sekil 17. 50 ve 200 pM allantoin tedavisi uygulanan HaCaT hiicre hattinda 24 saat
sonunda canli, erken apoptotik, gec apoptotik ve nekrotik hiicre oranlarimin
Annexin V-FITC/PI deneyi sonucunda grafiksel gosterimi. *P<0.05 vs kontrol
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3.4 Hiicre Dongiisii Analizi

50 ve 200 uM Allantoin uygulanan hiicrelerin 24 saatin sonunda hangi fazda olduklarini
belirlemek i¢in hiicre dongiisii analizi yapilmistir (Sekil 18). Kontrol grubunda, apoptotik hiicre
popiilasyonunu gosteren sub-GO/G1 fazindaki hiicrelerin oran1 %10.70, GO0/G1 fazindaki
hiicrelerin orani %66.70, S fazindaki hiicrelerin oran1 %20 ve G2/M fazindaki hiicrelerin orani
%5 olarak belirlenmistir. 50 uM allantoin uygulamasmin ardindan, sub-GO0/G1 fazindaki
hiicrelerin oran1 %16.70, GO/G1 fazindaki hiicrelerin oran1 %63.80, S fazindaki hiicrelerin orani
%18.20, G2/M fazindaki hiicrelerin orant %3.30 olarak belirlenmistir. 200 uM allantoin
uygulamasindan sonra ise sub-GO0/G1 fazindaki hiicrelerin oran1 %0.8, G0/G1 fazindaki
hiicrelerin oran1 %58.30, S fazindaki hiicrelerin oran1 %31.70, G2/M fazindaki hiicrelerin oran1
%15.20 olarak belirlenmistir (Sekil 19). 200 uM Allantoin uygulanan hiicrelerde S ve G2/M
fazlarmda artis oldugunun goriilmesi hiicre canlilig1 ve yara kapanmasi deneylerini dogrular

niteliktedir.

2 Kontrol = S0puM Allantoin < _200uM Allantoin
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Sekil 18. 50 ve 200 pM Allantoin uygulanan HaCaT hiicre hattinda 24 saat
sonundaki hiicre dongiisii faz dagilimimin gosterimi
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Sekil 19. 50 ve 200 pM Allantoin uygulanan HaCaT hiicre hattinda 24 saat
sonundaki hiicre dongiisii faz dagihminda toplam hiicre yiizdelerinin gosterilmesi.
*P<0.05 vs kontrol

3.5. DIOC6 Boyama

50 ve 200 pM Allantoin uygulanan hiicrelerin 24 saatin sonunda mitokondriyal membran
potansiyeli tizerindeki etkileri DIOC6 boyamasi yapilarak gézlemlenmistir. Elde edilen
sonuglara gore; 50 uM allantoin uygulanan grubun floresan yogunlugunun kontrol grubu ile
karsilastirildiginda benzer oldugu 200 uM allantoin uygulanan grubun ise floresan

yogunlugunda gozle goriiliir bir artis saptanmustir (Sekil 20).

ontrol

Sekil 20. 50 ve 200 pM Allantoin uygulanan HaCaT hiicre hattinda 24 saat
sonundaki DIOC6 boyasi sonucunda elde edilen floresan mikroskop goriintiileri.
Olcek ¢ubugu: 200 pm
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3.6. GEN EKSPRESYON ANALIZIi (QPCR)

200 uM Allantoin uygulanan hiicrelerdeki Akt, Laminin, Fibronektin ve Kolajen
ekspresyonlarinda meydana gelen degisiklikleri incelemek i¢in qPCR analizi yapilmistir. Akt,
hiicre biiyiimesi, hiicre hayatta kalmasi, hiicre cogalmasi ve hiicre hareketi gibi bir¢ok biyolojik
stirecte 6nemli rol oynayan bir protein kinazdir. 200 uM Allantoin uygulanan hiicrelerde
kontrol grubuna gére Akt’nin ekspresyon seviyesinde artig goriilmiistiir. Laminin, hiicre dig1
matriksin 6nemli bir bilesenidir. Laminin, hiicrelerin bir arada tutulmasina ve dokularin yapisal
biitiinliigiiniin korunmasina yardimeci olurlar. Fibronektin, hiicre dis1 matriksin bir bagska 6nemli
bilesenidir. Fibronektin, hiicrelerin matrikse yapismasini ve hareket etmesini saglar. Ayni
zamanda hiicreler arasi iletisimi diizenleyerek hiicreler arasinda sinyal iletimini kolaylastirir.
Colla, kolajen ailesinin bir iiyesidir ve 6zellikle tip I kolajenin yapisini kodlar. Tip I kolajen,
kemik, deri, tendonlar ve diger bag dokularinin ana bilesenidir. Colla geni, bag doku
hiicrelerinde kolajen iiretimini diizenler ve bag dokusunun saglamligini ve elastikiyetini saglar.
Elde edilen sonuglara gore; 200 uM Allantoin uygulamasinin Colla ve Fibronektin
seviyelerinde artisa neden oldugu gosterilmistir. Ancak Laminin seviyesinde anlamli bir degisik

gozlenmemistir (Sekil 21).
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Sekil 21. 200 pM Allantoin uygulanan HaCaT hiicre hattinda 24 saat sonundaki
Akt, CollA, Fibronektin ve Laminin gen ekspresyon seviyelerinin grafiksel
gosterimi. *P<0.05 vs kontrol
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4 TARTISMA

Deri, viicudu saran ve onu yabanci partikiillere ve c¢evresel kosullara karsi koruyan bir
tabakadir. Deri, viicudun yalnizca en biiyiilk organi degil, ayn1 zamanda yapisina katkida
bulunan en az bes farkl hiicre tiirti ve deri ile iliskili olan dolagim ve bagisiklik sistemlerinden
gelen diger hiicre tiirleri ile beraber belki de en karmasik organdir. Gergeklestirilen islevlerin
sayist agisindan, deri diger organlara gore daha fazla isleve sahiptir:birincil islevi fiziksel,
kimyasal, bagisiklik, patojen, UV radyasyonu ve serbest radikal savunmalarini kapsayan
korumadir. Deri termoregiilasyonda 6nemli bir katilimcidir, duyu organi olarak islev gortir,
endokrin islevleri yerine getirir (D vitamini sentezi, periferik doniisiimii). Ayni zamanda
tiremede 6nemlidir (ikincil cinsel 6zellikler, feromon tiretimi) ve tiirtin devamliligini yerine

getirir.

Deri, yogun yiizeyi ve kornea tabakasi nedeniyle viicudun en biiyiik organi ve dis ¢evreye
karsi ilk temas hattidir [77,78]. Bu nedenle yaralanmalarda hasar1 ilk deri alir. Viicutta bir yara
meydana geldiginde derinin biitiinliigti bozulur ve viicudu mikroorganizmalara agik hale getirir.
Enfekte yara, viicut homeostazini bozar ve ¢esitli sorunlara neden olur [81]. Kronik ve akut
yaralar diinya capinda bircok insanmn hayatini etkiler. lyilesme siireci hem yasam Kalitesini
diisiirebilir hem de maliyetli olabilir. Maliyet acisindan diinya genelinde kanser hastaligi kadar
harcama yapilmaktadir. Ayrica satilan birgok iirliniin birbirine esdeger oldugu ve etkilerinin
yetersiz kaldig1 goriilmektedir. Satilan ilaglarin ¢ogu yara iyilestirme amagl olmasina ragmen

yan iiriin istenerek kombine tedavi yapilmaktadir.

Yarali derinin iyilesmesi, viicudun i¢ organlarini dig patojenik ajanlarin girisinden korumak
icin esastir. Yara iyilesmesi, ¢esitli bityiime faktorleri ve hormonlarin salgilanmasiyla birlikte
¢ok sayida hiicre tipinin gogii ve ¢ogalmasi dahil olmak {izere iyilesme siirecinin biyolojik ve
fizyolojik asamalarini icerir [77,79]. Yaralarin enfeksiyondan korunmasi ve iyilesme siirecinin
hizlandirilmasi i¢in yara ortiileri kullanilmaktadir [80]. Yaray1 enfeksiyondan korumak, yara
iyilesmesinde 6nemli bir husustur. Bir yara ortiisiiniin antimikrobiyal aktivitesi, yara bolgesinde
bakteri liremesini azaltmasindan dolay1 bir avantaj saglamaktadir. Yaralanma durumunda ise
cesitli fazlar ile yara iyilestirme siireci baslar. Yara iyilesmesinde c¢esitli dogal bilesikler
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada da dogal bir bilesik olan allantoinin yara iyilestirici etkileri

degerlendirilmistir.

Yanik ve yara bakiminda, Allantoinin yara bolgesine olan faydasi kanitlanmistir. Allantoin

piirin katabolizmasi i¢inde tirik asit oksidasyonu sonucu olusan bir iiriindiir [55]. Literatiirde
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allantoin (5-ureidohydantoin) yara iyilestirici [54,56,57], antiirritan, nemlendirici ve nekrotik
doku giderici [59], hiicre mitozunu arttirici, analjezi ve keratolitik efekt gibi bir¢ok etkiye
sahiptir. Tiim bu etkilerden dolay1 allantoin, 6zellikle yara iyilestirme olmak tizere 70 yil1 askin

stiredir kozmetik ve ila¢ endiistrisinde yer almaktadir.

Bu ¢alismada allantoinin hiicre canliligina etkisi MTT (Metiltiyazolildifenil-tetrazolyum
bromdir)) testi ile 6l¢lilmiistiir. Bu testte hiicrelerin metabolik aktiviteleri ve hiicre canliligt MTT
ad1 verilen bir bilesigin hiicre i¢indeki enzimler tarafindan indirgenmesiyle Ol¢iiliir. Hiicre
canlihigimi yansitan MTT'nin indirgenmesi sonucunda mor renkli bir formazan {iretilir. Bu da
canli hiicre sayisini belirlemeyi saglar. MTT testi sonuglarina gore allantoinin hiicre canliligini
arttirici etkisi goriilmustiir. 24 saat boyunca 200 uM allantoin dozunun hiicre canliligint anlamli
oranda arttirdig1 goriilmiistiir. Bu ylizden 200 uM allantoin dozu segilmistir. En diisiik allntoin
dozu olan 50 uM allantoin de segilerek karsilastirma yapilmasi amaglanmistir. VL Savi¢ ve
arkadaslar1 saf allantoinin, her iki hiicre hattinin hiicre canlilig1 lizerinde bir etkiye sahip olup
olmadigini arastirmiglardir.Yapilan ¢ogalma (MTT) deneyinde PA (saf allantoin), her iki hiicre
hattinin hiicre biiyiimesi tizerinde daha yiiksek konsantrasyonlarda (40 pg/ml ve 100 pg/ml)
hafif inhibe edici etki gostermistir ve MDCK (Hiicre canliligi ve epitel proliferasyonu) hiicre
hatti iizerinde daha belirgin bir etki gostermistir. Karakafes kokiiniin sulu 6zii, MDCK hiicreleri
tizerinde etki gostermezken, L929 (fibroblastik) hiicrelerinin yasayabilirligi ilizerinde
istatistiksel anlamlilik olmaksizin hafif uyarict etki gostermistir. Cogalma deneyinde
AECR(karakafes otunun sulu 6zii), 40 pg/ml'den daha yiiksek konsantrasyonlarda L929
fibroblastlarmin ¢ogalmasini istatistiksel olarak o6nemli o&lgiide uyarmistr ve MDCK

hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe etmistir. [82].

Yara kapanma testi, hiicre migrasyonu {izerinde etkili olan ¢esitli faktorleri ve potansiyel
ilaglarmin etkilerini arastirmak igin kullanilir. Yara olusturulduktan sonra, hiicrelerin
migrasyon siireci izlenir. Belirli bir siire boyunca hiicrelerin yara bolgesine dogru géc¢ etmesi
ve boslugu kapatmasi beklenir. Bu c¢alismada 200 uM allantoin uygulanan gruptaki yara
kapanma oraninda kontrol ve 50 uM allantoin uygulanan gruba gore anlamli oranda artis oldugu
goriilmistiir. Bu sonuclara gore 200 uM allantoinin yara kapanma iizerindeki etkisi oldukga
yiksektir. Bu ¢alisma iliskili diger caligmalar ile tutarli sonuglara sahiptir. JG Kim ve
arkadaslar trakelositin keratinosit proliferasyonu tlizerindeki etkisini belirlemek i¢in, HaCaT
hiicrelerini tedavi etmek i¢in ¢esitli konsantrasyonlarda trakelosid kullanilmistir. Trakelosid,
pozitif kontrol olarak kontrol veya allantoin ile karsilastirildiginda doza bagli bir sekilde HaCaT

hiicrelerinin proliferasyonunu arttirdigi goézlemlenmstir. Trachelosid, 24 saatlik
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tedaviden sonra 1, 5 ve 10 ug/ml'de hiicre ¢ogalma oranmi sirasiyla %13.98, %18.82 ve
%17.94 artirmistir. Bu bulgular sonucunda kontrole goére sirasiyla %38.14, %106.13 ve

%72.83 oraninda iyilesme aktivitesinde artis gézlemlemislerdir. [83].

Annexin V/PI analizi, hiicre apoptozunu belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir. Annexin
V, hiicrelerin dis zarmmda bulunan ve apoptotik hiicrelerin yiizeyinde giderek artan bir
proteindir. Bu c¢alismada 24 saat boyunca 200 pM allantoin uygulanan HaCat hiicre hattinin
apoptoz oranini belirlemek i¢in Annexin V / PI testi uygulanmis ve hiicrelerin apoptoza
ugramadig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar diger allantoin dozlariyla denenmis Annexin V / PI
testlerinin sonuglari ile tutarlidir. M Amitani ve arkadaslari, Annexin V/PI analizinde allantoin,

hiicre popiilasyonunun apoptotik hiicre yiizdesini %32.7’ye diistirdiigiinii gostermislerdir[84].

Hiicre dongiisii analizi, hiicrelerin hangi evrede oldugunu belirlemek i¢in kullanilan bir
yontemdir. Hiicre dongiisii G1, S, G2 ve M fazlarindan olusur. G1 fazi hiicre biiylimesinin
gergeklestigi evredir. Bu fazda hiicre, proteinlerin ve organellerin sentezini yapar. G1 fazi,
hiicre dongiisiiniin en uzun siiren evresidir S fazinda DNA replikasyonu gerceklesir. Hiicre,
DNA'nin tam bir kopyasini olusturur ve kromozomlarmin sayisi iki katina g¢ikar. G2 fazi
hiicrenin bolinmeye hazirlandig1 son evredir. Hiicre biiyiimesi devam eder, proteinsentezlenir.
Hiicre, mitoz fazina hazirlik yapar. M fazi ise hiicre boliinmesinin gerceklestigi evredir. Bu
calismada 200 pM allantoin uygulanan hiicrelerde S ve G2/M fazlarinda artis oldugunun
goriilmesi hiicre canlilif1 ve yara kapanmasi deneylerini dogrular niteliktedir. Bu sonuglar
ilintili ¢aligmalar ile tutarhidir. GS Paz ve arkadaslar sisplatin etkinliginin allantoin tarafindan
azaltilmasii incelemek i¢in yaptiklar1 ¢alismada; allantoin, alt G1 hiicrelerinin yiizdesini
azaltmistir ve hiicre dongiisiiniin G1 ve G2 fazlarindaki hiicre popiilasyonunu, ek olarak 33 uM
sisplatin ile igleme tabi tutularak artirmistir. 16.5 pM sisplatin ile kombine tedaviyi takiben G2
fazinda hiicre dongiisiiniin durdurulmasimi indiikleyerek, allantoinin CML hiicre hattinda

sisplatinin etkinligini azalttigin1 gostermislerdir[85].

DiOC6 boyasi, hiicrelerin mitokondriyal zar potansiyelini (MMP) 6l¢gmek i¢in kullanilan bir
floresan boya tiiriidiir. DIOCS6, hiicre i¢ine girdiginde mitokondriyal zar potansiyelinebagl
olarak floresan yayma o6zelligi gosterir. Bu nedenle, DiOC6 testi, mitokondriyal fonksiyonlarin
degerlendirilmesi ve hiicrelerdeki mitokondriyal zar potansiyelindeki degisikliklerin
belirlenmesi i¢in kullanilir. Bu ¢alismada, HaCaT hiicre hattina 200 uM allantoin uygulanan

grubun floresan yogunlugunda gézle goriiliir bir artis saptanmustir.
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gPCR analizi,molekiiler diizeyde gen ekspresyonunu tespit etmeyi saglar. 200 uM Allantoin
uygulanan HaCaT hiicre hattinda 24 saat sonundaki Akt, Coll A ve Fibronektin gen ekspresyon
seviyelerinin kontrol grubuna gore artis gosterdigi, Laminin de ise bir degisiklik olmadigi
goriilmistiir. Bu ¢aligma diger ilgili ¢alismalar ile tutarlidir. M. Nourimand ve CD Todd
caligmalarinda, Cd'nin iireid metabolizmasi tizerindeki etkisi, stresin neden olduguoksidatif
hasar1 hafifletmede iireidlerin, 6zellikle allantoinin rolii hakkinda bilgi saglamak i¢infizyolojik,
biyokimyasal ve molekiiler yaklagimlar kullanilarak incelenmistir. Sonuglar, allantoinin, artan
Cd konsantrasyonuna yanit olarak vahsi tip Arabidopsis'te yiiksek oranda biriken ana iireit
bilesigi oldugunu gostermektedir. Molekiiler sonuglar, allantoin birikiminin UO'daki artistan

ve ALN gen ekspresyonundaki azalmadan kaynaklandigini gostermektedir[86].

Sonug olarak allantoinin HaCaT hiicre hattindaki yara iyilesme siirecine etkisi
yiiksektir. ilag sektériinde kullanima uygun, ayn1 zamanda yaralar igin biiyiik dl¢iide iyilesme

sagladigindan saglik sektoriinde daha fazla kullanilmalidir.
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