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OZET

Diyabet, her yil giderek artan bir prevalans ile diinyadaki en 6nemli saglik
problemlerinden biridir. Diyabetik yara iyilesme siirecinde goriilen problemler, agir
olgularda ampiitasyonlar ile sonlanabilen komplikasyonlara yol acar. Adipoz doku,
otolog mezenkimal kok hiicreler (MKH) i¢in zengin bir kaynaktir. Bu hiicrelerin
terapotik uygulamalarda kullanimi ise diyabetik hastalarin etkili tedavisi i¢in biiyiik
potansiyel tasimaktadir. Sican adipoz dokusunu eksize ettigimiz, MKH'i izole edip
kiiltiire ettigimiz ve daha sonra keratinositlere farklilagtirdigimiz bu ¢aligmada,
adipoz dokuyu MKH kaynagi olarak kullandik. Farklilastirilan hiicreler daha sonra
STZ ile diyabetik olan si¢anlardaolusturulan termal yanik modeline transfer edildi.
Ayrica, termal yanikli hayvan modelimizde, trombositlerden zengin plazma (PRP)’
nin etkinligini tek basgina ve keratinositler ile kombinasyonda degerlendirdik.

Caligmamizdaki deneysel yaklasim, H&E boyamas:1 ile yara alaninin
histolojik degerlendirilmesi, gesitli biiyiime faktorleri (EGF, PDGF, TGF-B1, FGF-2,
FGF-7, FGF-10, EGF), MCP-1 ve Kollajen-1’in RT-PCR ve immunohistokimyasal
analizler ile degerlendirilmesini icermektedir. Ayrica sitokeratin diizeyleri de
immunohistokimyasal olarak degerlendirildi. Hucresel terapinin ve PRP'nin ikinci
derece yanik iyilesmesi iizerine etkisi, tedavi verilen ve verilmeyen diyabetik
siganlarda, tedavi sonras1 3., 7.,10. ve 14. giinlerde sirttaki termal yanik alanindan
alinan biyopsi materyallerinde degerlendirilmistir.

Sonuglarimiza gore, yeniden epitelizasyon siireci, tedavi uygulanan gruplarda
tedavisiz kontrol grubuna kiyasla daha erken baslamistir. Keratinositler ve/veya PRP
uygulanantiim tedavi gruplarinda, biiylime faktorlerinin ve Kollajen-1’in diizeyi artis
gosterirken, MCP-1 diizeyleri farkli giinlerde kontrol grubuna kiyasla diisiis
gostermistir. Ayrica MKH'denelde edilen keratinositler ve PRP’nin kombine
uygulamasi, diyabetik si¢anlarda olusturulan yara iyilesme modelindeen hizli ve en

1yl tedaviyi saglamistir.

Anahtar Kelimeler: yara iyilesmesi, yanik yarasi, mezenkimal kok hucreler,

PRP, keratinosit, diyabet, sican



Using Keratinocytes Differentiated from Rat Adipose Tissue Stem Cells and
PRP in Experimental Burn Wound Model of Diabetic Rats

ABSTRACT

Diabetes is one of the most important health problems with a rising
prevalance each year all around the world. The problems seen in diabetic wound
healing process lead to complications which can even end up with amputations in
severe cases. Adipose tissue is a rich source of autologous mesenchymal stem cells
(MSCs). Use of these cells in therapeutic applications has a great potential for
effective treatment of diabetic patients.

In this study, we used adipose tissue as the source of MSCs where we excised
rat adipose tissue, cultured MSCs isolated from this tissue and then differentiated
them into keratinocytes. The differentiated cells were then transferred to the thermal
burn areas of STZ-induced diabetic rats. At the same time, we evaluated the effect of
platelet rich-plasma (PRP) alone and in combination with Kkeratinocytes in our
thermal burn animal model.

The experimental approach in our study included histologic examination of
the wound area by H&E staining, immunohistochemical and RT-PCR analysis of the
various growth factors (EGF, PDGF, VEGF, TGF-p1, FGF-2, FGF-7, FGF-10),
MCP-1 and collagen-l. In addition, cytokeratins were analyzed by
immunohistochemical analysis. The effect of cell therapy and/or PRP on secondary
burn wound healing process was assessed in biopsy samples excised from the wound
areas on the dorsal side of the treated/untreated rats on 3, 7", 10" and 14" days
after treatment. According to our results, re-epithelization started sooner in the
treated groups in comparison with the untreated control group. In all treatment
groups where we applied either keratinocyte-like cells or PRP, the level of growth
factors and collagen-1 were found to be increased while MCP-1 levels decreased
compared to the control group. Our data also indicated that the combined application
of PRP and keratinocytes derived from MSCs showed the most accelerated healing

process and was the best treatment for thermal wound healing model of diabetic rats.

Keywords: wound healing, burnwound, mesenchimal stem cell, PRP,

keratinocyte, diabetes, Rat
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GIRIS

2009 yil sonu itibart ile tiim diinyadaki diyabet niifusu 285 milyon iken bu
sayinin 2030 yilinda 438 milyona ulagmasi beklenmektedir. Bu hastalarin % 15’inde
yasamlarinin bir déoneminde iyilesmeyen kronik yaralara maruziyet séz konusudur.
Genellikle diyabetik hastalarda iskemi, ndropati, travma ve enfeksiyon iyilesmeyen
yaralara neden olmaktadir.

Yag dokusu, akut ve kronik hasarli dokularin onarim ve rejenerasyonu i¢in
cesitli alanlarda terapdtik uygulanabilirligi ile dikkati ceken zengin bir otolog eriskin
mezenkimal kok hiicreler (MKH) kaynagidir. Ayrica, trombositlerden salinan
biiyiime faktorleri hiicrelerin onarim mekanizmasini devreye sokarak yaralarin
iyilesmesini saglamaktadir. Trombositten zengin plazma (platelet rich plasma-PRP)
uygulamasinda, hedef bolgeye kan dolagimiyla tasinabilenden ¢ok daha fazla sayida
trombosit (platelet) ve iceriginde bulunan biiylime faktorlerinin ulastirilabilmesi
mumkandur; bu nedenle de yara iyilesmesinde etkinligi kaginilmazdir. Keratinosit ve
PRP'nin birlikte uygulanmasiin yara iyilesmesinde sinerjik etkilesimle daha da
etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Keratinositlerin 6zellikleri yara i¢indeki
konumlarina ve ¢evresel kosullarina bagli olarak degismekle birlikte epitelizasyonun
olusmast ve yara yerinin kapanmasi silirecinde bag dokusu hiicreleri ve bu
hiicrelerden salgilanan bircok faktor ile iyilesmenin hizlandirabilmesinde 6nemli
etkileri mevcuttur. PRP, doku i¢in nontoksik ve otolog oldugundan insanlarda
giivenle kullanilabilir. Aktivasyon ile ilgili olarak, trombositler granuler iceriklerini
gevresel ortamlarma birakirlar. a-grandller trombositlerde en bol bulunan ve en
onemli olanlardir ¢iinkii iyilesme yanitinin baslamasi ve stirdiiriilmesinden sorumlu
blylme faktorlerinden zengindirler. TGF-B, PDGF, VEGF ve FGF (rettikleri
biiyiime faktorlerinin sadece birkacidir. Bu biiylime faktorlerinin iyilesmenin tim
fazlarinda etkili oldugu gdosterilmistir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilecek veriler bu
tedavilerin klinikte hastalar i¢cin kullanilmasi agisindan yol gosterici olacaktir.
Diyabetiklerde uygulanmasi ile uzun siireli hastanede yatis, buna paralel olarak artan
maliyet ve hastanin iyilesmesine olumsuz etkileri olan enfeksiyon, doku reddi, ruhsal
travma vb. nin azaltilmasi ve hatta diyabetik ayaklarin ampiitasyonunu

engelleyebilmek de mimkin olabilir.



1. GENEL BILGI

1.1 Diabetes Mellitus (DM)

2014 yili itibariyla tiim diinyada %901 Tip 2 DM olmak iizere 387 milyon
diyabetli vardir vebu rakam erigkin populasyonunun %8,3’tine denk gelir, ancak,
2035 yilinda bu rakamin 592 milyon olmasi beklenmektedir. Kadinlar ve erkekler
icin risk esittir. Diyabetin globalmaliyeti ABD'de 2012 yilinda 245 milyar dolar iken
2014 yilinda bu rakamin tiim diinyada 612 milyar dolar olacagi tahmin ediliyordu.

Diabetes mellitus uzun siireli kan sekeri yiiksekligine bagli olarak ortaya
cikan bir grup metabolik hastaliktir. Kan sekeri yiiksekligi poliiiri, polidipsi ve
polifajiye neden olur. Tedavisiz kalan diyabetiklerde akut ve kronik dénemde olmak
Uzere pek ¢ok komplikasyon gortilmesi beklenir. Diyabetik ketoasidoz, non-ketotik
hiperozmolar koma diyabetin akut komplikasyonlari; kardiyovaskiiler hastaliklar,
inme, kronik bobrek yetmezligi, diyabetik ayak ve gz hasar1 diyabetin agir kronik
komplikasyonlar1 arasinda yer alir. Pankreas beta hiicreleri tarafindan yeterli insiilin
tretilememesi veya TUretilen insiiline hedef organlarda yamitsizlik diyabete yol
agmaktadir (1-3).

Diyabet mellitus, Tip 1 DM, Tip 2 DM, gestasyonel diyabet olmak (zere 3
ana kategoride siniflandirilabilir.

1.1.1 TiplDM

Tip 1 diabetes mellitus insulin dretiminden sorumlu olan pankreas
Langerhans adaciklarindaki beta hiicrelerinin kaybi ve insiilin yetmezligiyle
karakterize bir tablodur. Beta hiicrelerinin kayb1 immun aracilikli mekanizmalarla
veya idiopatik olarak gerceklesir. Immun aracilikli mekanizma daha sik goriilmekte
ve T hiicrelerinin otoimmun olarak beta hiicrelerine saldirmasiyla gerceklesmektedir.
Cogunlukla diger yonlerden saglikli ve obez olmayan kisilerde goriiliir. Insiiline
duyarlilik ve verilen yanit Ozellikle erken donemlerde normaldir. Tip 1 DM,
cogunlukla ¢ocuklarda goriildiigiinden eskiden Juvenil Diyabet olarak
isimlendirilmis olsa da erigskinlerde de ortaya ¢ikabilen bir hastalik oldugundan bu
isimlendirme artik kullanilmamaktadir.

"Kirilgan diyabet" terimi anstabil yani labil diyabet i¢in kullanilir ve
cogunlukla tip 1 diyabette nedeni olmaksizin goriilen kan glukoz diizeylerindeki
biiyiik dalgalanmalar1 tanimlamak i¢in kullanilan ve tarihsel 6nemi olan bir terimdir.

Tip 1 DM'da kan glukoz diizeylerinde bazen beklenmeyen ani yikselme ve diisiisler
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bazen de ketoasidoz goriilmesine ragmen "kirilgan" terimi giiniimiizde terk
edilmistir. Tip 1 DM'da goriilen diger komplikasyonlar arasinda insiiline karsit
yanitin bozulmasi, enfeksiyonlara egilim, gastroparezi ve Addison v.b. diger
endokrinopatiler yer almaktadir (4).

Tip 1 DM'un zemininde genetik bir yatkinlik s6z konusudur. Bazi HLA
genlerine sahip kisilerde diyabet riskinin daha yiiksek oldugu ve bu kisilerde
hastaligin diyet, viral enfeksiyonlar gibi ¢evresel faktorlerle tetiklenip ortaya ¢iktig
diistiniilmektedir. Coxsackie B4 viriisii ile Tip 1 DM arasindaki iligki bilimsel olarak
gosterilmistir. Tip 1 DM’da hastaligin gelismesinde yasam tarzi Tip 2 DM'da oldugu
kadar etkin bir faktor degildir (5).

112 Tip2DM

Tip 2 DM insilin direnci ile karakterize, zamanla instlin yetmezliginin de
eklenebilebilecegi bir hastaliktir. Spesifik olarak bilinmeyen bir nedenle insiilin
reseptoriiniin insiiline verilen yanitinin bozuk olmasindankaynaklanir. Tip 2 DM tiim
diyabet tipleri arasinda en sik goriilenidir.

Tip 2 DM'un erken doneminde temel sorun insiilin duyarliligindaki
azalmadir. Bu donemde yasam tarzi degisiklikleri ve medikal tedaviyle insiilin
duyarhiliginin arttirilmasi ya da karaciger tarafindan glukoz tiretiminin azaltilmasi
amaclanir.

Tip 2 diyabet kisinin genetigi ve yasam tarziyla iliskilidir. Obezite
(BMI>30), yetersiz fiziksel aktivite, sagliksiz diyet, emosyonel stres ve sehir hayati
hastalig1 tetikleyen yasam tarzi faktorleri arasinda yer alir. Obezite Cin ve Japon
kokenli kisilerde Tip 2 DM'un %30'undan, Avrupa ve Afrika kdkenli kisilerde %60-
80'inden ve Pima yerlileri ve Pasifik kokenli kisilerde %100'inden sorumludur.
Obez olmayan Tip 2 DM'lerde bile bel/kal¢a oran1 normale gore artmistir.

Gestasyonel diyabet, diyabetin 3. bir klinik formudur. Ge¢misindediyabet
Oykisl ya da kan sekeri yiiksekligi olmayan gebede aniden kan sekerinin yiikselmesi
ve diyabet gelismesi olarak tanimlanir (6).

1.2 Deri Yapisi

Viicudun dis ylizeyini kaplayan deri, viicut agirhiginin %16’sin1 olusturan ve
1.8m*lik bir yilizey alanina sahip olan viicudun en biiyiik organidir. Cevreye karsi
fiziksel bir koruyucu bariyer olusturan deri, ,su, elektrolitler ve gesitli maddelerin
iceri ve disar1 gecisini kontrol etmek yani sira; mikroorganizmalar, UV 1sinlari,

radyasyon ve toksik maddelere karsi koruma saglama gibi cesitli fonksiyonlara
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sahiptir. Derinin embriyonik kaynagi ektoderm ve mezodermdir ve 3 farkli

tabakadan olusur; epidermis, dermis ve subkutis (hypodermis). Derinin 3 tabakasi

Sekil-1 ve Tablo-1' de gosterilmistir (7,8).

Epidermis —{_
Bazal membran <

Dermis

Subkutis - 2

Sekil 1. Derinin 3 tabakasi.

Tablo 1. Deri tabakalarmin o6zellikleri.

Deri Tabakasi

Aciklama

Epidermis

Derinin en dis tabakasidir. Temel hiicre tipi keratinositlerdir.
Keratinositler yanisira melanositler, Langerhans hcreleri,
Merkel hiicreleri de bu tabakada yer alir.

Bazal Membran

Dermo-epidermal birlesim yeridir. Diizensiz, kompleks ve ¢ok
katmanli bir yapilanma ile karakterize deri tabakasidir

Dermis Epidermis ve subkutis arasinda destekleyici bag dokusudur.
Ter bezleri, kil kokleri, sinir hiicreleri, lifler, kan damarlar1 ve
lenf damarlarini igerir.

Subkutis Dermisin altinda yer alan yumusak bag dokusudur ve lipid

igerikli deri katmanidir.

1.2.1 Epidermis

Cok katli yass1i epitel dokudan olusan epidermisin ana hiicre tipi

keratinositlerdir. Skuamoz hiicreler olarak da adlandirilan keratinositler, keratin

sentezinden sorumludur. Protein kopriuleri olan dezmozomlar, keratinositlere

baglanir ve bdylece yiizeysel katmanlardan daha derin deri katmanlarina dogru gegis

yaparlar. Epidermisteki 4 ayr1 tabakanin olusumu (tabakalanma), keratinin

matiirasyonu asamalarinda gozlenir. Epidermis kalinlig1 0.05 mm (g6z kapagy) ile




0.8 £ 1.5 mm (ayaktabani ve avug i¢i) arasinda degisim gosterir. Epidermisin igten

en disa dogru yapilanmasindaki bu 4 tabaka asagidaki gibidir;

o Stratum Bazale (bazal veya germinativum hicreleri)

. Stratum Spinozum (Spindz veya dikensi hiicre tabakasi)
o Stratum Graniilozum (grantiler hiicre tabakasi)

o Stratum Korneum (Boynuzsu Tabaka)

Stratum Lucidum, kalin epidermis tabakasinda yer alan saydam hiicrelerden
olusmus bir tabakadir. Bu tabaka, stratum graniilozum ve stratum korneum
arasindaki gecisi olusturur ve ince epidermis tabakasinda genellikle goriilmez.

Epidermisin yapisi, Sekil-2a ve Sekil-2b’de gosterilmektedir (7,8).

Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum KERATOHIVALIN GARNULLERI

LIPIDLER

Stratum spinosum 'a KERATIN FIBER
S8 DESMESOM
Stratum basale HUCRE CEKIRDEGI
HEMIDESMEZOM
BAZAL MEMBRAN

Sekil 2a. Epidermisin yapisi.
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Sekil 2b. Epidermisin histolojik gorintusu.

Dermoepidermal birlesim yeri / bazal membran

Iki katmandan olusan bazal membran, dermal papilla nedeniyle diizensiz ve
kompleks bir yapiya sahiptir. Biilloz pemfigoid ve epidermolizis biilloza gibi deri
hastaliklari, derinin bu katmani ile ilgili patolojilere bagli gelisen hastaliklardir.
Epidermisin besin alis-verisi yanisira atiklarin disar1 atilimi, difizyon yoluyla bu
katmanda gerceklesir. Yaslanma ile beraber bazal membran yapisinda olusan

diizlesme, yaglanmanin disaridan gozlenebilir belirtilerinden biridir (7,8).

1.2.2 Dermis

Bu bolge ince kollajen lifleri icermektedir. Kalin kollajen demetleri derin
retikiiler tabakada. Dermis elastin ve epidermisin altinda yer alan, dayanikli ve
destekleyici hiicre matriksinden olusan iki tabakali dermisin kalinlig1 goz
kapaklarinda 0.6 mm’den; sirt, avug i¢i ve ayak tabaninda 3 mm’ye kadar degisir.
Dermisin iki tabakasi;
- Ince papiller tabaka
- Kalin retiikiiler tabaka olarak siniflandirilir.

Papiller dermis tabakasi epidermis ile baglantili ve daha iistte yerlesik olan
dermis tabakasidir. Ince kollajen lif yapilanmasinin gériildiigii gevsek bir sekilde
diizenlenmis olan papiller dermis tabakasimin aksine, derin retikiiler tabakada cilt

yiizeyine paralel olarak yerlesmis kalin kollajen demetleri bulunur ve bunlar papiller



tabakanin tabanindan subkutis tabakasina kadar uzanmaktadir. Elastin, kollajen, ve
yapisal proteoglikanlar1 sentezleyen fibroblastlar, bagisiklig1 saglayan mast hiicreleri
ve makrofajlar, dermis tabakasini olusturan hiicrelerdir. Dermis yapilanmasinin
%70’1lik kismini olusturan kollajen lifleri, dayanikli ve sert bir yapi olusturur.
Elastin, elastiklik ve yapisal esneklik icin gerekli matriks bilesenleridir.
Proteoglikanlar ise vizkozite ve dermisteki hidrasyonu dizenler. Dermisin fibréz
dokusunda dermal damar, lenfatikler, sinir hiicreleri, sinir lifleri, ter bezleri, kil

folikiilleri yanisira az miktarda ¢izgili kas hiicreleri de yer alir (7,8).

(33 Epidermis
Papillary
. % 4 / Dermis
/ ?‘0.4 '/‘
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T
Z >

X

LR

L] Reticular

.
\\.“\}

,;?ff; ’ ’ Dermis
S~
1
. o]
N Subcutaneous
Z Tissue

Sekil 3. Dermisin papiller ve retikiler bolgeleri

1.2.3 Subkutis
Abdomen bolgesinde kalinlig1 3 cm’ye kadar ¢ikabilen subkutis, gevsek bag
dokusu ve yagdan olusur. Bu tabaka lipidlerle doludur ve lipositlerin bélinmesiyle
olusur. Subkutan dokunun yag igeriginden yoksun oldugu bdlgeler ise, goz

kapaklar1, penis ve skrotumdur (8).



1.3 Yara iyilesmesi

2009 yil1 sonu itibari ile tiim diinyadaki diyabet niifusu 285 milyon iken bu
sayinin 2030 yilinda 438 milyona ulagmasi beklenmektedir. Bu hastalarin % 15’inde
yagamlarinin bir doneminde iyilesmeyen kronik yaralara maruziyet séz konusudur.
Genellikle diyabetik hastalarda iskemi, ndropati, travma ve enfeksiyon iyilesmeyen
yaralara neden olmaktadir.

Yara iyilesmesi birbirini izleyen ve bazen de birbiriyle ortiisen fazlardan
olusmaktadir:

1. Inflamasyon fazi (1-4 gin)

2. Proliferasyon fazi (kollajen yapim fazi) (2-22 giin)

3. Yeniden yapilanma (remodelizasyon fazi) (6-12 ay)

Keratinositler, derideki epidermis tabakasinin en alt kisminda yer alirlar.
Epidermisten koken alan bu hicreler, epidermisteki kok hicrelerin diferansiye
olmus ve olgun hiicre formudur. Dezmozomlar aracilifiyla birbirine,
hemidezmozomlar ile de bazal membrana baglanan bu keratinositler (stratum bazale
icindeki hiicre boliinmeleri ile birka¢ tur cogaldiktan sonra) epidermise dogru
hareket ettikleri sirada bir yandan da degisime ugrarlar.

Yaralarin iyilegsmesindeki gecikmelerde Ozellikle yara ortamindaki aktif
bliylime faktorlerinin diizeylerindeki azalma da sorumludur. Kronik yaralarin akut
yaralarla karsilastirildiklarinda daha diistik diizeylerde trombosit kaynakli biiylime
faktori (PDGF), temel fibroblast blylme faktérii (bFGF), epidermal blylme
faktoriic (EGF) ve dondstiriicti biiytime faktori-beta (TGF-B) icerdikleri
bilinmektedir. Buyime faktorlerinin  ekstraselluler matriks molekilleriyle
hapsedilebilecekleri veya proteazlarca asir1 derecede yikilabilecekleri ve bunun da
iyilesmemeyle sonuclanabilecegi belirtilmektedir.

Diabetes mellitus, pek c¢ok konnektif doku anormallikleriyle iligkili bir
hastaliktir. Azalmis kollajen biyosentezi ve / veya yeni sentezlenen kollajenin artmis
proteaz aktivitesi nedeniyle hizli yikimi sonucu derideki kollajen igerigi
azalmaktadir ve bu durum diyabette rastlanan yara iyilesmesinin bozulmasina
katkida bulunmaktadir (10,11).

1.4 Trombositten zengin plazma (PRP)

PRP trombositten zengin kan plazmasidir. PRP’de kemik ve yumusak

dokunun iyilesmesini uyaran bazi biiylime faktorleri ve sitokinler bulunur.



1.4.1 Yamkta Trombositten zengin plazma (PRP) kullanilmasi

Bozuk yara iyilesmesi, agir yaniklarda uzun siireli tedavilere gereksinim
duyulmast ve kapanmayan yaralardan kaynaklanan sekonder
komplikasyonlargelismesi, yanikli hastalarin yara iyilesme siirecinin kisaltilmasini
ve yeniden epitelizasyon siirecinin  hizlandirilmasinisaglayan arastirmalara
yonlenilmesine sebep olmustur. Trombosit yoniinden zenginlestirilmis plazma
(PRP)’nin otolog uygulanmasinin cerrahinin bir¢ok alaninda yara iyilesmesini
destekledigi gosterildiginden, PRP uygulamasmin yaniklardaki uygulamasinin
bilimsel bir dayanagi olup olamayacagi sorusu giindeme gelmistir (11).

Trombositler doku hasar1 sonras1 hemostaz ve yara iyilesmesinde kilit bir rol
oynarlar. Travma sonrasi hizla fibrinojeni aktive ederekve fibrin tikaglari olusturarak
bir hemostatik ve doku adhezyon faktorii gibi davranirlar. Ayrica doku tamirinin
ileriki asamalarinda da 6nemli bir rol oynamaktadirlar. Trombosit aktivasyonunun bu
uzun siireli etkileri, otuzdan fazla biliylime faktoriiniin salgilanmasindan kaynaklanir.
Trombositler kemotaktiktirler ve yara iyilesmesi siirecini diizenlemekte olan
fibroblastlar, endotel hiicreleri ve projenitor hiicrelerin ¢ogalmasini uyarmaktadirlar.
Salgilanan biiylime faktorleri arasinda, trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) ,
doniistiiriicii bliylime faktorii Bl (TGF-B1), trombosit kaynakli epidermal biiylime
faktori (EGF) ,trombosit kokenli anjiogenez faktor de denilen trombosit faktori-
4(PF4) ve trombosit aktive edici faktor (PAF) bulunur. Buna ek olarak trombositler,
bazal membran ve hiicre disi matriksin parcalanmasinda rol alan diger hiicre
tiplerinin proteolitik enzimlerinin saliverilmesini tetikleyen proteinazlar1 da eksprese
ederler (12-15).

Otolog PRP, bazalden/normalden fazla konsantrasyonda trombosit iceren
plazmay1 tanimlar. PRP igeriginde bulunan trombosit miktarinin ne kadar olmasi
gerektigini igeren bir tanim yoktur ancak cogunlukla 3-5 kata kadar artis saglanarak
PRP elde edilir. PRP, eksternal olarak uygulanabilir, implant edilen materyale
eklenebilir (6rn. kemik iligi gibi)veya veya bir lezyonun i¢ine rejenerasyon saglayici
matriks olarak enjekte edilebilir. Erken etki olarak PRP, hizli bir hemostaz
saglayacak ve fibrin tika¢ olusturarak doku adhezyonu saglayacaktir. Salgilanan
faktorlerin miktar1 hasarli bolgeye uygulanan trombosit miktar1 ile dogru orantili
olarak artacagindan, PRP’nin uygulanigi travmaya karsi olusan fizyolojik yaniti
arttiracak ve protein ve biiylime faktorlerinin bolgedeki normal miktarimi

asacagindan daha hizli bir etkiyi beraberinde getirecektir. Biitiin bunlara dayanarak,
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PRP terapisini savunan bilim insanlari, doku rejenerasyonunda artigla ve
enfeksiyon,agr1 ve kan kaybinin goriilme oranindaki azalmaylasaglanan yararlar dile
getirmektedirler (16-17).

PRP, antikoagulanla pihtilasmasi engellenmis kanin santrifiij edilmesi ile
elde edilir. Santrifiij sonras1 ayrilan, trombosit ve beyaz kan hiicrelerinin olusturdugu
“buffy coat” tabakasindan PRP elde edilir. Ge¢miste bir {inite kan gerektiren bu
islem giiniimiizde daha kiiciik hacimlerle dahi yapilabilir hale gelmistir. PRP eldesi
son yillarda laboratuvarlar disinda, doktorlarin kisisel ofislerinde de elde edilebilir
hale gelmistir. Ofis-ici PRP hazirlanmasin1 saglayan sistemler, ticari olarak
satilmaktadir. Hazirlanmis ve pihtilasmasi onlenmis olan PRP, yaklasik 8 saat
boyunca stabilitesini korur. Trombositlerdeki a-granullerin degranilasyonu ile
paketlenmis durumdaki biiyiime faktorleri salinir (18).

Bu sitokinlerin aktif salinimi, pihtilagsma kaskadi ile uyarilir ve trombosit
agregasyonunutakiben ilk 10 dakika i¢inde baslar. Bu indiiklenme PRP’de, kalsiyum
kloriir (CaCl) ve trombin ilave edilmesi ile baslatilmaktadir. ilk bir saat igerisinde
gerceklesen salinnmda Onceden sentezlenen biiyliime faktorlerinin yaklasik %95
kadar1 serbest birakilir. Canliligin korundugu bir haftalik siirecte trombositler ek
biiylime faktorleri sentezler ve salgilarlar. Makrofajlar, kemotaktik etkiyle ve
trombositlerce uyarilarak dayarali bolgeye c¢ekilir. Burada timor nekroz faktord
(TNF-a) ve temel fibroblast biyume faktori (bFGF) gibi ek biyume faktorleri de
salgilayarak yara iyilesmesini regile etmeye devam ederler.

PRP’nin yaniklar, radyoterapi yaniklari, kozmetik cerrahi yaralari, plastik
cerrahi, dis cerrahisi, ortopedik cerrahi ve kardio-torasik cerrahideki yanik yaralarini
tyilestirici etkisi oldugu bilinmektedir. PRP'nin yamik 1iyilesmesi amaciyla
kullanilmast sirasinda PRP'min iki etkisi goz oOniinde bulundurulmalidir; hizl
hemostatik ve dokuda adheran etkisi ile yara iyilesmesinde uzun siireli diizenleyici
etkisi (19-27).

PRP’nin yaniklarda kullanimiyla ilgili cok az sayida ¢alisma bulunmaktadir.
Bunlardan yalmizca iicii PRP’nin yaniklarda yara tedavisi {izerine etkilerini
incelemistir.

Marquez De Aracena ve ark., okiiler yamig bulunan 10 hastanin
sonuglarinda onemli farkliliklar bulmuglar ve PRP uygulamasimin goziin ve

korneanin daha hizli epitelizasyonunusagladigini bildirmislerdir. Otolog kanin
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subkonjunktival enjeksiyonu, 3. dereceden yanik olgularinda konjunktival iyilesme
siiresinde 6nemli bir kisalma saglamistir.

Kazakos, siirtiinme yaniklar1 da dahilolmak Uzere akut yaralara midahalede
PRP jelininetkisini incelemisler ve akut yaralara miidahalede PRP’nin etkili bir
yardimel oldugunubildirmislerdir. Bes domuz {izerinde yapilan bir c¢alismada
Henderson, otolog trombosit  jelinin  (trombosit  yénunden  zengin
plazmakonsantresi), inflamatuar yanit1 agir1 uyararak yara iyilesmesinde olumlu etki
ettigini gostermislerdir. Re-epitelizasyona etkisi gozlenmemistirancak, ekstraselliiler
matriks ve graniilasyon dokusu iiretiminde Onemli bir artis vaskiiler biiyiime,
fibroblastik artis ve kollagen iiretiminde hizlanma saptanmustir (28-30).

PRP’nin yumusak ve sert doku yaralarina uygulanmasini gosteren bazi klinik
calismalar yapilmis ve destekleyici sonuglar elde edilmistir. Martinez Zapata PRP
ile ilgili 20 klinik ¢alismanin metaanalizini sunmustur. Deri {ilserleriyle ilgili veriler
belirsiz iken, oromaksiller cerrahideki bazi uygulamalar olumlu sonuglar
gostermistir. Ayrica yazarlar birgok metodolojik sinirlamalar da saptamislardir ve
gelecekte 1y1 tasarlanmis, randomize kontrollii ¢alismalar yapilmasi i¢in c¢agrida
bulunmuslardir. Mandibiiler defektlerde PRP uygulanan kemik greftleriile kemik
depozisyonunun arttigi Marx tarafindan gosterilmistir. Simman, PRP’nin, kemik
kirigr 1iyilesmesini TGF-1 ve BMP-2 modiilasyonu yoluyla hizlandirdigim
gostermistir (31-33).

Kronik ve akut yaralarda PRP’nin etki mekanizmas1 halen tartigilan bir
konudur. Henderson yeniden epitelizasyon sireci (zerine destekleyici bir etki
gozlemlemezken diger arastirmacilar farkli sonuglar bildirmislerdir.

Knighton ve ark. ve Ganio ve ark., yaralarin 8-10 hafta boyunca kollagen
tabanda (trombositten elde edilmis, yara iyilestirici faktdr) siispanse edilmis
trombosit lizati kullanilarak tedavi edildigikronik alt ekstremite iilserlerinin yeniden
epitelizasyonununda PRP uygulamasi ile artisoldugunu gostermislerdir (34,35). Ek
olarak, Vermeulen ve ark. PRP’nin bir biomatriks gibi davranarak, ekstraselliiler
matriksi organize ettigini, anjiyogenezi destekledigini ve yeniden epitelizasyonu
hizlandirdigin1 domuz modeli {izerinde gostermislerdir (36).

Blanton tarafindan, domuz tizerinde yapilan bir baska ¢alismada ise yara
tedavisinde yeniden epitelizasyonda degil ama kozmetik acidan ve
mikrodamarlanma yogunlugu agisindan PRP ve adipoz doku kokenli kok hiicre

kombinasyonlarinin yararli oldugu gosterilmistir. Yeni ortaya c¢ikan bir klinik
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uygulamada Cervelli, asag1 bacak iilserleri i¢cin PRP ve yag dokusu
kombinasyonunun avantajli sonug¢larini bildirmislerdir (37,38). Fibrin yapistiricinin
yaniklarda kullanimi ile ilgili raporlarin neredeyse timii kismi kalinliktaki deri
greftlerinde  fibrin  yapistiricinin ~ kullanimmin  hasta  konforu  acisindan
karsilastirilmas ile ilgili bilgi igerir.

Ornegin, Gibran ve Mittermayer, kismi veya tam (biitiin tabakalarin yandig1)
yaniklar i¢in levha seklinde pargalarda fibrin yapistiricisi ile zimbay1 karsilastirdilar.
Fibrin yapistiricisinin “benzer etkide veya daha iyi” oldugunu kanitladilar. Herhangi
bir zzimba ¢ikarilmasina gerek olmadigindan dolay1 hasta konforu artti. Ayrica Foster
de yanik yaralanmalarinda kismi kalinliktaki deri greftlerinde fibrin yapistiricisinin
etkinligini ve gilivenligini benzer sonuclarla agiklamiglardir ve yanik cerrahisinde
fibrin yapistiricinin - kullaniminin  kan kaybimin kontroliinde etkili oldugunu
bildirmislerdir (39-42).

Yaralarda doku yapistiricist kullanimi siklikla tartismali sonuglarla rapor
edilmektedir. Fibrin yapistiricisinin (Tisseel) ilk kez kullanimi 1990°da, estetik yuz
uygulamalarinda hemostazi ve deri yamalarinin yapigsmasini saglamak i¢in
bildirilmistir. 2005 yilinda Marchac (43), 30 hasta {izerindeki prospektif bir
calismada, bagli olan ve bagli olmayan taraflar arasinda morarma, 6dem ve
hematom insidansi agisindan minimal farkliliklar bildirmislerdir.

1994’teki merak uyandiran ilk raporundan sonra bu yazar, goriislerini revize
etmistir ve fibrinin yiiz gerdirmedeki teorik faydasinin 6nceden diisiiniildiigli kadar
biiyiikk olmadig1 sonucuna vardigini agiklamistir. Man tarafindan yaralarda PRP ve
fibrin jelinin beraber kullanimiyla alakali, 20 hasta {izerindeki bir klinik ¢alisma
bildirilmistir. Otolog fibrin yapistiricisinin ve trombosit jelin fleplerde, yiz ve
boyun lifting/germelerinde, go6giis kiiciiltme ve biiylitmede kullanimi drenin
azalmasi, postoperatif agr1 ve 6demde azalma ve yaranin daha hizli iyilesmesi gibi
avantajlar saglamistir. PRP’nin yanik hastalarinda veya genel olarak yaralardaki

yara izi (Skatris) birakmadaki etkisi heniiz degerlendirilmemistir (44).

1.5 Keratinositler

Keratinositler, kil folikiillerinde ve epidermiste en fazla bulunurlar.
Epidermisin %95°1 keratinositlerden olugsmaktadir. Keratinositler stratum corneum
ve kil saftindaki keratini sentezlerler. Keratinositler epidermisin bazal tabakasinda

bulunurlar ve bu tabakada boliinerek ¢ogalirlar. Deri yilizeyine dogru goc ettikleri
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sirada, keratin ve lipid sentezlerler. Bu gboc¢ esnasinda keratinositler diizlesir,
cekirdeklerini kaybederler ve daha sonra da oliirler. Bu asamalardan sonraki

evrelerde keratinosit hiicrelerine korneosit denir.

1.5.1 Keratinositlerin roli:

Keratinositlerin en dnemli fonksiyonu; parazitler, virtsler, patojen bakteriler,
mantarlar, UV radyasyonlari, 1s1 ve su kayb1 gibi hasar olusturabilecek cevresel
faktorlere karsi bir bariyer olusturarak koruma saglamaktir. Epidermisin {ist tabakast
patojenler tarafindan saldirtya ugradigi zaman, keratinositler proenflamatuvar
mediatorler, 6zellikle CCL2 ve CXCL10 gibi kemokinler sentezleyerek Iokositleri
patojenlerin saldirdig1 bolgeye c¢ekerler. Keratinositler, dokudaki yaralanma
sonucunda inflamasyonu uyararak Langerhans hicrelerini aktive ederler.
Langerhans hiicreleri, deride enfeksiyon olugsmasi sonucunda antijen-sunan (antigen-
presenting) hiicreler olarak gorev yaparlar. Bu antijen-sunan hicreler deriye entegre
olan patojenlerin antijenlerini isleyen ilk hiicreler olarak rol oynarlar.

Yapisal proteinlerin bir kismu (filagrin, keratin), lipidler, enzimler
(proteazlar) ve antimikrobiyal peptidler (defensinler) derinin bariyer gérevini yerine
getirebilmesinde onemli bir katki saglarlar. Keratinizasyon (boynuzlasma, ya da
cornification) siireci, derinin temel fonksiyonlarindan olan fiziksel bariyer olusturma
islevinin gerceklestirilmesinde yer alan temel siire¢lerden biridir. Keratinizasyon
stirecinde keratinositler daha ¢ok miktarda keratin Uretirler ve terminal farklilasma
gecirirler. Dis tabakayr olusturan, tamamen boynuzlagsmis keratinositler siirekli
dokiiliirler ve yerine yenileri yerlesir.

Keratinositler, fibroblastlar, endotel ve immun sistem hiicreleri ve diger tiim
hiicre tipleri arasindaki kompleks etkilesim ve capraz iletisim agi, basarili bir
yaranin kapanmasi ve tamirinin gergeklesebilmesi i¢in, yara iyilesmesinin her iig
fazinda da kritik 6nem tasimaktadirlar. Yaralanma sonrasi yara bolgesine komsu
lokasyonda bulunan keratinositler aktive olur ve bdylece yara yataginin iizerine gog
edebilme yetenegini kazanmalarint saglayacak sekilde bu hiicrelerin gen
ekspresyonlar1 degisir. Bu hiicreler, bir kez aktive olduktan sonra, otokrin ve
parakrin mekanizmalarla ¢alisan sinyal molekiillerini tiretirler ve farkli hiicre tipleri
tizerinde pleiotropik etki gosterirler. Buna yanit olarak, etki gosterdikleri hiicreler
yara kapanmasi siirecinde keratinosit aktivasyonunu regiile eden birgok sinyal

molekdlinG Uretirler.
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Iyilesmenin ilk fazinda keratinositlerden depolanmis IL-1 salinimi gerceklesir. IL-1,
otokrin bir mekanizma ile calisarak keratinosit gociinii ve proliferasyonunu
hizlandirir ve yara bolgesine gé¢ eden keratinositlerden K6 ve K16 ekspresyonunu
indiikler. Keratinositler {iizerindeki etkisinin yanisira, IL-1, yakin bdlgedeki
fibroblastlar1 da keratinositleri aktive ettigi gibi aktive eder ve KGF salinimim
arttirir. KGF, keratinosit migrasyonunu ve proliferasyonunu arttirir ve enflamatuvar
yolaklar1 harekete gecirir. Keratinosit aktivasyonunun bir diger medyatorii
proenflamatuvar sitokin olan, TNF-o’dir.

IL-1” e benzer sekilde TNF-a, otokrin mekanizma ile keratinosit
migrasyonunu uyarir ve parakrin yolla da fibroblastlar1 aktive edip sinyal
molekiilleri olan FGF ailesine ait proteinlerin sekresyonunu arttirir. Boylece,
fibroblast gogli uyarilir ve yeniden epitelizasyon siirecinde keratinosit motilitesini
arttiran ekstraselliiler matriks bilesenlerinin birikimi saglanir (45-46).

Keratinositler ve fibroblastlarca iiretilen bir diger sinyal molekiilii ise TGF-
B’dir. Ekspresyonu yaralanmaya bagli olarak artar ve graniilasyon dokusu
olusumunu saglayarak ve miyofibroblast diferansiyasyonunu indiikleyerek, kollajen
matriksin kontraksiyonunu ve yara kapanmasini kolaylastirdigi gosterilmistir.
Ayrica, TGF-, bazal hiicreye spesifik belirtecler olan K5 ve K14’iin ekspresyonunu
indiikleyerek ve proliferasyonu azaltarak, aktive olmus keratinositlerin bazal hiicre
fenotipine geri donilisiimiinii saglayan dnemli bir regiilatdr protein olarak da islev
gorarler (47-50).

Ancak vendz {lserlerin epidermis tabakasinda TGF- sinyal yolagi
baskilanmistir ve bu durum diger etki eden mekanizmalarla beraber gé¢ etmeyen ve
iyilestirici 6zelligi olmayan fenotipte kronik yara keratinositlerinin goriilmesine yol
acar (51). Yaralanmaya tepki olusan erken yanitta, keratinositlerden kemoattraktant
olarak etki ederek immiin hiicrelerin yara bolgesine gdciinii saglayan kemokinler
salgilanir. Notrofiller yaralanmayr takiben ilk birkag dakika igerisinde yara
bolgesine gelirler ve yaralanma sonrasindaki ilk 2 giin boyunca o bdlgedeki en
baskin hiicre tipi haline gelirler. Kan pihtisinin igerisinde bulunan nétrofiller ve
trombosit hiicreleri, agregasyon yanitin1 ¢ogaltan, koagiilasyon yolagini baglatan
ve/veya enflamatuvar fazda islev goren hiicreler i¢in kemoattraktant olarak ¢alisan
bircok faktor salgilarlar.

Diger proenflamatuvar sitokinlerin igerisinde notrofillerce salgilanan IL-6,

lyilesme yanitinin baglatilmasinda 6nemli bir faktdr olarak gosterilmistir; IL-6
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keratinositler iizerinde hem mitojenik hem de proliferatif etkilere sahiptir ve aym
zamanda noétrofiller icin kemoattraktant olarak da etki gosterir. Yara iyilesmesinin
enflamatuvar fazi, keratinositlerce salgilanan biiylime faktorlerinin sinyalleri ve
yabanci mikroorganizmalarin epitoplart ile diizenlenir ve bu yolla kan
damarlarindan makrofajlarin aktif olarak yara bolgesine gelmesi ve yerlesmesi ile
devam eder. CC kemokin ailesinin bir Gyesi olan Makrofaj kemoattraktant protein
(MCP-1), keratinositlerde indiklenir ve yara bdlgesine hem makrofaj hem de T-
hicresi gogtine neden olur (52-55). Bu kemokinin 6nemi, MCP-1-defektif farelerde
re-epitelizasyonun gii¢lii inhibisyonu ile vurgulanmistir.

Yaralanma sirasinda keratinositlerden ve fibroblastlardan salinan sinyaller,
ayni anda deri endoteliyal hiicrelerini de hedefler. Biiylime faktorleri, sitokinler ve
hlcre-hiicre, hiicre-matriks interaksiyonlar1 endoteliyal hiicreleri aktive eder. Aktif
endoteliyal hlcreler, trombosit hiicreleri, makrofajlar ve fibroblastlar proanjiyojenik
sitokinler ve biliyiime faktorleri salgilayarak, endoteliyal hiicrelerin ekstrasell

uler matrikse (ECM) go6cunu ve invazyonunu, endoteliyal hucrelerin
proliferasyonunu ve yeni immatiir vaskiiler yapilarin olusumunu saglarlar. Yara
olusumunun baslangi¢ evresi, hipoksiye yanit olarak trombosit hiicreleri tarafindan
VEGF salinimt ile sonuglanir. Anjiyogenezdeki erken donem prosesler, 6zellikle de
endoteliyal hicre migrasyonu ve proliferasyonu, Vaskiler Endoteliyal Biyume
Faktorti (VEGF) tarafindan gergeklestirilir. VEGF, yalnizca Endoteliyal hiicreler
tizerinde degil, keratinositler ve immun hiicreler {izerinde de parakrin yolla etkili
olur ve VEGF’in etkileri ile re-epitelizasyon saglanir. Ayni1 zamanda, anjiyogenez
uyarilir ve oksijen perflizyonunun yeniden olusmasi saglanir (56-58).

1.6 Blyume Faktorleri

Biiylime faktorleri hiicrelerin kendi mikrogevreleri ile iletisiminde yasamsal
oneme sahiptir (Tablo 1). Bu faktorler, sinyal iletimini saglayarak, gelisimi ve
fizyolojik biiylimeyi diizenler. Bunu ise hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, hiicre
gOcu ve adezyonu gibi islevleri uyararak ya da inhibe ederek gerceklestirir. Bu
hiicresel islevlerin baglamasi, biliylime faktoriiniin hedef hiicredeki reseptoriine
baglanmasiyla gergeklesirken, baglanma sonrasi elde edilen yanit, biiylime
faktoriniin kimyasal yapisi, konsantrasyonu ve aktivitenin uzunluguna baglidir.
Buyume faktorleri bircok doku tipinde sentezlenebilir ve bu dokulardan
salgilanabilir. Bu faktorlerin hiicre boliinmesini baslattigit ve doku tamirinin

asamalarinin devamliligin1 sagladig: gosterilmistir (59).
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In vitro ortamda sessiz hiicreleri mitoz béliinme i¢in uyarabilme yetenegine
sahip biiylime faktorleri, bu 6zellikleri ile yara iyilesmesinde énemli bir rol oynar.
Yara iyilesmesinde izlenen biyolojik yolakta yer alan her biiyiime faktoriiniin tek tek
rollerinin daha iyi anlagilmasi, ekzojen kaynakli biiyiime faktorlerinin iyilesmeyen
yaralarda, iyilesmeyi hizlandirici olarak dogrudan uygulanmasina yardimer olabilir.
Giderek biiyliimekte olan biyolojik yara fiiriinleri alani, enflamatuar medyatorler
arasindaki dengenin anlagilmasi ve ayarlanmasini saglayarak, iyilesme siirecinin
hizlandirilmasin1 amaglamaktadir (60,61).

1.6.1 Epidermal Bayume Faktori (EGF)

Epidermal biiyiime faktorii, ilk olarak erkek bir farenin ¢ene alti bezinden
elde edilmistir. Epidermal hiicrelerin olgunlasmasini saglayan bir faktor ve
potansiyel bir mitojen oldugu bulunmustur. Daha sonraki ¢alismalar, EGF’nin, hiicre
kiiltiiri ortaminda bagka bir¢ok hiicre tipi icin hiicre boliinmesini uyarma yetenegi
oldugunu gostermistir. 1983 yilinda, Oka ve Orth, EGF’nin trombositler ile iligkili
oldugunu ve pihtilagma sirasinda salindigini bildirmislerdir. Hayvan deneyleri, EGF
tedavisinin farkli yara tiplerinde iyilesmeyi destekledigini ve kesiklerde gerilmeye
dayanikliligr arttirdigint gostermistir. Hayvan modelleriyle yapilan ¢alismalarda,
fareden c¢ene alt1 bezleri ve dilalt1 bezlerinin c¢ikarilmasi, yara kontraksiyon
zamaninin yavaglamasima neden olmustur. Ancak yara iyilesme oranlari, EGF’ nin
topikal uygulanmasi veya bu farelerin, sialektomize olmamis erkek farelerle ayni
kafese konmasi sonrasi kontrol grubu ile ayni diizeye yiikselmistir. EGF ile yapilan
klinik caligmalarda ise, topikal EGF uygulamasin, parsiyel kalinliktaki deri
greftlerinin donor uygulama bdlgelerinde ve ikinci derece yanik bdlgelerinde
epidermal rejenerasyon oranmni arttirdigi ve kronik yaralarin 1yilesmesini
destekledigi gosterilmistir (62-64).

1.6.2 Déniistiiriicii Biiyiime Faktorii (TGF-p)

Doniistiiriicti biiylime faktorti, belki de tiim biiylime faktorii aileleri arasinda
en fazla etki alanina sahip olamidir. Bu faktorler, trombositler, makrofajlar ve
lenfositler de dahil olmak {izere, bir¢ok farkli hiicre tipi tarafindan sentezlenir ve
hemen hemen tim hicrelerde TGF reseptori bulunur. TGF ailesine ait proteinler,
keratinositler ve lokositler gibi 6zellikle ektoderm orijinli hlcreler olmak tzere bir
grup hiicre tipi i¢in doniisiimlii biiyiime inhibitérii olarak c¢aligsabilme 6zelligine
sahiptirler. Yara iyilesmesinde de doniistiiriicii biiytime faktorii, onemli faktorlerden

biridir. Enflamatuvar hucrelerin kemotaksisini ve ekstraselliler matris sentezini
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uyarabilme &zelligine sahiptir. ilging sekilde, fetal yaralanmalarm TGF-B1 ‘in farkl
konsantrasyonlari ile yapilan tedavi edilmesi, bu yaralarda goriilebilir diizeyde skar
olusumuna sebebiyet vermistir ve bu durum, TGF-B1’in kutandz skar olusumundaki
dogrudan etkisini gostermektedir (65).

1.6.3 Vaskiler endotelyal Buytime Faktort (VEGF)

Vaskuler endotelyal buyime faktoéri (VEGF), in vitro ortamda vaskiler
endotelyal hicreler igin selektif ve potansiyel bir mitojendir ve in vivo olarak
anjiyojenik etkili oldugu bulunmustur. PDGF proteini ile yapisal homolojisi vardir.
Enflamatuvar hiicrelerin yaralanma bolgesine akisini saglayarak ve var olan
endotelyal hiicrelerin gdciinii ve proliferasyonunu hizlandirarak vaskiiler gecirgenligi
arttirtr ve bdylece doku tamirini hizlandirir (66,67). Bu olusumlarin tiimii, yara
iyilesmesinin karakteristik 6zellikleridir. Arastirmalarin erken doneminde yapilan bir
hayvan calismasinda, giinde toplamda 5 uygulama ile yapilan topikal VEGF
uygulamasinin, yazar tarafindan olusturulmus 6zgiin bir yara iyilesme modelinde
yara iyilesmesini hizlandirdig1r gosterilmistir. Tedavi almayan diyabetik farelerde
yara lizerinde yeniden yilizey olusumu 25 giin alirken, tedavi uygulanan diyabetik
farelerde yara ilizerinde yeniden ylizey olusumunun 12 giin aldig1 gosterilmistir (68).

1.6.4 Fibroblast Buyume Faktori (FGF)

FGF, endoteliyal hicreler igin potansiyel mitojenler olan 10 kadar heparin-
bagli bliylime faktorii dizisini tanimlar. Bu faktorler kapiller endoteliyal hiicrelerin
proliferasyonunu saglayarak yeni kan damarlarinin biiylimesini uyarir ve bdylece
anjoyigenez faktorleri olarak islev gosterirler. Ayn1 zamanda FGF, keratinositler gibi
epiteliyal hiicrelerin proliferasyonunu da uyarir. FGF faktoriiniin asidik FGF (aFGF)
ve bazik FGF (bFGF) olmak Uzere iki formu bulunur. FGF2’ye ek olarak, bir¢ok
calismada FGF7 ve onun reseptorii, FGFR2IIIb’nin kutandz yara iyilesmesinde
Oonemli bir rolii oldugunu gosteren kanitlar One siirilmiistiir. Fibroblastlarda ve
DETC’lerde, deri yaralanmast sonrasi bu FGF faktoriiniin giicli sekilde
ekspresyonunun artig1 ve keratinositlerde reseptoriiniin eksprese edilmesi, FGF7 nin
yaranin yeniden epitelizasyonunu parakrin sinyalizasyon ile uyardigin1 gosterir. BU
hipotezi test etmek icin epidermiste mutant ve dominant-negatif etkili FGF2 eksprese

eden transgenik fareler olusturulmustur (69).
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Tablo 2. Bliylime Faktorleri

Buyume Hiicre Kaynag1 | Yara iyilesmesinde primer etki(ler)
Faktoru
EGF Trombositler 1. Epitel  hicrelerin, fibroblastlarin ve  vaskiiler

Makrofajlar endotelyal hiicrelerin proliferasyonunu uyarir.

Keratinositler 2. Yeniden modelleme fazinda matrisin = yikimini
saglamak icin fibroblastlardan kollagenaz sekresyonunu
uyarir. Keratinosit ve fibroblast proliferasyonunu uyarir.
Topikal uygulandiginda iyilesme siiresini azaltir.

TGF- B1 Makrofajlar 1. Keratinositler, endoteliyal huicreler ve makrofajlar da

Lenfositler, dahil olmak Gzere birgok hiicre tipinin proliferasyonunu in

Keratinositler vitro ortamda inhibe eder. Fibroblastlar icin hem inhibisyon

Trombositler hem uyari saglayabilir.

Fibroblastlar 2. Anjiyogenezi destekler, Kollajen dretimini destekler
ve yikilimint inhibe eder, enflamatuvar hiicrelerin
kemotaksisini destekler.

FGF Makrofajlar 1. Mezenkimal ve noral orijinli dokular icin mitojendir.

Noral Doku 2. Anjiyogenezi, granilasyonu ve epitelizasyonu,

Fibroblastlar sirastyla, endoteliyal  hiicrelerin, fibroblastlarin  ve

Astrositler keratinositlerin go¢iinii saglayarak destekler.

Endoteliyal

hlcreler

Kemik hucreleri

Diiz kaslar

VEGF Hipofizer 1. Vaskiler endoteliyal hicreler igin  mitojendir,
hicreler anjiyogenezi uyarir.

Makrofajlar 2. Doku hipoksisinde anjiyogenezi destekler.

Keratinositler

PDGF Keratinositler, 1.Notrofiller icin kemokindir

Endotel
hicreleri
Trombositler
Makrofajlar

2.Fibroblastlar i¢in hem inhibisyon hem uyar1 saglayabilir.
3.Duz kas hucreleri icin mitojendir.

Sitokeratinler

Sitokeratinler, epiteliyal dokunun intrasitoplazmik hticre iskeletinde lokalize

keratin-iceren ara filamentlerdir. “Sitokeratin”, terimsel olarak 1970’li yillarin geg

donemlerinde kullanilmaya baslanmistir (Tablo 2,3). Sitokeratinler (CK), epidermal

keratinositlerdeki tonofilamanlarin olusumundan sorumlu ve molekiiler agirliklar1 40

— 70 kDa arasinda degisen bir protein ailesidir. CK’lerin, keratinosit farklilagmasinin

hassas belirtecleri oldugu gosterilmis ve insan epidermisindeki dagiliminin patolojik

durumlarda ve deneysel sartlarda degisim gosterdigi gézlenmistir (70-72).
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Klasik blyiime faktorlerine ek olarak, birgok farkli sitokeratinin yara
tyilesmesinde 6nemli rolleri oldugu gosterilmistir. Sitokeratinler, bir¢ok farkli hiicre
tipi ile beraber bagisiklik sistemi iliskili hiicrelerin davraniglarini etkilemek iizere
salgilanan kiiciik proteinlerdir. Sitokinler, interlokinleri, lenfokinleri ve Tumor
Nekroz Faktorii (TNF) gibi iliskili sinyal molekiillerini ve interferonlar igerir.
Kemokinler (kemotaktik sitokinler), I6kositlerin ekstravazasyonu ve kemotaksisini
uyaran bir grup kucuk sitokinlerdir.

Makrofaj kemotaktik Protein-1 (MCP-1/CCL2) makrofajlar/monositler icin
major kemotaktik ajanlardan biridir ve T hucrelerinin bir alt grubu ve CCR3
reseptorii tagiyan mast hiicreleri iizerinde de etkilidir (73).

Farede olusturulmus bir ekzisyonel yara iyilesme modelinde, MCP-
1/CCL2’nin homolog proteini olan JE’yi kodlayan mRNA diizeyi yaralanma sonrasi
6.-24. saatler arasinda yiiksek diizeylerde bulunmus ve izleyen zaman igerisinde bu
diizeylerde diistis gozlenmistir. JE transkriptlerinin birkag fibroblast hiicresinde ve
diger interstisyel hiicrelerinde olmakla beraber, en yogun olarak monositik hiicreler
ve makrofaj-benzeri hiicrelerde oldugu, in situ hibridizasyon
yontemiylebulunmustur. Yapilan diger iki caligmada ise, yaradaki MCP-1/CCL2
mRNA’sinin ya da proteininin major kaynagi, hiperproliferatif yara epidermisinde

lokalize keratinositler olarak tanimlanmistir (74,75).

Tablo 3.Sitokeratinler

Sitokeratinler

Hucresel Kaynak

Yara lyilesmesinde Primer Etki

Sitokeratin-14 | Keratin Keratin 14, Dondstiiriicii biiylime faktoriinii (TGF-B1)
destekleyici etki gosterir (9)
Sitokeratin-8 | Keratin Notrofiller ve fibroblastlar icin kemotaktik etkilidir.

Tablo 4. Kemokinler

Kemokinler

Hucresel Kaynak

Yara iyilesmesinde Primer Etki

MCP-1

Makrofajlar
Dendritik

hicreler

MCP-1, bir¢ok farkli enflamasyon modelinde ve hastalik
modelinde  monositlerin  yeniden  lokalizasyonunu

yonlendirir.
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2. Materyal ve Yodntem

2.1  Arastirmanin yeri ve zamani

Arastirma, Ege Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurul onay1 (2014-090)
alindiktan sonra Ege Universitesi Ilag Gelistirme & Farmakokinetik Arastirma-
Uygulama Merkezi (ARGEFAR) Deneysel Hayvan Arastirmalar1 Laboratuvari’nda
6.11.2015 -30.12.2015 tarihleri arasinda gergeklestirildi.

2.2 Sican adipoz doku kokenli MKH’lerin izolasyonu

Adipoz doku kdékenli mezenkimal kok hicrelerin eldesi icin retroperitoneal ve
peritoneal yag dokusu ornekleri alindi. Adipoz dokular eksizyonun ardindan PBS ve
%5 penisilin-streptomisin ile yikandi. Ornekler %0.075 kollejenaz tip 1 ‘in oldugu
a-MEM 37°C %5 COsiceren ortamda 30 dakika inkilibe edildikten sonra kaltir
vasatina (a-MEM, %20 FBS, %1 L-glutamin) alinarak en az 2 santrifiij isleminden
sonra kiiltiir kabina alinarak kiiltiire edildi (Sekil 4 A,B,C). Hiicreler 2 hafta kiiltiire

edilerek kok hiicrelerin ¢ogalmasi saglandi (Sekil 5).

s S
Sekil 4. Adipojenik kok hticre eldesi. Adipojenik dokunun PBS igerisinde
yikanmasi (A), mekanik disseksiyon ile yag dokusunun parcalanmasi (B), kollajenaz

icerisine alinarak sindirilmesi (C).
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Sekil 5. Adipojenik kdkenli mezenkimal kok hicrelerin kaltirinian 3.glnu
(A) ve 7. guni (B).

2.3 Adipoz Doku Kokenli Mezenkimal Kok Hucrelerin Keratinosite
Farkhlastirilmasi

Adipojenik MKH’ler matrijel ile kaplanmis kiiltiir kaplari iginde kiiltiire
edildi. Besi ortamina 0.5 nM BMP-4 ilave edildi ve hicreler 2 hafta stresince
keratinositlere farklilastirilmaya birakildi.

Hiicreler (1x10°hiicre/ml) kiiltiir kabinda 0.5 nM kemik morfogenetik proteini-
4 (BMP-4) ilave edilerek kdltire edildi. 10 giin boyunca her giin BMP-4 ilave
edilerek hiicrelerin keratinosite farklilagsmalari saglandi.

Kiiltiirtin 10. giiniinde hiicrelerin bir kism1 immunohistokimyasal boyama
iin aynlir iken, kalan hiicreler tripsin-EDTA soliisyonu ile toplanarak 5x10°
hiicre/ml olacak sekilde adipojenik vasat i¢erisinde toplandi.

2.4 Hiicrelerin Iimmunohistokimyasal Boyamalari

Hiicreler farklilagma protokoliiniin 10. giinlinde kiiltiir ortamindan alindi,
PBS ile yikandiktan sonra % 4’ liikk paraformaldehit ile 30 dk. tespit edildi. Tespit
isleminden sonra 3 kez 5’er dk. PBS ile yikanan hiicreler endojen peroksidaz
aktivitesini inhibe etmek i¢in 10 dk. % 3’ liik hidrojen peroksit i¢cinde inkiibe edildi.
Hiicrelerin 3 defa PBS ile yikanma isleminden sonra permeabilizasyon i¢in hiicreler
% 0,1 Triton-X 100 ile 15 dk. buz uUstinde bekletildi. Tekrar 3 defa PBS ile
yikandiktan sonra 1 saat bloklama soliisyonu ilave edilerek bekletildi.. Bloklama
soliisyonu uzaklastirildi ve {izerlerine anti- -sitokeratin-8 (sc-101459, Santa Cruz
Biotechnology) ve anti-sitokeratin-14 (sc-53253, Santa Cruz Biotechnology)
antikorlar1 eklenerek bir gece +4° C'de inkiibe edildi. Ertesi giin 3 defa PBS ile

yikanan hiicreler anti-mouse ve anti-rabbit biyotinlenmis ikincil antikoru ile 30 dk.
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inkiibe edildi. PBS ile 3 defa 5’ er dk. yikanan hiicreler streptavidin hidrojen
peroksidaz ile 30 dk. bekletildikten sonra tekrar PBS ile 3 defa yikanarak
immunoreaktivitenin goriiniirligiinii saglamak iizere diaminobenzidine (DAB, K007,
DBS, California, USA) kromojeni 5 dk. uygulandi ve distile su ile 15 dk. yikandi.
Mayer’s Hematoksilen ile 5 dk. boyama yapildiktan sonra hiicreler distile su ile 15
dk. yikanarak direkt olarak kapatma medyumu ile kapatildi ve Olympus marka BX
40 mikroskop ile incelendi.

25 Trombositce Zenginlestirilmis Plazma (PRP) Hazirlanmasi

Trombosit Yoninden Zenginlestirilmis Plazma (PRP) hazirlamak igin, 80
mg/kg ketamin ve 10 mg/kg xylazine karigimi kullanilarak intraperitoneal anestezi
uygulanan sigcanlardan intrakardiyak kan ornekleri alindi (Sekil 6). Alinan kan
ornekleri, pihtilasmay1 6nlemek amaciyla %3,8 sodyum sitrat iceren vakumlu tiiplere
alindi. Kan o6rnekleri, 6nce 5,600 RPM’de 10 dakika santrifiij edildi ve eritrositler
tiipiin dibinde, kan plazmasi iist kisimda ve trombositler orta fazda (buffy coat)
toplanacak sekilde ayrimlama saglandi (Sekil 7). Siipernatantta bulunan plazma ve
orta fazdaki, trombosit ve 16kosit i¢eren kisim (buffy coat), ayr1 tiiplere alind1. 2,400
RPM’de 15 dakika santrifiij sonunda elde edilen pellet, trombosit¢e zengin plazma
(PRP) igermektedir(Sekil 8).Tam kandan ve PRP'den elde edilen trombosit hucreleri,
otomatik tam kan sayim cihazi ile sayildi (Sekil 9). PRP'den elde edilen trombosit
sayisi, tam kandan elde edilenden 4 kat fazla bulundu. Trombosit aktivasyonu icin,
PRP iceren buffy-coat kismi, %10 CaCl igerisinde 100 U/ml trombin ile 1/0.15

oraninda karistirildi.

Tablo 5. PRP hazirlamak i¢in 5 sigandan alinan tam kan ve PRP'de

Trombosit sayimisonuglari (x10°/pl)

1.sican 2.s1¢an 3. sigan 4. sigan Ssigcan
Tam kan 238 225 226 225 235
PRP 989 912 1060 946 957
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Sekil 6. Kan drneklerinin alimi Sekil7. Kan ornekleri- santrifiij sonrasi

Sekil 8. Trombositce zengin plazma (PRP) Sekil 9. Kan sayim cihaz1

2.6 Calisma Gruplar

2.6.1 Hayvan Modelinin Olusturulmasi

Arastirmanin &rneklemini olusturan siganlar, Dokuz Eyliil Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uygulama ve Arastirma Merkezinden temin edildi. Her biri yaklasik 200
g (= 20 gr) olan Wistar Albino cinsi 24 adet sican, denek olarak kullanildi.
Cinsiyetler arasit farkin ortadan kaldirilabilmesi amaciyla sadece erkek siganlar

calismaya alindi. Tim ¢alisma gruplar standart 151k (12 saat glinisig1/12 saat
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karanlik) ve 1s1 kosullarinda tutuldu (Sekil 10). Hayvanlarin ad libitum beslenme

kosullar1 saglandi.

Sekil 10. Normal kafesler Sekil 11. STZ enjeksiyonu ile diyabetindiksiyonu

2.6.2  Deneysel Diyabet Modelinin Olusturulmasi:

Deneysel diyabet modelini olusturmak tizere 60 mg/kg Streptozotosin (Sigma);
taze ve soguk sitrat tampon (% 3.8’lik, pH=4.5) i¢inde ¢oziilerek, tek doz IP (intra-
peritoneal) olarak enjekte edildi (Sekil 11). STZ (Streptozotosin) enjeksiyonundan
sonraki ilk 24 saat i¢inde hipoglisemi gelisimini 6nlemek amaciyla igme suyuna %10
glukoz eklendi. STZ enjeksiyonundan 48 saat sonra glukometre (Accu-CHEK) ve
glukoz stripleri kullanilarak kuyruktan alinan kan 6rnegi ile hiperglisemi olusumu
belirlendi (Sekil 12) . Kan glukozu, 280 mg/dL ve tzerinde olanlar diyabetik kabul
edildi. Biitiin si¢anlar i¢in, STZ Enjeksiyondan 48 saat sonra ve en az haftada bir kez
olmak tiizere 6 hafta siireyle kuyruk veninden alinan kan orneklerinde kan glukoz
diizeyi Ol¢iildii, ayrica hayvanlarin viicut agirliklar, giinliik olarak yem ve su
tikketimleri ve idrar miktar1 metabolik kafeslerde izlem yapilarak kaydedildi (Sekil
13).
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Performa
R Performy

Sekil 12. Glukometre ve glukoz stripleri Sekil 13. Metabolik kafesler

STZ enjeksiyonundan bir ay sonra sicanlar 4 gruba ayrild1.

I: Tedavisiz diyabetik grup (DM).

I1: Lokal PRP tedavisi alan grup (LOP).

I11: Keratinosit hiicre tedavisi alan diyabetik grup (KT).

IV: Keratinosit hicre tedavisi +Lokal PRP tedavisi alan diyabetik grup (KT+LOP).

2.6.3 Deneysel olarak 4 er adet ikinci derece yamk yara modeli
olusturulmasi

STZ enjeksiyonundan 4 hafta sonra 4 gruba ayrilan tiim siganlarin sirtlarinda
bilateral simetrik 4’er adet yanik yaralar1 olusturuldu. Bunun igin, sicanlara once
ketamin (Alfazine /80 mg/kg IP) ve xylazin (Kepro /10 mg/kg IP) ile anestezi
uygulandi. Sirt tiiyleri tras edildikten sonra siganlarin sirt1 % 70 etanol ve ardindan
steril serum fizyolojik ile temizlendi. 100°C 1s1l1 1 cm ¢apl bakir ¢cubuk (Sekil 14),
sicanlarin sirtlarina 20 sn sureyle temas ettirilerek 4 bolgede 2. derece termal yanik
yaralart olusturuldu. Yanik boélgeleri, siganlarin sirtindaki orta hattan 0.5 cm
lateralde, ¢ift tarafli ve simetrik olacak sekilde olusturuldu. (Sekil 15).

Lokal PRP alan gruplardaki her bir denegin olusturulan yarasina 0.25 ml PRP
lokal olarak uygulandi. Keratinosithiicreleri (0.25 ml) grup Il ve 1V'e transfer edildi.
Grup 1V 'e keratinosit ve PRP uygulandi. Hiicre ve PRP transferleri, deneysel yanik

bolgesinde, cilt altina lokal olarak ¢oklu enjeksiyon yapilarak uygulandi.
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Sekil 14. Bakir ¢ubuk (100 °C’de

wsitilarak kullanildi)

Sekil 15. Simetrik olarak olusturulan
2.derece termal yanik yaralari

Sekil 16. Cilt altina hiicre enjeksiyonu

2.7 Biyopsi Alim

4. 7. 10. ve 14. giinlerde her gruptan alt1 siganin yara bolgelerinden genel

anestezi altinda, sirayla sag-list, sag-alt, sol-Ust ve sol-alt bolgelerden kenarindaki

saglam dokuyu da igerecek sekilde biyopsi Ornekleri alindi. Alinan biyopsi

orneklerinin sag yarist total RNA izolasyonu i¢in dogrudan RNAlater RNA

stabilizasyon soliisyonu iceren eppendorf tliplere alinarak, -20 °C’da sakland;

orneklerin sol yarist ise %10 formalin soliisyonu ile doku fiksasyonu yapilarak
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sakland1. Calismanin 14. giiniinde genel anestezi altinda biyopsi 6rnekleri ile birlikte

glukoz dl¢umleri icin intrakardiyak kan 6rnekleri de alindu.

2.8 Isik Mikroskobik Inceleme
Deneklerden alinan 6rnekler % 10’ luk formalin soliisyonu igerisinde 24- 48
saat siire ile tespit edildikten sonra rutin parafin takip islemine tabi tutuldu ve
dokular bloklanarak rotary mikrotom (RM 2135, Leica) ile 5 um’ lik kesitler alindi.
Dokunun morfolojisini incelemek amaciyla hematoksilen-eozin (H-E) boyamasi
yapildi. EGF, FGF2, MCP-1, PDGF, VEGF, TGF-B1, Kollajen-1, sitokeratin-8 ve

sitokeratin-14 dagilimlar indirekt immunohistokimya analizi ile incelendi.

2.9 Parafin Doku Takibi

Fiksasyon ile sabitlenen doku ornekleri, 6rnek eldesinden sonral gece
boyunca siirekli akan su alinda yikandi. Dehidratasyon basamagi icin her bir seride
30 dakika olacak sekilde, % 60- % 80 arasi konsantrasyonu artan etil alkol
serilerinden gecirildi. Daha sonra %95 alkol icerisinde 1 saat sireli iki degisim ile
muamele edilen ornekler, 30 dakika boyunca ksilen: alkol karisimma (1:1) ve
seffaflastirma icin 1 saatlik iki degisim, ksilene tabi tutuldu. Ksilen: Parafin (1:1)
icerisinde 60° C’ lik etiivde 30 dakika inkibe edilen 6rnekler, 1 saatlik, 2 degisim
parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra blok kaplarina alinarak parafine gomuldi
(Tablo 6). Orneklerden alinan kesitler (5 um) tizerinde, histokimyasal inceleme igin
hematoksilen-eozin, immunohistokimyasal inceleme icin indirekt

immunohistokimya boyamasi yapildi.

Tablo. 6:Parafin Doku Takibi

islem Madde Siire
Fiksasyon Formalin % 10 24- 48 saat
Akan su 1 gece
Dehidratasyon % 60 etil alkol 30 dakika
% 70 etil alkol 30 dakika
% 80 etil alkol 30 dakika
% 95 etil alkol 1 saat
% 95 etil alkol 1 saat
Seffaflagtirma Ksilen-Alkol 30 dakika
Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Emdirme 60° C etiivde Ksilen-Parafin 30 dakika
Parafin 1 saat
Parafin 1 saat
GOomme Parafin
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2.10 Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Rotary Mikrotom (RM 2135, Leica) kullanilarak alinan parafin kesitler (5
pm),deparafinizasyon igin 1 gece, 60°C’lik etiivde birakildi ve ardindan, 30
dakikalik, iki degisim ksilene tabi tutuldu. Rehidratasyon basamaginda, % 95- % 60
arasinda azalan konsantrasyonlarda alkol serilerinden gecirilen kesitler, 5 dakika
sirekli akan su ile yikandi. Hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton, Peter
Borough, Cambridgeshire) ile 30 dk. boyanan orneklerden boyanin fazlasini
uzaklastirmak amaciyla 6rnekler, 5 dk. boyunca akan su ile yikandi. Diferansiyasyon
basamaginda ise asit alkole batirilip ¢ikarilan kesitler, 5 dk. boyunca akan su ile
yikandi. Hematoksilen boyamasi i¢in ornekler, 2 dk. Eozin (01602E, Surgipath,
Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) boyasi ile muamele edildi. Daha sonra 5
dk. boyunca akan su ile yikanan Ornekler, ilk olarak % 80 ve takibinde % 95
konsantrasyonda alkol serilerinden gecirildi. Hava ile kurutulan &rnekler,
seffaflastirma basamaginda, 30 dakikalik, iki degisim ksilende tutuldu ve daha sonra
entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatild1 (Tablo 7).

2.11 Yara Kapanmasinin Yiizey Alanina Bagh Hesaplanmasi

Yara Alanlar 0., 3., 7., 10. ve 14. gunde 6l¢iildii ve fotograflandi. Olciimlerin
yiizdesel hesabinda asagidaki formiil kullanildi;

(Alanl — Alanyg )/ Alanl x 100%

Bu formiilde Alanl ile ifade edilen, yaranin olusturdugu ilk giin dl¢iilen yara
ylizey alanidir. Alany ifadesinde t, tedavi sonrasi alan hesaplarini ifade ederken, g ise
tedavi sonrasi 6l¢iimiin yapildigi giine bagli olarak sayisal bir ifade icerir.

Bu hesaplamalar ile tedavi giinii ve tedavi sekline bagli olarak yara alaninda

gozlenen iyilesme, yilizde cinsinden hesaplanarak ifade edildi (Sekil.17).
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Tablo 7.Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Islem Madde Sire
Deparafinizasyon 60° C etlivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
% 60 alkol 2 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Boyama Hematoksilen 30 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Diferansiyasyon Asit alkol 2-3 saniye
Boyama Eosin 2 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Dehidratasyon % 80 alkol 1 dakika
Dehidratasyon % 95 alkol 1 dakika
Seffaflastirma Ksilen 1 saat
Kapama Entellan

2.12  Indirekt Immiinoperoksidaz Yontemi

Orneklerden alman kesitler, immunohistokimya boyamas: igin, bir gece
boyunca 60° C etuvde inkibe edildi. Ardindan, 30 dakikalik, iki degisim ksilen ile
seffaflasgtirma islemi gerceklestirildi. Daha sonra, % 95 - % 60 arasinda
konsantrasyonu azalan alkol serilerinde rehidratasyon gergeklestirildi. Rehidratasyon
sonrasi, distile su i¢inde 10 dakika birakilan ornekler, Pap pen (IM3580,
Immunotech, Marseille, France) ile siirlandirilan % 0,5 lik tripsin (EK001-10K,
Biogenex, San Ramon, USA) solusyonu iginde, standart oda 1sisinda, 15 dakika
tutuldu. Doku endojen peroksidaz inhibisyonu igin, 5 dk. H20,(% 3) uygulandi. 3
kez 5 dakikalik siirelerle degistirilen PBS tamponda yikanan ornekler, bloklama
soliisyonu (85-6543, Histostain plus kit, Zymed, San Francisco, USA) ile muamele
edildi(10 dakika). Bloklama soliisyonu uzaklastirildi ve ornekler, primer anti-EGF,
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anti-FGF2, anti-MCP-1, anti-PDGF, anti-VEGF, anti-TGF-B1, anti-Kollajen-1, anti-
sitokeratin-8 ve anti-sitokeratin-14 ile bir gece inklbe edildi. Ertesi gun, PBS ile 3
kez yikanan ornekler, anti-mouse biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz sekonder
antikoru (85-9043, Invitrogen) ile 30 dakika muamele edildi. Ardindan {i¢ kez
5dakikalik PBS yikamasi yapildi. Elde edilen immunohistokimyasal reaksiyonun
goriiniirligiinii saglamak icin diaminobenzidine (DAB, 71897, 71898, Milipore) ile
5 dk. Boyama yapildi. Orneklerde artaalan boyamasi, Mayer’s hematoksilen
(02274390059, J.T.Barker, Deventer, Holland) ile yapildi. Boyama sonrasi distile su
ile 10 dk. yikanan kesitler, kapatma medyumu (K002, DBS, California, USA) ile
kapatildi (Tablo 8)

Indirekt immunohistokimya isleminden sonra drnekler iki histolog tarafindan
farkli zamanlarda degerlendirilerek, immunoreaktiviteler negatif (-), zayif (+), orta

(++) ve siddetli (+++) pozitif olarak degerlendirildi.

Tablo 8.Immunoperoksidaz Boyamasi

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60° C etiivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
% 60 alkol 2 dakika
Yikama PBS 10 dakika
Bloklama Tripsin 15 dk (37°C)
Yikama PBS 3X5 dk
%3 Hidrojen Peroksit 5dk
Yikama PBS 3x5 dk
Bloklama Blok solusyonu 1 saat
Birincil Antikor Uygulamasi anti-Bax, anti-sitokrom-C, anti- 1 gece, 4°C de
kaspaz-3, anti-kaspaz-8, anti-inos,
anti-enos, anti-nnos
Yikama PBS 3x5 dakika
Ikincil antikor Uygulamasi Biotinlenmis antimouse veya anti- 30 dk
rabbit
Yikama PBS 3x5 dakika
Ikincil antikor Uygulamasi Streptavidin-peroksidaz 30 dk
uygulamasi
Kromojen DAB 5 dk.
Yikama Distile su 3x5 dk.
Zit Boyama Mayer hematoksilen 5 dakika
Yikama Distile su 10 dk
Dehidratasyon Alkol (%80, %90, %100) 2 ser dk
Seffaflagtirma Ksilen 10 dk
Kapatma Entellan
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2.13  Gen Ekspresyon Analizi (Real Time PCR)

YoOntem prensibi: DNA’nin ¢ogaltilmasi ile es zamanli artan floresan sinyalin
artisginin  Olcililmesi ile sayisal sonug verebilen bir PCR yontemidir. Cift zincirli
DNA’ya baglandiklarinda floresan bir sinyal veren boyalar (6rnegin SYBR green)
kullanilarak amplifikasyona bagli DNA artisinin floresan miktari ile 6l¢iilmesidir.
Ekspresyonu her hiicrede ayni diizeyde olan housekeeping gen olarak c¢oklu gen
kullanildiginda, bu genlerin Ct degerlerinin geometrik ortalamasi alinarak
normalizasyon yapilir.

Primer Tasarisi:

Primer dizileri Labgen firmasindan satin alindi (tablo 9).

Tablo 9. Primer tasarisi igin kullanilan gen dizileri ve gen fonksiyonu ile iligkili tanimlar

Gen Adi Gene Bank ID Fonksiyon ile ilgili bilgiler

Rattusnorvegicus NM_012842 Wnt yolagr ile iligkili, EGF reseptoriine

epidermal baglanir, Ca-iyonu baglar, biiyiime faktorii

BiylmeFaktori (Egf) aktivitesi gosterir (GO )

Rattusnorvegicus NM_021578 Sitokin aktivitesi, antijene baglanma, sitokin

transformeedici  blylme aktivitesi, glikoprotein baglama, serin/treonin

faktor, beta-1 (Tgfbl) kinaz aktivator aktivitesi (GO)

Rattusnorvegicus NM_019305 Kemoatraktan sitokin aktivitesi, fibroblast

fibroblast buyume faktori biiyiime faktorii reseptorii baglama, heparin

2 (Fgf2) baglama, hiicre migrasyonu, anjiyogenez

Rattusnorvegicus NM_022182 Hiicre migrasyonu, anjiyogenez, kemoatraktan

fibroblast blytme faktori sitokin aktivitesi

7 (Fgf7)

Rattusnorvegicus NM_012951 Fibroblast biiyiime faktorii reseptorii baglama,

fibroblast blytume faktori heparin  baglama,  hiicre  migrasyonu,

10 (Fgf10) anjiyogenez

Rattusnorvegicus vaskiler | NM_031836 Kemoatraktan, sitokin aktivitesi, bilyime

endoteliyal blyime faktorii aktivitesi, heparin baglama, VEGF

faktori A (Vegfa) Reseptor baglama (GO)

Rattusnorvegicus kemokin | NM_031530 Kemokin aktivitesi, heparin baglama, kemokin

(Mcpl1) ligandi 2 (Ccl2) reseptor baglama (GO)

Rattusnorvegicus NM_053356 Ekstraselliiler matriks yapisal faktéri, SMAD

Kollajen, tip I, alfa 2 baglama, trombosit-kdkenli blyime faktori

(Col1a) baglama,  metal-iyonu  baglama, kan
damarlarinda gelisim ile iligkili, deride
morfogenez, Kkollajen fibril organizasyonu
(GO)

Her bir grubun 3., 7., 10. ve 14. giinlerdeki sonuglar1 ayr1 olarak calisildi.
Her bir grubun yara bolgesinden punch ile 3x3 mm? biyopsi 6rnegi alindi. Alinan
ornekler porselen havanda sivi azot ile donduruldu ve ezildi. Ezilen doku 6rnegi 300
ul lizis buffer ile karigtirilarak ependorf tiipe alindi. 12000 rpm de 5 dakika santrif(j
edildi. Siipernatantin 200 pl’sinden total RNA izolasyonu gerceklestirildi.
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2.13.1 Total RNA izolasyonu

Calisma gruplarindan elde edilen doku oOrneklerinden elde edilen
stipernatantin 200 ul” sinden total RNA izolasyonu, MagnaPure Compact cihazinda
Magna Pure Compact RNA Isolation Kit manueline gore gerceklestirildi. RNA
konsantrasyonu Nanodrop cihazi ile oOlgiildi. RNA kalitesi A260/A280 (referans
degerler 1.80 — 2.00 arasindadir) ve A260/A230 (referans degerler 2.00 — 2.20

arasindadir) oranlarma bakilarak belirlendi.

2.13.2 Real Time Online Revers Transkriptaz PCR (RT-PCR) Analizi

Calisma gruplarindan elde edilen lug total RNA’lardan cDNA sentezi
transcriptor first strand cDNA synthesis kit ile kit manueline gore gerceklestirildi.

Diyabette yara iyilesmesi ile ilgili oldugunu belirledigimiz sican EGF,
VEGFa, Tgfbl, MCP1 (Ccl2), Fgf2, Fgf7,Fgfl0 ve Colla2 genlerine ait gen
ekspresyon analiz kiti ticari olarak satin alindi. “House-keeping” gen olarak Tbp,
B2m ve Actb kullanildi. Gen ekspresyonu 20 pul cDNA, 120 pl 2x sybr green master
mix ve 120 pl bidistile su olarak hazirlandi. Mikroplaklara 10 ul PCR karisimi
olacak sekilde 24 kuyucuga yiiklendi. Lightcycler 2 cihazinda sybr green
protokoliine goére calisildi. Her bir reaksiyondan elde edilen Ct degerleri AACt
yontemine gore analiz edildi. 2" formiiliiyle ekspresyon degisim miktarlari
hesaplanarak gen profilleri karsilastirildi. Gen ekspresyon karsilastirmalarinda
kontrol grubu olarak diyabetli sican grubu (DM) alindi. Istatistiksel analizler Mann-
Whitney U ile gerceklestirildi. p degeri <0,05 anlamli olarak alindi.

2.14  Verilerin Analizi

Bu calismada elde edilen veriler SPSS 18 paket programi ile
degerlendirilmistir. ikili gruplarda degiskenlerde t-testi ve gruplar arasi farklilik igin
One-Way ANOVA ve Mann-Whitney U testi kullanildi.
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3. Bulgular

3.1 Deney Hayvanlarinda Diyabet Belirteclerinin izlenmesi

Tiim siganlar polidipsi, poliiiri ve kilo kaybi1 gibi diyabet belirtileri agisindan
gozlendi. STZ injeksiyonunun 48. saatinde yapilan kan glukoz diizeyi 6l¢iimiinde
tiim siganlarin kan glukoz diizeylerinin >280 mg/dL oldugu bulundu ve diyabet
olusumu teyit edildi. Ayrica STZ enjeksyonu ile diyabet indiiksiyonu yapildiktan
sonra 4 hafta boyunca siganlar diyabet belirtecleri agisindan izlendi. Deney
hayvanlarinin diyabet indiiksiyonu sonrast donemde 4 hafta boyunca, kan glukoz
diizeyleri, yem tiiketimi, su tiiketimi idrar miktar1 ve viicut agirlig 6l¢iimleri haftalik

izlemle kayit altina alind1.

Tablo 10. Diyabetik si¢anlarda kan glukozu degerlerinin zamana gore degisimi

Olciim zamam Kan Glukozu(mg/dl)
Diyabet induksiyonundan 2 glin énce (kontrol) 120.52

Diyabet indiiksiyonu sonras1 1. Haftada 446.23*

Diyabet indiiksiyonu sonras1 2. Haftada 434.13*

Diyabet indiiksiyonu sonrasi 3. Haftada 417.51*

Diyabet indiiksiyonu sonras1 4. Haftada 394.07*

* Diyabet indiiksiyonu sonrast 1-4. haftalardaki izlemlerde diyabet
indiiksiyonundan onceki kontrol degerine gore Kan Glukozu degerlerinde

istatistiksel agidan anlamli bir artis gézlenmektedir (p<0.05).

Tablo-10’da diyabetik siganlarda kan glukoz degerlerinin zamana bagh
degisimi gosterildi. Kontrol (Diyabetik yapmadan once 6lgiilen kan glukoz degeri)
ile diyabetik hayvanlarin 1., 2., 3. ve 4. haftada olgiilen kan glukozu degerleri
arasinda anlamli farklilik goriilmektedir (P<0.05).
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Tablo 11. Diyabetik si¢anlarda viicut agirliginin zamana gore degisimi

Ol¢iim zamam Agirhik (gr)
Diyabet induksiyonundan 2 giin 6nce (kontrol) 233.5333
Diyabet indiiksiyonu sonrasi 1. Haftada 227.0333*
Diyabet indiiksiyonu sonras1 2. Haftada 220.1667*
Diyabet indiiksiyonu sonrasi1 3. Haftada 211.4667*
Diyabet indiiksiyonu sonras1 4. Haftada 206.6071*

*Kontrol grubuna gore diyabet indiikksiyonu sonrasi viicut agirhi@ degerlerinde
istatistiksel a¢idan anlamli bir farklilik yoktur. Normal siganlarda beklenen kilo artisi

olmay1p, aksine diyabetik siganlarda ilerleyen zamanda kilo azalmasi bile gbzlenmistir.

Tablo-11’de Viicut agirhiginin zamana gore degisimi goriilmektedir. Kontrol
(Diyabetik yapmadan once Olgiilen Viicut agirhiginin degeri) ile diyabetik
hayvanlarm 1., 2., 3. ve 4. haftada dl¢iilen agirlik degerleri arasinda anlamli farklilik
gorilmektedir (P<0.05). Bu verilere gore, Diyabetik hayvanlarda STZ
(streptozotosin)  enjeksiyonunu takiben viicut agirliginda azalma oldugu
gorilmektedir. Bu veriler 1s18inda, deney gruplarindaki tiim diyabetik hayvanlarda,

diyabet belirtilerinden biri olan kilo kaybinin oldugu gésterilmistir.

Tablo 12. Diyabetik sigcanlarda giinlilk yem tiiketiminin zamana gore degisimi

Ol¢iim Zamam Yem Tuketimi (gr)
Diyabet induksiyonundan 2 gin énce (kontrol) 18.06
Diyabet indiiksiyonu sonras1 1. Haftada 48.11*
Diyabet induksiyonu sonrasi 2. Haftada 43.19*
Diyabet indiiksiyonu sonras1 3. Haftada 44 51*
Diyabet indiiksiyonu sonras1 4. Haftada 44.63*

* Diyabet indiiksiyonu sonras1 yem tiiketimi degerlerinde Kontrol grubuna gore
istatistiksel agidan anlamli artis vardir.
Tablo-12°de Diyabetik hayvanlarda, gunlik ortalama yem tuketiminin
zamana gore degisimi goriilmektedir. Kontrol (Diyabetik yapmadan 6nce 6lgiilen
yem tiiketiminin degeri) ile diyabetik hayvanlarin 1., 2., 3. ve 4. haftalarda 6l¢iilen

yem tiikketimi degerleri arasinda anlamli farklilik gériilmektedir (P<0.05). Kontrol
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degerlerine gore ortalama yem tiikketimi degerleri, 1., 2., 3. ve 4. haftalarda
istatistiksel olarak artmistir. Bu verilere gore, STZ (streptozotosin) enjeksiyonu
sonrasinda diyabet belirtilerinden biri olan polifajinin ortaya ¢ikist ve devamliliginin
saglandigr gozlendi. Diyabetik modellerin, tim deney boyunca ayni kosullarda
tutuldugu goz Oniine alindiginda, yem tiiketimindeki bu artisin “diyabet” durumunun

devamliligi ile paralellik gosterdigi diigtintildii.

Tablo 13. Diyabetik siganlarda giinliik ortalama su tiiketiminin zamana gore

degisimi

Olciim Zamam Su Tuketimi (ml)
Diyabet induksiyonundan 2 giin énce (kontrol) 32,51

Diyabet indiiksiyonu sonras1 1. Haftada 52.98*

Diyabet indiiksiyonu sonrasi 2. Haftada 53.72*

Diyabet indiiksiyonu sonras1 3. Haftada 53.89*

Diyabet indiiksiyonu sonrasi 4. Haftada 51.97*

* Diyabet indiiksiyonu sonrasi ilerleyen haftalarda su tiiketimi degerlerinde
kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli artis gozlenmektedir.
Tablo 13’de diyabetik hayvanlarda giinliik ortalama su tiiketiminin zamana
bagli degisimi goriilmektedir. Kontrol ile diyabetik hayvanlarin 1., 2., 3. ve 4.
haftada olciilen ortalama su tliketimlerinin arasinda anlaml farklilik goriilmektedir

(P<0.05).
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Tablo 14. Diyabetik sicanlarda giinliik idrar miktarinin zamana gore degisimi

Ol¢iim Zamam Idrar miktar1 (ml)
Diyabet induksiyonundan 2 gun 6nce (kontrol) 14.87

Diyabet indiiksiyonu sonras1 1. Haftada 22.01*

Diyabet indiiksiyonu sonras1 2. Haftada 24.13*

Diyabet indiiksiyonu sonrasi 3. Haftada 25.32*

Diyabet indiiksiyonu sonrasi 4. Haftada 25.12*

* Diyabet indiiksiyonu sonrasi ortalama giinliik idrar miktar1 degerlerinde

kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli artis gézlenmektedir.

Tablo-14’de diyabetik hayvanlarda, giinliik ortalama idrar miktarinin zamana
bagli degisimi goriilmektedir. Kontrol ile diyabetik hayvanlarin 1., 2., 3. ve 4.
haftada 6lgiilen idrar miktarlar1 arasinda anlamli farklilik gorilmektedir (P<0.05).
Ortalama idrar miktar1, 1.,2., 3. ve 4. haftalarda kontrole gére anlamli derecede
artmistir. Bu bilgiler 1s181inda, STZ enjeksiyonu sonrasinda diyabet grubunda diyabet
belirteclerinden biri olan poliiirinin olugumu goriilmektedir. Poliliri olusumu ve
devamlilig1, “diyabet” durumunun hayvan modellerinde saglandigini gosteren bir

diger parametredir.

3.2 Yara lyilesmesinin izlem sonuglar

Yara kiiciilmesi, iki hafta i¢inde tiim gruplarda gozlenebilir duruma gelmistir.
Ancak yara kiiciilmesinin oranm1 acisindan zamana ve yapilan uygulamalara bagh
farkliliklar da olugsmustur. Keratinosit uygulamasi ile gozlenen yara kii¢iilme oranm
%77 ve PRP enjeksiyonu sonrasi gozlenen yara kiigiilme oran1 %79 dir. Bu oranlama
orijinal yara boyutunun yiizey alani esas alinarak yapilmistir. Keratinosit ve PRP
enjeksiyonunun beraber yapildig1 grupta ise ikinci hafta sonunda yara kii¢iilme orani
%88 iken ayn1 zaman sonunda kontrol grupta gdzlenen yara kiiclilme orant %67.5
olmustur. Kombine uygulamanin yapildigi bu grupta gozlenen yara kugulmesi,
kontrol grubuna gore anlamli oranda daha iyi gergeklesmis, ayn1 zamanda bu grupta

gozlenen kiiciilme, diger uygulama gruplarina kiyasla da daha iyi olmustur. Gruplar
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arasindaki bu degerlendirme, ikinci haftanin sonunda yiizey alanindaki degisimlerin

yiizde cinsinden farkliliklarinda da agikca ortaya konmustur (Sekil 17 ve 18).

100

N Control
B PRP
M Keratinocyte

o PRP+Eeratinocoyte

Day 3 Day 7 Day 10 Cray 14

Sekil 17. Yara boyutunda zaman ve tedaviye bagli kiigiilme orani
a Kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlaml1 artis var.
b Keratinosit uygulanan gruba gore istatistiksel agidan anlamli artis var.

¢ PRP uygulanan gruba gore istatistiksel agidan anlamli artig var.
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Sekil 18. PRP ve keratinosit uygulamasi sonrasi yanik yaralarinin iyilesmesinin makroskobik izlemi
tedavisiz diyabetik grup (DM). Lokal PRP tedavisi alan diyabetik grup (LOP). Keratinosit hiicre
tedavisi alan diyabetik grup (KT). Keratinosit hticre tedavisi + Lokal PRP tedavisi alan diyabetik
grup (KT+LOP).
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3.3 Hiicre Kiiltiirii Sonuclar:

3.3.1 Adipojenik Kok Hiucrelerden Elde Edilen Keratinosit Hucrelerinin
Tanimlanmasi

Kiltiirtin 1. ve 2. haftasinda yapilan analizler sonrasinda adipojenik kok
hicrelerin fuziform yapidan (Sekil 19 A) epiteloid yapiya doniistiikleri (Sekil 19 B)
ve sayisinin da kiltliriin 2. Haftasinda daha fazla oldugu izlendi. Farklilastirilan
hiicrelerin tanimlanmasi i¢in kiiltiiriin 2. Haftasinda hiicreler toplanarak bir grup
hicre immunohistokimyasal analiz i¢in 24 gozlii kiiltir kaplarmma kondu. Diger
hiicreler ise transfer i¢in kullanilmak iizere belirlenen matriderm iizerine
pasajlanarak kulttre edildi. Hicrelerin karakterizasyonu icin erken donem keratinosit
farklilasma belirteci sitokeratin-8 ve ge¢ donem farklilasma belirteci sitokeratin-
14’tin immunoreaktiviteleri belirlendi. Herikisinin de pozitif oldugu, fakat
sitokeratin-8 immunoreaktivitesinin sitokeratin-14’e¢ oranla daha fazla siddette
boyandigi izlendi. (Sekil 20). Adipojenik kok hicrelerden kultlr ortaminda BMP
ilavesi ile keratinositlere farklilasmanin saglandig1 gozlendi. Ozellikle erken dénem

farklilasma belirteci olan keratinosit-8 immunoreaktivitesinin daha fazla olmasi,

hiicrelerin keratinosit benzeri hiicreler oldugunu destekledi.

Sekil 19. Adipojenik kok hiicre kiiltiirii (A) ve keratinositlere farklilastirilmasi (B).
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Sekil 20. Farklilastirilan keratinositlerde sitokeratin-8 (A) ve sitokeratin-14 (B)

boyamalart.

3.4 Histolojik Sonuclar

Calisma gruplarmin Hematoksilen-Eozin boyamasi sonrasinda keratinosit
uygulanan grupta, yara yerinde 3. giinde epitelizasyonun basladigi, fakat yara yeri
krutunun halen oldugu tespit edildi. Keratinosit uygulamasindan sonraki 7. gilinde
epitelizasyonun arttig1, yara yerinin kiiciildiigli fakat krut yapisinin devam ettigi,
fakat 3. giline nazaran nispeten kiiglildiigli goriildii. 10.glinde ise kearatinosit
uygulamasi ile yara yerinin epitelizasyonunun gerceklestigi alttaki bag dokusunda
normale benzer sekilde PNL infiltrasyonunun azaldigi izlendi. 14. giinde ise yara
yerinin tamamen kapandigi, epitelin devam ettigi bag dokusunda fibrozisin olmadig1
ve epitel alt1 bag dokusu (retikiiler ve papiller dermis)'nun normal yapida oldugu
saptandi.

PRP uygulanan grupta ise yara yerinin tamamen agik oldugu, epitelizasyonun
baslamadigi, yara yeri kenarlarinda saglam epitel dokusunun oldugu gozlenir iken,
epitel altinda bag dokusu igerisinde ¢ok sayida PNL hicresinin oldugu izlendi. 7.
Gilinde PRP tedavisi sonrasinda epitelizasyonun basladigi fakat tamamen
tamamlanmadigi, yara yerinin halen agik oldugu saptandi. 10. giinde ise yara yerinin
kapandigi, kurutun devam ettigi ve ayrica alttaki bag dokusundaki PNL hiicrelerinin
azaldig izlendi. 14. giinde ise yara yerinin tamamen kapandig1 fakat epitelizasyonun
keratinosit grubuna gore daha ince oldugu bag dokusunun da normale benzer oldugu
go6zlendi.

Keratinosit+PRP uygulanan grupta ise epitelizasyonun 3. giinde basladig,
yara yeri Uzerindeki krutun sadece keratinosit veya sadece PRP uygulanan gruba

oranla daha az oldugu gézlendi. Bag dokusu igerisinde PNL lerin oldugu fakat sayica
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daha az oldugu saptandi. Uygulamanin 7. giiniinde ise epitelizasyonun tamamen
tamamlandigi, krutun devam ettigi gozlendi. Ayrica epitel alti bag dokusunun
normale benzer yapida oldugu saptandi. Uygulama sonrast 10. ve 14. giinlerde
epitelin tamamen kapandigr ve iyilesmenin saglandigi gozlendi. 14. gilindeki
gorliniim 6zellikle normal epidermis ve dermis yapisina benzerdi.

Kontrol (tedavisiz diyabet) grubunda ise 3. ginde yara yerinde
epitelizasyonun olmadig1 ve yara yeri derinliginin de diger gruplara nazaran daha
fazla oldugu gozlendi. Ayrica, bu bolgede PNL infiltrasyonunun fazlaligi ve krutun
kalinlig1 dikkat cekici idi. 7. giinde ise epitelizasyonun basladigi ancak yara yeri
dudaklarinin etrafinda sinirli oldugu yara yeri alti derinliginin de devam ettigi
saptandi. 10. giinde epitelizasyonun ilerledigi, fakat tam olarak bitmedigi, epitel alt1
bag dokusunda kollajen artiginin oldugu izlendi. 14. giinde ise iyilesmenin Onceki
glinlere nazaran daha iyi olmasina ragmen, diger gruplar ile karsilastirildiginda daha
yavas bir iyilesmenin oldugu belirlendi.

Sonug olarak keratinosit uygulanmasinin sadece PRP uygulanmasina oranla
epitelizasyonu hizlandirdig1 ve yara yeri iyilesmesini daha 6nce sagladig1 sonucuna
varildi. Bununla beraber keratinosit+PRP uygulanan grupta ise iyilesmenin en fazla
oldugunun goriilmesi ilizerine tedavi amaclh olarak keratinosit ile birlikte PRP nin
uygulanmasiin yara yeri iylesmesinde rol oynayan faktorlerin salgilanmasini

tetikleyerek yara iyilesmesini daha fazla arttirabildigi diistintildi (Sekil 21-24).
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Sekil 21.Sican adipojenik doku kokenli kok hiicrelerden farklilagtirilan keratinosit
uygulanan grupta, 3. (A, B), 7. (C, D), 10. (E, F) ve 14. (G, H) gunlerde alinan
biyopsi 6rneklerinde Hematoksilen-Eozin boyamalari. A, C, E, G: 40X, B, D, F, H:
100 X
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Sekil 22.PRP uygulanan grupta 3. (A, B), 7. (C, D), 10. (E, F) ve 14. (G, H) ginlerde
alinan biyopsi Orneklerinde Hematoksilen-Eozin boyamalari. A, C, E, G: 40X,
B,D,F,H: 100 X.
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Sekil 23.Sican adipojenik doku kokenli kok hiicrelerden farklilastirilan keratinosit +
PRP uygulanan grupta 3. (A, B), 7. (C, D), 10. (E, F) ve 14. (G, H) glnlerde alinan
biyopsi 6rneklerinde Hematoksilen-Eozin boyamalari. A, C, E, G: 40X, B, D, F, H:
100 X.
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Sekil 24.Kontrol (tedavisiz diyabet) grubunda 3.(A, B), 7. (C, D), 10. (E, F) ve 14.
(G, H) giinlerde alinan biyopsi oOrneklerinde Hematoksilen-Eozin boyamalari.
A,CE,G: 40x, B,D,F,H: 100 x
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3.5 Immunohistokimyasal Sonuclar

EGF immunoreaktivitesi keratinosit uygulanan grupta tiim giinlerde zayif
(+) siddette oldugu goriildii. PRP uygulanan grupta ise EGF immunoreaktivitesi 3.
giinde orta siddette (++) siddette gozlenir iken, 7., 10. ve 14. giinlerde zayif (+)
oldugu gorildii. Keratinosit+PRP uygulamasi sonrasinda 3. giinde zayif (+) , 7., 10.
ve 14. ginlerde orta siddette (++) oldugu gorildi. Kontrol grubunda ise EGF
immunoreaktivitesinin 3. ve 7. giinde zayif (+) siddette iken, 10. giindelerdeyer yer
zay1f (-/+) oldugu saptandi.14. giin kontrol 6rneklerie doku kurutlarinin hala devam
etmesinden dolayr boyama esnasinda Orneklerin  dokiilmesinden dolay1

degerlendirilemedi (Tablo 15) (Sekil 25-28).

Tablo 15. Gruplar arasi farkli giinlerde EGF immunoreaktivitesi

EGF Keratinosit | PRP Ker+PRP Kontrol
3.gun + ++ + +
7.gun + + ++ +
10.gun + + ++ -+
14.gun + + ++

FGF2 immunoreaktivitesi keratinosit uygulanan grupta 3., 10. ve 14.
gunlerde orta siddette (++) ve 7.,glnde yer yer kuvvetli (-/+) siddette idi. PRP
uygulanan grupta ise FGF2 immunoreaktivitesinin 3., 7. ginlerde kuvvetli (+++)
siddette iken, 10. ve 14. giinlerde orta (++) siddette oldugu saptandi.
Keratinosit+PRP uygulamasi sonrasinda ise FGF2 immunoreaktivitesinin 3. giinden
14. Gune dek kuvvetli (+++) siddette pozitif oldugu gorildi. Kontrol grubunda ise
FGF2 immunoreaktivitesinin 3. 7. ve 10 gunlerde orta (++) siddette pozitif oldugu
saptandi. 14. giin kontrol 6rnekleri doku kurutlarinin hala devam etmesinden dolay1
boyama esnasinda 6rneklerin dokiilmesinden dolay: degerlendirilemedi (Tablo 16)
(Sekil 29-32).
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Tablo 16.Gruplar aras1 farkli giinlerde FGF2 immunoreaktivitesi

FGF-2 Keratinosit | PRP Ker+PRP Kontrol
3. gln ++ +++ +++ ++
7. gun +H/+++ +++ +++ ++
10.gin | ++ ++ +++ ++
14.gin | ++ ++ +++
Kollajen-1 immunoreaktivitesi tiim gruplarin incelemesi sonrasinda

keratinosit uygulanan grupta 7. giinde zayif (+) diger glinlerde immunoreaktivite
gozlenmedi. PRP uygulanan grupta 3., 7. ve 14. glnlerde zayif (+). Keratinosit+PRP
uygulanan grupta 3. glinde negatif (-) 7.,10. Ve 14 giinlerde zayif (+) idi. Kontrol
grubunda ise 3. giinde zayif (+) oldugu izlendi ve 7., 10 . 14. glnlerde negatif oldugu
goriildii (Tablo 17) (Sekil 33-36).

Tablo 17. Gruplar arasi farkli giinlerde Kollajen-1 immunoreaktivitesi

Kollagen-1 Keratinosit | PRP Ker+PRP Kontrol
3. gun - + - +
7.90n + + + -
10.gun - - + -
14.glin - + + -

MCP-1 immunoreaktivitesi keratinosit uygulanan grupta 3. giinde zayif (+)
ve 10. giinde yer yer zayif (-/+) siddette iken, 7. Ve 14. giinlerde boyanmaya
rastlanmadi. PRP uygulanan grupta ise MCP-1 immunoreaktivitesi 7. glinde zayif
(+) ve 10.giinde yer yer zayif (-/+) siddette pozitif idi. Keratinosit+PRP uygulamasi
yapilan grupta ise MCP-1 immunoreaktivitesinin 3., 7. Ve 10. giinlerde zayif (+) ve
14. yer yer zayif (-/+) siddette oldugu goriildii. Kontrol grubunda ise MCP-1
immunoreaktivitesi 3.,10. Ve 14. giinde zayif (+) siddette iken, 7. giinde yer yer
zayif (-/+) idi (Tablo 18) (Sekil 37-40).
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Tablo 18. Gruplar arasi farkli giinlerde MCP-1 immunoreaktivitesi

MCP-1 Keratinosit PRP Ker+PRP Kontrol
3. gln + - + +
7.gln - + + -/+
10.gUn -/+ -/+ - +
14.gln - - -/+ +

PDGF immunoreaktivitesi keratinosit uygulanan grupta 3., 7. ve 14.
giinlerde zayif (+) siddette iken, 10. giinde orta (++) siddette idi. PRP uygulanan
grupta ise PDGF immunoreaktivitesi 3. ve 10. giinlerde zayif (+) siddette pozitif
iken, 7. ginde yer yer kuvvetli (++/+++) ve 14. ginde orta (++) siddette idi.
Keratinosit+PRP uygulamasi yapilan grupta ise PDGF immunoreaktivitesinin 3. Ve
7. giinde zayif (+), ve 10. giinde orta (++) siddette pozitif ve 14. giinde kuvvetli
(+++) oldugu izlendi. Kontrol grubunda ise PDGF immunoreaktivitesi 3. ve 7.
giinlerde zayif (+) siddette iken, 10. giinde negatif (-) idi. 14. giin kontrol drnekleri
doku kurutlarimin hala devam etmesinden dolayr boyama esnasinda Orneklerin

dokiilmesinden dolay1 degerlendirilemedi (Tablo 19) (Sekil 41-44).

Tablo 19. Gruplar arasi farkli giinlerde PDGF immunoreaktivitesi

PDGF Keratinosit PRP Ker+PRP Kontrol
3. giin + + + +
7.gln + ++/+++ + +
10.glin ++ + ++ -
14.gln + ++ +++

TGF-B1 immunoreaktivitesi keratinosit uygulanan grupta 3. glinde zayif
(+), 7. ve 14. giinlerde orta (++) siddette iken, 10. giinde yer yer kuvvetli (++/+++)
siddette pozitif idi. PRP uygulanan grupta TGF-p1 immunoreaktivitesi 3.,7.,10 ve
14. giinlerde orta (++) siddette idi. Keratinosit+PRP uygulamasi1 yapilan grupta ise

TGF-B1 immunoreaktivitesinin 3., 10. ve 14. ginlerde orta (++), 7. glinde yer yer
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orat(+/++)siddette pozitif oldugu izlendi. Kontrol grubunda ise TGF-fI1
immunoreaktivitesi 3., ve 7. giinlerde zayif (+) siddette iken, 10. glinde yer yer orta
(+/++) ve 14. glin kontrol 6rnekleri doku kurutlarinin hala devam etmesinden dolay1
boyama esnasinda orneklerin dokiilmesinden dolay1 degerlendirilemedi (Tablo 20)
(Sekil 45-48).

Tablo 20. Gruplar arasi farkli giinlerde TGF-f1 immunoreaktivitesi

TGF-B1 Keratinosit PRP Ker+PRP Kontrol
3.gln + ++ ++ +
7.9un ++ ++ +/++ +
10.gUn ++/+++ ++ ++ +/++
14.gln ++ ++ ++

VEGF immunoreaktivitesi keratinosit uygulanan grupta 3.,7. ve 14.
giinlerde zayif (+) siddette iken, 10. giinde yer yer orta (+/++) siddette pozitif idi.
PRP uygulanan grupta VEGF immunoreaktivitesi 3. glinde yer yer orta (+/++), 7.
ginde orta (++) ve 10. ve 14. giinlerde zayif (+) siddette pozitif idi.
Keratinosit+PRP uygulamasi yapilan grupta ise VEGF immunoreaktivitesinin 3.,7.,
10. Ve 14 ginlerde orta (++) siddette pozitif oldugu izlendi. Kontrol grubunda ise
VEGF immunoreaktivitesi 3. ginde negatif (-), 7. glnde zayif (+) ve 10. giinde yer

yer zayif (-/+) siddette oldugu saptandi (Tablo 21) (Sekil 49-52).

Tablo 21. Gruplar arasi farkli giinlerde VEGF immunoreaktivitesi

VEGF Keratinosit PRP Ker+PRP Kontrol
3. gin + +/++ ++ -

7. gin + ++ ++ +
10.giin +H++ + ++ -1+
14.gin + + ++

Keratinosit erken doénem belirteci sitokeratin-8 ve ge¢ donem belirteci
bakildiginda,

immunoreaktivitesinin keratinosit uygulanan grupta 3. Ve 7. gunlerde orta (++) ve

sitokeratin-14 immunoreaktivitelerine sitokeratin
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10. ve 14. giinlerde zayif (+) siddete pozitif goriildii. PRP uygulanan grupta
sitokeratin-8 immunoreaktivitesi grupta 3. Ve 7. gunlerde orta (++) ve 10. Ve 14.
giinlerde zayif (+) siddete pozitif izlendi. Keratinosit+PRP uygulanan grupta ise
sitokeratin-8 immunoreaktivitesinin 3. Ve 7. gunlerde yer yer orta (+/++) ve 10. ve
14. giinlerde zayif (+) pozitif goriindii. Kontrol grubunda ise 3., 7. giinlerde zayif ve
10 ginlerde sitokeratin-8 immunoreaktivitesinin orta (++), gorildd. 14. gin
degerlendirilemedi (Tablo 22) (Sekil 53-56).

Tablo 22. Gruplar arasi farkli glinlerde sitokeratin-8 immunoreaktivitesi

Sitokeratin-8 | Keratinosit PRP Ker+PRP Kontrol
3.gun ++ ++ +/++ +

7. gun ++ ++ +/++ -/+
10.gun + + + ++
14.gln + + +

Sitokeratin-14 immunoreaktivitesi keratinosit uygulanan grupta 3.,7. ve 14.
giinlerde zayif (+) siddette pozitif ve 10. giinde orta (++) idi. Bu durum transfer
edilen keratinositlerin yara yerinde devamlilifini yada olgun keratinositlerin yara
yerindeki devamliligint gostermektedir. PRP uygulanan grupta sitokeratin-14
immunoreaktivitesinin 3. ve 7. gunlerde zayif (+) siddette ve 10. Ve 14. glninde ise
orta (++) siddette oldugunun goriildu. Keratinosit+PRP uygulanan grupta ise 3., 7.
ve 10. gunlerde sitokeratin-14 immunoreaktivitesinin zayif (+) siddette oldugu, 14.
giinlerde ise orta (++) oldugu goriildii. Kontrol grubunda ise sitokeratin-14
immunoreaktivitesi 3. ve 7. giinlerde zayif (+) siddette, 10. giiniinde ise negatif idi.

14. giin degerlendirilemedi (Tablo 23) (Sekil 57-60).

Tablo 23. Gruplar arasi farkli giinlerde sitokeratin-14 immunoreaktivitesi

Sitokeratin-14 Keratinosit PRP Ker+PRP Kontrol
3. gln + + + +
7.9gun + + + +
10.gtn ++ ++ + )
14.g0n + ++ ++
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Sekil 25.Sican adipojenik kokenli kok hiicrelerden farklilagtirilan keratinosit
uygulanan grupta EGF dagilimmin 3.(A, B), 7. (C,D), 10. (E,F) ve 14. (G,H) giin
boyamalar1. A,C,E,G: 40X, B,D,F,H: 100 X.

51



Sekil 26. PRP uygulanan grupta EGF dagilimimin 3.(A, B), 7. (C,D), 10. (E,F) ve 14.
(G,H) giin boyamalar1. A,C,E,G: 40X, B,D,F,H: 100 X.
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Sekil 27.Si¢an adipojenik doku kokenli kok hiicrelerden farklilagtirilan keratinositler
ve PRP uygulanan grupta EGF dagiliminin 3.(A, B), 7. (C,D), 10. (E,F) ve 14. (G,H)
giin boyamalar1. A,C,E,G: 40X, B,D,F,H: 100 X.

53



0| =TT
Sekil 28. Kontrol grubunda EGF dagiliminin 3. (A, B), 7. (C,D) ve 10. (E,F) giin
boyamalar1. A,C,E: 40X, B,D,F: 100 X.
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Sekil 29.Sigan adipojenik doku kokenli kok  hiicrelerden farklilastirilan
keratinositlerin uygulandig1 grupta FGF2 dagiliminin 3.(A, B), 7. (C,D), 10. (E,F) ve
14. (G,H) giin boyamalar1. A,C,E,G: 40X, B,D,F,H: 100 X.
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Sekil 30.PRP uygulanan grupta FGF2 dagilimmin 3.(A, B), 7. (C,D), 10. (E,F) ve
14. (G,H) giin boyamalar1. A,C,E,G: 40X, B,D,F,H: 100 X.
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Sekil 31.Si¢an adipojenik doku kokenli kok hiicrelerden farklilsatirilan keratinositler
ve PRP uygulanan grupta FGF2 dagiliminin 3.(A, B), 7. (C,D), 10. (E,F) ve 14.
(G,H) glin boyamalar1. A,C,E,G: 40X, B,D,F,H: 100 X.
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Sekil 32.Kontrol grubunda FGF2 dagiliminin 3.(A, B), 7. (C,D) ve 10. (E,F) giin
boyamalar1. A,C,E: 40X, B,D,F: 100 X.
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SEKIL 33.Sican adipojenik doku kokenli kok hiicrelerden farklilastirilan
keratinositlerin uygulandigi grupta KOLLAJEN1 dagiliminin 3.(A, B), 7. (C,D), 10.
(E,F) ve 14. (G,H) giin boyamalar1. A,C,E,G: 40X, B,D,F,H: 100 X.
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SEKIL 34.PRP uygulanan grupta kollajen1 (COL-1) dagiliminin 3. (A, B), 7. (C, D),
10. (E, F) ve 14. (G, H) giin boyamalar1. A, C, E, G: 40X, B,D,F,H: 100 X.
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Sekil 35.Si¢an adipojenik doku kdkenli kok hiicrelerden farklilagtirilan keratinositler
ve PRP uygulanan grupta KOLLAJENTI dagiliminin 3. (A, B), 7. (C, D), 10. (E, F)
ve 14. (G, H) giin boyamalari. A, C, E, G: 40X, B, D, F, H: 100 X.
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Sekil 36.Kontrol grubunda kollajen1 dagiliminin 3. (A, B), 7. (C, D), 10. (E, F) gun
boyamalari. A, C, E,: 40X, B, D, F: 100 X.
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Sekil 37.Si¢an adipojenik doku kokenli kok hiicrelerden farklilagtirilan keratinositler
uygulanan grupta MCP-1 dagilimmin 3. (A, B), 7. (C, D), 10. (E, F) ve 14. (G, H)
giin boyamalar1. A, C, E, G: 40X, B, D, F, H: 100 X.
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Sekil 38.PRP uygulanan grupta MCP-1 dagiliminin 3. (A, B), 7. (C, D), 10. (E, F) ve
14. (G, H) gin boyamalari. A, C, E, G: 40X, B, D, F, H: 100 X.
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Sekil 39.Si¢an adipojenik doku kokenli kok hiicrelerden farklilagtirilan keratinositler
ve PRP uygulanan grupta MCP-1 dagilimmin 3. (A, B), 7. (C, D), 10. (E, F) ve 14.
(G, H) giin boyamalar1. A, C, E, G: 40X, B, D, F, H: 100 X.
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Sekil 40.Kontrol grubunda MCP-1 dagiliminin 3. (A, B), 7. (C, D) ve 10. (E, F) gun
boyamalari. A, C, E: 40X, B, D, F : 100
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Sekil 41. Sican adipojenik doku kokenli kok hiicrelerden farklilastirilan
keratinositler uygulanan grupta PDGF dagilimmin 3. (A, B), 7. (C, D), 10. (E, F) ve
14. (G, H) gun boyamalar1. A, C, E, G: 40 X
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Sekil 42.PRP uygulanan grupta PDGF dagiliminin 3. (A, B), 7. (C, D), 10. (E, F) ve
14. (G, H) giin boyamalar1. A, C, E, G: 40X, B, D, F, H : 100 X
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SEKIL 43.Sican adipojenik doku kokenli kok hiicrelerden farklhilastirilan
keratinositler ve PRP uygulanan grupta PDGF dagiliminin 3. (A, B), 7. (C, D), 10.
(E, F) ve 14. (G, H) giin boyamalar1. A, C, E, G: 40 X, B, D, F, H: 100
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Sekil 44. Kontrol grubunda PDGF dagilimmin 3. (A, B), 7. (C, D), 10. (E, F) gun
boyamalari. A, C, E : 40X, B, D, F: 100 X
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Sekil 45.Sigan adipojenik doku kokenli kok  hiicrelerden farklilastirilan
keratinositlerin uygulandigi grupta TGFB-1 dagilimmin 3. (A, B), 7. (C, D), 10. (E,
F) ve 14. (G, H) giin boyamalar1. A, C, E, G :40 X, B, D, F, H: 100 X
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Sekil 46. PRP uygulanan grupta TGF-1 dagiliminin 3. (A, B), 7. (C, D), 10. (E, F)
ve 14. (G, H) giin boyamalari. A, C, E, G:40 X, B, D, F, H: 100 X
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Sekil 47.S1¢an adipojenik doku kokenli kok hiicrelerden farklilagtirilan keratinositler
ve PRP uygulanan grupta TGFB-1 dagilimmin 3. (A, B), 7. (C, D), 10. (E, F) ve 14.
(G, H) giin boyamalar1. A, C, E, G:40 X, B, D, F, H: 100 X
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Sekil 48.Kontrol grubunda TGFp-1 dagilimimin 3. (A, B), 7. (C, D) ve 10. (E, F) gln
boyamalar1. A, C, E: 40 X, B, D, F: 100 X
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Sekil 49.Si¢an adipojenik doku kokenli kok hiicrelerden farklilagtirilan keratinositler
uygulanan grupta VEGF dagilmmim 3. (A, B), 7. (C, D), 10. (E, F) ve 14. (G, H)
giin boyamalari. A, C,E, G:40 X, B, D, F, H: 100 X
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Sekil 50. PRP uygulanan grupta VEGF dagiliminin 3. (A, B), 7. (C, D), 10. (E, F) ve
14. (G, H) giin boyamalar1. A, C, E, G:40 X, B, D, F, H: 100 X
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Sekil 51. Sican adipojenik doku kokenli kok hiicrelerden farklilastirilan
keratinositler ve PRP uygulanan grupta VEGF dagilimmin 3. (A, B), 7. (C, D), 10.
(E, F) ve 14. (G, H) giin boyamalar. A, C, E, G: 40 X, B, D, F, H : 100 X
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Sekil 52.Kontrol grubunda VEGF dagiliminin 3. (A, B), 7. (C, D) ve 10. (E, F) gun
boyamalar1. A, C, E: 40 X, B, D, F: 100 X
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Sekil 53. Sican adipojenik doku kokenli kok hiicrelerden farklilastirilan
keratinositler uygulanan grupta SITOKERATIN-8 dagilimmin 3. (A, B), 7. (C, D),
10. (E, F) ve 14. (G, H) giin boyamalari. A, C, E, G:40 X, B, D, F, H: 100 X
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Sekil 54. PRP uygulanan grupta sitokeratin-8 dagilimmin 3. (A, B), 7. (C, D), 10. (E,
F) ve 14. (G, H) giin boyamalar1. A, C, E, G :40 X, B, D, F, H: 100 X
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Sekil 55.Si¢an adipojenik doku kokenli kok hiicrelerden farklilagtirilan keratinositler
ve PRP uygulanan grupta sitokeratin8 dagilimmnin 3.(A, B), 7. (C, D), 10. (E, F) ve
14. (G, H) giin boyamalar1. A, C,E, G:40 X, B, D, F, H: 100 X
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Sekil 56. Kontrol grubunda sitokeratin-8 dagiliminin 3. (A, B), 7. (C, D) ve 10. (E,
F) giin boyamalari. A, C, E: 40 X, B, D, F:100 X

82



Sekil 57.Sigan adipojenik doku kokenli kok hiicrelerden farklilagtirilan keratinosit
uygulanan grupta sitokeratin-14 dagiliminin 3.(A, B), 7. (C, D), 10. (E, F) ve 14. (G,
H) glin boyamalari. A, C, E, G:40 X, B, D, F, H: 100 X
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Sekil 58.PRP uygulanan grupta sitokeratin-14 dagiliminin 3.(A, B), 7. (C,D), 10.
(E,F) ve 14. (G,H) giin boyamalar1. A, C, E, G :40 X, B, D, F, H: 100 X
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Sekil 59. PRP uygulanan grupta sitokeratin-14 dagihmmm 3. (A, B), 7. (C, D), 10.
(E, F) ve 14. (G, H) giin boyamalar. A, C, E, G: 40 X, B, D, F, H : 100 X
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Sekil 60. Kontrol grubunda sitokeratin-14 dagilimmin 3. (A, B), 7. (C, D) ve 10. (E,
F) giin boyamalari. A, C, E: 40 X, B, D, F:100 X
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3.6 Gen Ekspresyonu Analizi
Kontrol gruba gore diger gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda:

3. post-operatif giinde PRP ve PRP+Keratinosit uygulanan gruplarda, EGF
geninin anlatiminin p<0.050 diizeyinde anlaml olarak arttig1 saptanmistir. 3. post-
operatif giinde, keratinosit uygulanan gruplarda EGF geninin anlatiminda meydana
gelen degisimler istatistiksel olarak anlamli degildir.

7. post-operatif gunde keratinosit, PRP, PRP+Keratinosit uygulanan
gruplarda EGF geninin anlatimlarinin, p< 0.050 diizeyinde anlamli olarak arttig
saptanmistir.

10. post-operatif gunde PRP, PRP+Keratinosit uygulanan gruplarda EGF
geninin anlatimlarinin, p< 0.050 diizeyinde anlamli olarak arttig1 saptanmistir. 10.
post-operatif giinde keratinosit uygulanan grupta EGF geninin anlatiminda meydana
gelen degisim istatistiksel olarak anlamli degildir.

14. post-operatif gunde PRP, PRP+Keratinosit uygulanan gruplarda EGF
geninin anlatimlariin, p< 0.050 diizeyinde anlamli olarak arttig1 saptanmistir. 14.
post-operatif giinde Keratinosit uygulanan grupta EGF geninin anlatiminda meydana

gelen degisim istatistiksel olarak anlamli degildir.

EGF mRNA Expression
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Y
o
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Sekil 61. Keratinosit, PRP ve PRP+keratinosit uygulanan gruplarin yara
dokularinda EGF geninin anlatimlarinin kontrol grubuna gore degisimi. (Ort £

Standart Hata, Mann-Whitney U istatistiksel testi uygulanmistir, *p< 0,05 dlizeyinde
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istatistiksel anlamlilik, kontrol grubu: STZ ile diyabet gelistirilmis ve bunun disinda
baska ila¢ uygulanmamis hayvanlardan alinan dokunun 6rnegi, her bir grup igin).

Kontrol grubuna gore diger gruplar istatistiksel olarak
karsilastirildiginda:

3. post-operatif ginde Keratinosit, PRP, PRP+Keratinosit uygulanan
gruplarda Kollajen-Ia2 geninin anlatimlarinin, p< 0.050 diizeyinde anlamli olarak
arttig1 saptanmistir.

7. post-operatif ginde Keratinosit, PRP, PRP+Keratinosit uygulanan
gruplarda Kollajen-Ia2 geninin anlatimlarinin, p< 0.050 diizeyinde anlamli olarak
arttig1 saptanmistir.

10. postoperatif gunde PRP+Keratinosit uygulanan grupta Kollajen-la2
geninin anlatimmin p< 0.050 diizeyinde anlamli olarak arttig1 saptanmigtir. 10.
postoperatif glinde Keratinosit, PRP uygulanan gruplarda Kollajen-la2 geninin
anlatimlarinda meydana gelen degisimler istatistiksel olarak anlamli degildir.

14. post-operatif giinde PRP, PRP+Keratinosit uygulanan gruplarda Kollajen-
[a2 geninin anlatimlarinin sirasiyla p< 0.050, p< 0.050 diizeyinde anlamli olarak
arttig1 saptanmustir. 14. post-operatif ginde Keratinosit uygulanan grupta Kollajen-

a2 geninin anlatiminda meydana gelen degisim istatistiksel olarak anlamli degildir.

Collagen-1 a2 mRNA Expression

M Control
OKeratinocyte
B PRP

PRP+Keratinocyte

Relative Folds
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Sekil 62. Keratinosit, PRP ve PRP+keratinosit uygulanan gruplarin yara
dokularinda Kollajen-1a2 geninin anlatimlarinin kontrol grubuna gore degisimi
(Ortx Standart Hata, Mann-Whitney U istatistiksel testi uygulanmistir, *p< 0.05
diizeyinde istatistiksel anlamlilik, kontrol grubu: STZ ile diyabet gelistirilmis ve
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bunun disinda bagka ilag¢ uygulanmamis hayvanlardan alinan dokunun 6rnegi, her bir

grup icin).

Kontrol grubuna gore diger gruplar istatistiksel olarak karsilastirildiginda:

3. post-operatif giinde Keratinosit, PRP ve PRP+Keratinosit uygulanan
gruplarda MCP-1 geninin anlatimlarinda meydana gelen degisimler istatistiksel
olarak anlamli degildir.

7. post-operatif glinde Keratinosit, PRP ve PRP+Keratinosit uygulanan
gruplarda MCP-1 geninin anlatimlarinda meydana gelen degisimler istatistiksel
olarak anlamli degildir.

10. post-operatif glinde Keratinosit, PRP ve PRP+Keratinosit uygulanan
gruplarda MCP-1 geninin anlatimlarinin, p< 0.050 diizeyinde anlamli olarak azaldig1
saptanmistir.

14. post-operatif gunde Keratinosit, PRP ve PRP+Keratinosit uygulanan
gruplarda MCP-1 geninin anlatimlarinin, p< 0.050 diizeyinde anlamli olarak azaldig1

saptanmistir.
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Sekil 63. Keratinosit, PRP ve PRP+keratinosit uygulanan gruplarin yara
dokularinda mcp-1 geninin anlatimlarinin kontrol grubuna goére degisimi. (ort+
standart hata, Mann-Whitney U istatistiksel testi uygulanmistir, * p< 0.05 diizeyinde
istatistiksel anlamlilik, kontrol grubu: STZ ile diyabet gelistirilmis ve bunun disinda

baska ila¢ uygulanmamis hayvanlardan alinan dokunun 6rnegi, her bir grup i¢in)
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Kontrol orubuna oore diser goruplar istatistiksel olarak

karsilastirildiginda:

3. post-operatif giinde PRP, PRP+Keratinosit uygulanan gruplarda TGF-B1
geninin anlatimlarinin, p< 0.050 diizeyinde anlamli olarak arttig1 saptanmistir. 3.
post-operatif gunde Keratinosit uygulanan grupta TGF-B1 geninin anlatiminda
meydana gelen degisim istatistiksel olarak anlamli degildir (p< 0.827). 7. post-
operatif gunde Keratinosit, PRP ve PRP+Keratinosit uygulanan gruplarda TGF-f1
geninin anlatimlarinin, p< 0.050 diizeyinde anlaml1 olarak arttig1 saptanmuistir.

10. post-operatif gunde Keratinosit, PRP ve PRP+Keratinosit uygulanan
gruplarda TGF-B1 geninin anlatimlarinda meydana gelen degisimler istatistiksel
olarak anlamli degildir.

14. post-operatif ginde Keratinosit, PRP uygulanan gruplarda TGF-B1
geninin anlatimlarinin, p< 0.050 diizeyinde anlamli olarak arttig1 saptanmistir. 14.
post-operatif giinde PRP+Keratinosit uygulanan grupta TGF-p1 geninin anlatimida

meydana gelen degisim istatistiksel olarak anlamli degildir.

TGF-B1 mRMNA Expression

W Control
OKeratinocyte
B PRP
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Sekil 64. Keratinosit, PRP ve PRP+keratinosit uygulanan gruplarin yara
dokularinda TGF-B1 geninin anlatimlarinin kontrol grubuna gore degisimi. (Ortx
Standart Hata, Mann-Whitney U istatistiksel testi uygulanmistir, *p< 0.05 diizeyinde
istatistiksel anlamlilik, kontrol grubu: STZ ile diyabet gelistirilmis ve bunun disinda
baska ila¢ uygulanmamis hayvanlardan alinan dokunun 6rnegi, her bir grup ig¢in n=

3’tiir).
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Kontrol orubuna oore diser goruplar istatistiksel olarak

karsilastirildiginda:

3. post-operatif ginde PRP ve PRP+Keratinosit uygulanan gruplarda VEGF
geninin anlatimlarinin, p< 0.050 diizeyinde anlaml1 olarak arttig1 saptanmistir.

7. post-operatif gunde keratinosit, PRP, PRP+Keratinosit uygulanan
gruplarda VEGF geninin anlatimlarinin sirasiyla p< 0.050 diizeyinde anlamli olarak
arttigi saptanmustir. 7. post-operatif giinde Keratinosit uygulanan grupta VEGF
geninin anlatimida meydana gelen degisim istatistiksel olarak anlamli degildir (p<
0.513).

10. post-operatif gunde Keratinosit, PRP ve PRP+Keratinosit uygulanan
gruplarda VEGF geninin anlatimlarinin, p< 0.050 diizeyinde anlamli olarak arttig1
saptanmistir.

14. post-operatif ginde Keratinosit, PRP ve PRP+Keratinosit uygulanan

gruplarda VEGF geninin anlatimlarinin, p< 0.050 diizeyinde anlamli olarak arttig:

saptanmistir.
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Sekil 65. Keratinosit, PRP ve PRP+keratinosit uygulanan gruplarin yara
dokularinda vegf geninin anlatimlarinin kontrol grubuna gore degisimi. (Ortt
Standart Hata, Mann-Whitney U istatistiksel testi uygulanmistir, * p< 0.05
duzeyinde istatistiksel anlamlilik, kontrol grubu: STZ ile diyabet gelistirilmis ve
bunun disinda bagka ila¢ uygulanmamis hayvanlardan alinan dokunun 6rnegi, her bir

grup igin n=3)
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Kontrol grubuna gore diger gruplar istatistiksel olarak
karsilastirildiginda:

3. post-operatif ginde PRP, PRP+Keratinosit uygulanan gruplarda FGF-2
geninin anlatimlarinin, p< 0.050 diizeyinde anlamli olarak arttig1 saptanmistir. 3.
post-operatif gunde Keratinosit uygulanan grupta FGF-2 geninin anlatiminda
meydana gelen degisim istatistiksel olarak anlamli degildir.

7. post-operatif glinde Keratinosit, PRP, PRP+Keratinosit uygulanan
gruplarda FGF-2 geninin anlatimlarinin, p< 0.050 diizeyinde anlamli olarak arttig1
saptanmistir.

10. post-operatif ginde Keratinosit, PRP, PRP+Keratinosit uygulanan
gruplarda FGF-2 geninin anlatimlarinin, p< 0.050 diizeyinde anlamli olarak arttig1
saptanmistir.

14. post-operatif giinde PRP, PRP+Keratinosit uygulanan gruplarda FGF-2
geninin anlatimlarinin, p< 0.050 diizeyinde anlamli olarak arttig1 saptanmistir. 14.
post-operatif ginde Keratinosit uygulanan grupta FGF-2 geninin anlatiminda

meydana gelen degisim istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 66. Keratinosit, PRP ve PRP+keratinosit uygulanan gruplarin yara
dokularinda FGF-2 geninin anlatimlarinin kontrol grubuna goére degisimi. (Ort
Standart Hata, Mann-Whitney U istatistiksel testi uygulanmustir, *p< 0,05 dlizeyinde
istatistiksel anlamlilik, kontrol grubu: STZ ile diyabet gelistirilmis ve bunun disinda

baska ila¢ uygulanmamis hayvanlardan alinan dokunun 6rnegi, her bir grup igin)

Kontrol osrubuna oore diger gruplar istatistiksel olarak

karsilastirildiginda:

3. post-operatif ginde Keratinosit, PRP ve PRP+Keratinosit uygulanan
gruplarda FGF-7 geninin anlatimlarinda meydana gelen degisimler istatistiksel
olarak anlamli degildir.

7. post-operatif giinde PRP ve PRP+Keratinosit uygulanan gruplarda FGF-7
geninin anlatimlarinda meydana gelen degisimler istatistiksel olarak anlamli
saptanmistir p< 0.050.

10. post-operatif glinde Keratinosit, PRP ve PRP+Keratinosit uygulanan
gruplarda FGF-7 geninin anlatimlarinin p< 0.050 diizeyinde anlamli olarak arttig1
saptanmuistir.

14. post-operatif gunde Keratinosit, PRP ve PRP+Keratinosit uygulanan

gruplarda FGF-7 geninin anlatimlarinin p< 0.050 diizeyinde anlamli olarak arttig1

saptanmistir.
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Sekil 67. Keratinosit, PRP ve PRP+keratinosit uygulanan gruplarin yara
dokularinda FGF-7 geninin anlatimlarinin kontrol grubuna goére degisimi. (Ort
Standart Hata, Mann-Whitney U istatistiksel testi uygulanmistir, *p< 0.05 dlizeyinde
istatistiksel anlamlilik, kontrol grubu: STZ ile diyabet gelistirilmis ve bunun disinda
baska ila¢ uygulanmamis hayvanlardan alinan dokunun 6rnegi, her bir grup icin)

Kontrol orubuna oore diser goruplar istatistiksel olarak

karsilastirildiginda:

3. post-operatif giinde Keratinosit, PRP ve PRP+Keratinosit uygulanan
gruplarda FGF-10 geninin anlatimlarinda meydana gelen degisimler istatistiksel
olarak anlamli degildir.

7. post-operatif glinde Keratinosit, PRP ve PRP+Keratinosit uygulanan
gruplarda FGF-10 geninin anlatimlarinda meydana gelen degisimler istatistiksel
olarak anlamli degildir

10. post-operatif gunde Keratinosit, PRP ve PRP+Keratinosit uygulanan
gruplarda FGF-10 geninin anlatimlariin p< 0.050, diizeyinde anlamli olarak arttig1
saptanmistir.

14. post-operatif ginde Keratinosit, PRP ve PRP+Keratinosit uygulanan
gruplarda FGF-10 geninin anlatimlarmin p< 0.050 diizeyinde anlamli olarak arttig

saptanmistir.
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Sekil 68. Keratinosit, PRP ve PRP+keratinosit uygulanan gruplarin yara
dokularinda FGF-10 geninin anlatimlarinin kontrol grubuna gore degisimi. (Ort:

Standart Hata, Mann-Whitney U istatistiksel testi uygulanmistir, * p< 0.05
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duzeyinde istatistiksel anlamlilik, kontrol grubu: STZ ile diyabet gelistirilmis ve

bunun disinda bagka ilag uygulanmamis hayvanlardan alinan dokunun 6rnegi, her bir

grup igin).

4. TARTISMA

Yara iyilesmesinde “Hiicre Tedavisi” uygulamalari yeni ve heyecan verici
giincel tedavi yaklasimlarindandir. Bu giine kadar, kronik yara tedavisi i¢in kok
hiicrelerin  potansiyelinin  arastirildigi  birgok ¢alisma  yapilmistir.  Ancak,
diyabetlilerde kok hiicre uygulamalar ile ilgili yapilan ¢aligmalar nispeten sinirlidir.
Saglikli insanlara gore enfeksiyon ve amputasyon gibi komplikasyonlara daha yatkin
olan diyabetik hastalarin yanik, travma vb. sonrasi yara iyilesmelerini hizlandirmak
ve hastanede kalis siirelerini azaltmak, bakim ve tedavi maliyetlerini diisiirmek i¢in
diyabetik hayvan modelleri olusturularak yanik yaralarinda hiicresel tedavi
yaklagimlarinin uygulanmasina ve etkinliginin arastirilmasina gereksinim vardir.

PRP, a-granullerin degraniilasyonu yoluyla lokal etkili biiyiime faktorlerinin
trombositlerce salinimini gergeklestirip yara tamirini baglatarak, hem bir doku
yapistiricist hem de ilag tagima sistemi olarak gorev alir (76-80). Trombositlerin a-
graniillerinde tasman sekretuar proteinler, trombosit-kdkenli buyime faktorl
(PDGF-AA, BB ve AB izomerleri), transforme edici blyime faktori-p (TGF-p),
trombosit faktoru-4, interlokin-1 (IL-1), trombosit-kékenli anjiyogenez faktori
(PDAF), vaskuler endoteliyal blyime faktori (VEGF), epidermal biyime faktori
(EGF), trombosit-kdkenli endoteliyal blylime faktorii (PDEGF), epiteliyal hiicre
biylime faktori (ECGF)’dir (81-85). Bu biiyiime faktorleri, farklilasmamis
hiicrelerin yeni olusturulmus matrikse dogru hareketini saglayip, hiicre boliinmesini
uyararak iyilesme siirecine yardimci olurlar. PRP, kronik yaralarda, makrofajlarla
etkilesime girerek sitokin salinimini inhibe edebilir ve enflamasyonu sinirlandirabilir
ve boylece doku iyilesmesinin ve rejenerasyonunun hizlanmasina, yeni kapillerlerin
biiyiimesine ve epitelizasyonun hizlanmasina yol agar. PRP igerigindeki plateletler,
makrofajlart ¢eken sinyal proteinlerini ilireterek, yara bolgesinin konak¢1 savunma
mekanizmasinda rol oynarlar. (86-90).

PRP igerigindeki biiyiime faktorleri, lokal etkide hiicre sinyalizasyonlarini
etkileyip, yara ortamindaki fizyolojik dengenin daha hizli kurulmasinda etkili

olmustur. Diyabette yara olusumu sonrasi, vaskiilogenez ve anjiyogenez ile ilgili
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medyatdrlerin sinyalizasyonunda olusan disfonksiyonun, iyilesmenin gecikmesinde
etkili oldugu bilinmektedir. trombosit aktivasyonu ile salgilanan pro-anjiyojenik
faktorler, VEGF, FGF-2 ve PDGF, yara iyilesmesinde normal siirece hizlandirici etki
saglamistir. Yapilan son c¢aligmalarda endoteliyal progenitor hiicrelerin, yara
yatagina goc¢ edip yeni damarlanma olusumunda etkili oldugu gosterilmistir (91).
PRP igerigindeki VEGF, bu hiicrelerin mobilizasyonunda rol oynayan etkin
faktorlerdendir. Bizim calismamizda PRP uygulanan grupta VEGF ekspresyonu
kontrole gore anlamli olarak artis gostermistir. Ekspresyon profilindeki bu farklilik,
orneklemlerin alindig1 tiim gilinlerde (3., 7., 10. Ve 14.) devamlilik gdstermistir.
Immunohistokimya sonuglarinda ise &zellikle 3. ve 7. giinde en fazla artis
gostermistir. PRP uygulama grubunda yapilan immunohistokimya sonuglari ile
PDGF analizinde ise, 7., 10. ve 14. giinde kontrole gore artis devam etmistir.

Anjiyogenez, epitelizasyon ve graniilasyon doku olusumunda etkili oldugu
bilinen bir diger faktor FGF ailesi (FGF-2, FGF7, FGF10) olan PRP igeriginde
bulunur. FGF ailesi, ekstraselliiler matriks iizerinde etkili olup, doku iyilesmesi
sirasinda doku  striiktiiriniin yeniden diizenlenmesinde pozitif regiilator olarak
fonksiyon gosterir. PRP gurubunda FGF-2 icin mRNA ekspresyonunda kontrole
gore artiy, tim giinler icin istatistiksel olarak anlamli  diizeydedir.
Immunohistokimyada ise 3. ve 7. giinde mRNA ekspresyonunda gozlenen degisim,
valide edilebilmistir. 14. giinde ise doku kurutlar1 devam ettiginden orneklem
yapilamamigtir. Doku kurutlarimin devam etmesi ise iyilesme siirecinin kontrolde
diger tiim gruplara gore daha gec gergceklesmekte oldugunun bir gostergesidir. FGF-
7 ve FGF-10, her ikisi de 7. Ve 10. ginlerinde kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli artig goriindii. Ayrica FGF-10 mRNA ekspresyonunda kontrole gore 3.
glinde de istatistiksel anlamlilik gosteren bir artis izlendi.

Epidermal Blylme Faktori (EGF), trombositlerce salgilanan ve yara
tyilesmesinde rolii oldugu bilinen bir baska faktordiir. Anjiyogenez, hiicre gocii ve
proliferasyonu (zerinde stimulator etkili EGF, keratinositlerde eksprese edilen
ErbB1 reseptorii tizerinden MAPK/ERKI1 sinyal yolagini aktifler ve proliferasyonun
artisin1 ve keratinosit hiicre gocilinii saglar. EGF protein ailesinin bir¢ok farkli
iiyesinin de keratinosit hiicreleri {izerindeki benzer fonksiyonlar1 daha Onceki
caligmalarda da gosterilmistir (91). EGF analizinde ise mRNA duzeyleri, PRP
uygulandiginda, tiim giinlerde kontrole gore anlamli olarak artmistir.

Immunohistokimya ile yapilan degerlendirmelerde ise EGF diizeyi, 3. ve 10. giinde

96



kontrole gore artis gostermis, ancak doku kurutlarinin olusumu kontrol érneklerinde
devam ettiginden, 14. Giin i¢in protein diizeyinin belirlenmesi miimkiin olmamastir.

MCP-1 (CCL2), yara iyilesmesinde olusan mikrogevrede salgilanan 6nemli
faktorlerden bir tanesidir. Yara iyilesmesi sirasinda, monositler, T-lenfositleri, mast
hlcreleri, keratinositler, endoteliyal hiicreler ve fibroblastlar tizerinde etkili olan bu
faktor, yara bolgesinde enflamasyonun regllasyonu ve anjiyogenez (zerinde
etkilidir. Enflamatuvar yanit, yara olusumu sonrasi yara bolgesinde gozlenir. Ancak
yara iyilesme ve rejenerasyon fazina gecildiginde, enflamatuvar yangi da azalma
gbzlenir. PRP uygulanmasinin, sitokin salinimini bu fazda azalttigi daha onceki
calismalarda gosterilmistir. Bizim c¢alismamizda da, PRP uygulanan grupta kontrol
grubuna gore daha hizli bir iyilesme siireci gergeklestiginden, immunohistokimya
sonuglarinda kontrole gére MCP-1 ekspresyonu, PRP uygulanan grupta daha azdir.
Ozellikle 10. ve 14. Giinlerde kontrole gére olusan farklilik, dramatik olarak artis
gostermis, PRP uygulanan grupta mRNA ekspresyonu anlamli 6l¢iide azalmaistir.

PRP uygulanan gruptan alinan Orneklerde yapilan immunohistokimya
sonuglarinda ise MCP-1 diizeyindeki azalma, 6zellikle 10. ve 14. giinlerde agikga
goriilebilmistir. lyilesme siirecini destekleyen PRP uygulamasi ile enflamatuvar
yanitin baskilandig1 ve rejeneratif fazin gerceklesmesine bu uygulama ile hiz
verildiginin iddia edildigi mekanizmanin, bizim c¢aligmamiz agisindan da
dogrulanmasi s6z konusu olabilir(92).

Daha oOnceki ¢alismalarda PRP ile fibroblastlarin kollajen Uretimi yonunde
indiiklendigi ve ekstraselliiler matriks proteinlerinin yeniden sekillenmesinde
PRP’nin etkili oldugu gosterilmistir (93) Yaptigimiz calismada da,  kollajen-1
ekspresyonu, PRP uygulanan grupta, 3.,7. ve 14. giinlerde artis gostermistir.
Immunohistokimya sonuglarinda ise 7. ve 14. giinlerde artis gdzlenmistir.

Keratinositler, yara iyilesme slirecinin baslamasi, siirdiiriilmesi ve
tamamlanmasi siirecinde tliim asamalarda yer alan en Onemli hiicre grubudur.
Keratinositlerin 0zellikleri yara icindeki konumlarina ve g¢evresel kosullarina bagh
olarak degismekle birlikte epitelizasyonun olugsmasi ve yara yerinin kapanmasi
stirecinde bag dokusu hiicreleri ve bu hiicrelerden salgilanan bircok faktor ile
tyilesmenin hizlandirabilmesinde 6nemli etkileri mevcuttur.

Keratinositlerin yara iyilesmesindeki fonksiyonlarini regiile eden ¢ok sayida
parametre bulunur. Integrinler, EGF, makrofaj stimule edici protein, kemokin ve

sitokinler, matriks metalloproteinazlar ve blytme faktorleri, keratinosit tizerine etkili
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sinyal aglarinda gorevli proteinlerdir. Yaralanma sonrasi sitokinler, IL-6 ve IL-1,
hiicre gogii i¢in farkli bir keratinosit fenotipinin olusmasinda goérevlidir. IL-6, STAT-
3-bagimli yolag: aktive ederek, IL-1 ise FGF ekspresyonunda artis saglayarak hiicre
gocunu tetikler. Bunun disinda keratinositlerin otokrin modda proliferasyonu
indikleyici 6zelliklerinin yan1 sira, cevredeki fibroblastlar tzerindeki etkisi de
yeniden epitelizasyonda aktif rol oynar. Fibroblastlar iizerinden saglanan
ekstraselliiler matriks elemanlarinin bolgede birikimi, yeniden epitelizasyonda
keratinosit hareketini destekler (94,95).

Keratinositler yara iyilesme siirecinde 6nemli gorevleri olan bazi sitokinleri
bizzat kendileri iiretebildikleri gibi ayn1 zamanda keratinositlerin proliferasyonunu
uyaran bazi biliylime faktorlerinin sentezi igin fibroblastlar1  uyararak yada
fibroblastlarin myofibroblast fenotipine doniisiimiinii saglayarak daha fazla kollajen
ve 0o-SMA dretimini sagladiklarindan, ¢ifte parakrin etkiyle yanik yaras:
kontraksiyonunu ve iyilesme siirecini hizlandirabilecekleri diisliniilmektedir. Yara
mikrogevresinde salgilanan Kollajen-1 ekspresyonu, bizim g¢alismamizda da
ekstraselliiler matriks komponenti olarak degerlendirilmistir. RT-PCR sonuglarina
gore Kollajen-1a2 mRNA ekspresyonu 7. giinde kontrole gore artis gostermistir.
Kombine keratinosit ve PRP uygulanan grupta ise, mRNA artis1 3.,7.,10. ve 14.
giinlerde izlendi. immunohistokimya sonug¢larinda keratinosit uygulanan grupta 7.
gundeve keratinosit ve PRP uygulanan grupta 7. ve 10 glnlerde anlamli farklilik
gozlendi.

Biiylime faktorleri ve sitokinler, yara iyilesmesi ile ilgili olaylarin
regilasyonuna yardimci olur. Bu molekiillerin hiicre gogiinii, proliferasyonu ve
diferansiyasyonunu indiikleyici 6zellikte sinyallerin karmagik ve dinamik bir denge
icerisinde olmasi1 sagliyor olmasi, aynt zamanda, yara bolgesinde sinyallerin
kompleks bir entegrasyon sistemi igerisinde organize olduklarinin altin1 ¢izmektedir.
Yapilan son derlemelerde biiyiime faktorlerinin ve sitokinlerin farkl: hiicrelerle yara
alanindaki interaksiyonlarinin detayl anlatimina yer verilmistir (96-100). Epiteliyal
uzantilarin migrasyonu ile yaray1 kaplayan ilk tabaka olusur ve keratinositler yaranin
kapanmasi icin gerekli olan hiicre oraninin saglanmasi amaciyla proliferasyon fazina
gecerler. Keratinosit proliferasyon fazinin regiilasyonu ise biiylime faktorlerinin
yeterliligine, hiicre farklilasmasinin derecesine ve hiicrelerin ylizeye baglanma
kapasitesine baghdir. Yalnizca bazal keratinositler proliferasyon kapasitesine

sahipken, suprabazal tabakada yerlesmis olan ve farklilasmanin terminal fazindaki

98



keratinositler bu yetenege sahip degildir. HB-EGF, EGF, TGF-a ve KGF,
epiteliyazyon sirasinda gerceklesen proliferasyonda onemli rol oynayan biiylime
faktorleri arasinda yer alir (101-103). Ozetle, biyiime faktorleri, ekstraselliiler
matriks ve integrinler arasindaki sinerji, yeniden epitelizasyon sirasinda gozlenen
keratinosit proliferasyonunun regulasyonunda anahtar rol oynar (104-106). Ayrica
keratinositler, EGF, FGF-2, PDGF, TGF-B1 ve VEGF faktorlerini salgilayarak, yara
iyilesmesini hizlandirirlar.

Yaptigimiz ¢alismada, yara bolgesine keratinosit hucreleri ile uygulama
yapilmis ve farkli biiyiime faktorlerinin ekspresyonlari, yara bolgesinde 4 farkhi
giinde degerlendirilmistir. RT-PCR ile izlenen mRNA ekspresyonlarinda, EGF,
FGF-2, FGF-7, FGF-10 ve VEGF faktorleri degerlendirilmistir. Normal yara
lyilesme siirecindeki kontrol doku 6rneklerine gore, keratinosit uygulamasi sonras,
tim biiylime faktorlerinin ekspresyonlarinda artis gézlemlenmistir. Yara iyilesme
siirecinde selliller proliferasyonun en hizli oranda gergeklestigi periyot,
yaralanmadan sonraki 4.giinden itibaren baglar (104-106). Buna uygun olarak,
keratinosit uygulamasi sonrasinda kontrole gore biiytime faktorii ekspresyonlarinin
en yiiksek ve anlamli degisimleri, 7.giinde ve sonras1 alinan drneklerde gézlenmistir.
Sadece VEGF 3. giinde anlamli artis izlendi. Immunohistokimya sonuglarinda ise
EGF ve VEGEF ig¢in beklenen artis, 10. giinde gozlenebilmistir.

Kombine keratinosit ve PRP uygulanan grupta, EGF igin mRNA
ekpresyonunda kontrole gore artis., 7., 10. ve 14. giinlerde gozlenmistir.
Immunohistokimya sonuglarinda da aym giinlerde artis devam etmistir.
Degerlendirilen bir diger biiyiime faktdrii, PDGF olmustur. Immunohistokimya
sonuglarinda, 10. ve 14. giinlerde anlamli artis goézlenmistir. Kombine tedavi
uygulanangrupta, VEGF ekspresyonlarinda tiim giinlerde artis go6zlenirken,
immunohistokimya sonuclarinda da ayni ekspresyon profili dogrulanmigtir. FGF-2
ekspresyonu da bu grupta tim giinlerde anlamli yiikselis gdosterirken,
immunohistokimya sonuglar1 da ekspresyon profil sonuglarini destekler nitelikte elde
edilmistir. FGF-10, 7. ,10. ve 14. giindelerde artis gozlenirken FGF-7 de 10. ve 14.
giinlerde artis izlendi.

Yara bolgesinde keratinosit hiicreleri disinda farkli hiicreler de biiyliime
faktorleri salgilar ve ayni zamanda keratinosit gogii tetiklenir. Alinan sonuglar
dogrultusunda, keratinosit uygulamasi ile hiicreler arasindaki etkilesimin daha hizli

ve etkili bir sekilde gergeklestigi, yeterli sayida keratinosit gociiniin ve sinyalizyon
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ile yeniden epitelizasyon silirecinin kisaltildigr ¢ikarimi  yapilabilmektedir.
Keratinosit uygulanan grupta kontrol grubuna oranla gozlenen hizli epitelizasyon
stireci, bu etki mekanizmalarinin eksternal uygulama ile daha fazla desteklendigini
ve hizlandirildigini diigiindiirmektedir.

MCP-1 geninin cift allelde ortadan kaldirildigi double knock-out (MCP1™")
farelerde, yara iyilesme siirecinin bozuldugu ve geciktigi, anjiyogenez siirecinin ve
kollajen yapimmin da anlamli Jlgiide degistigi ve kontrole gore azaldig
gosterilmistir. Keratinositlerce indiiklenen enflamatuvar yanitta MCP-1 ekspresyonu,
yara iyilesme siirecinde artis gosterip, immiin sistem iligkili hiicrelerin yara
bolgesine gogiinii hizlandirir (107). Ancak keratinosit uygulamasi yaptigimiz grupta
MCP-1 ekspresyonu PRP uygulanan gruba gore daha fazla ama kontrol gruba gore
daha az orandadir. RT-PCR sonucunda, keratinosit uygulanan gruptaki mRNA
ekspresyon azalisinin kontrole gore en anlamh degisimi, 10. gliin ve 14. glinde
gdzlenmistir. Immunohistokimya sonuglarmnda ise MCP-1 igin benzer profil
gozlemlenebilmistir. Bunun sebebi, uyguladigimiz Kkeratinositlerin, bolgeye
keratinosit gocli lizerinde ve diger immiin sistem iligkili sinyallerde degisiklik
yaratmas1 olabilir. Boylece bolgeye daha az keratinosit gociine gerek olmus ve
immiin sistem yanitinda da kontrole gore daha az bir aktivasyon gdzlenmis olabilir.
Ikinci bir bakis ag1s1, yara iyilesmesinin hizlanmas: iizerinden yapilabilir. Keratinosit
uygulamasi, PRP uygulamasi gibi, yara iyilesmesinde kontrole gére daha hizli bir
slirece yol agmustir. Yara iyilesme siireci kontrole gore daha hizli ilerlemektedir.
Bunun sonucunda, enflamatuvar yanitin yeniden epitelizasyon siirecindeki diisiisii,
iliskili immiin sistem medyatorlerine ait protein ve mRNA ekspresyonlarinda
kontrole gore daha diisiik 6l¢timler olarak sonug¢larimiza yansimis olmaktadir.

MCP-1’in kombine keratinosit ve PRP tedavisi uygulanan gruptaki
degerlendirmesinde ise diisiis gozlenmektedir, istatistiksel anlamli azalis 6zellikle
10. ve 14. glinlerde gozlenmistir.

TGF-B, bir biiyiime faktorii olmanin yanisira, 6nemli bir immiin sistem
modulatoru olarak calisir. Olduk¢a kompleks yapilanmada bir sinyal aginin pargasi
olan bu protein, “pleiotropik etkili” olarak tanimlanmaktadir. Ayrica konsantrasyon
bagimli degisimleri, farkli fizyolojik sonuglar vermektedir. Diisiik diizeyde
ekpresyonu endoteliyal proliferasyon ve endotel hiicre gécline sebep olurken, daha
yiiksek diizeylerde matriks komponentlerinin iiretiminde etkili olmaktadir (108).

Yaptigimiz bu caligmada, PRP uygulanan grupta, TGF-B1 ekspresyonu 3. ve 7.
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giinde artis gosterirken, yanlizca keratinosit uygulanan grupta 7. gilinlerde artis
gozlenmistir. Kombine keratinosit ve PRP uygulamasi yapilan grupta ise 3., 7. ve 14.
giin kontrole gore anlamli artis olmustur. immunohistokimya sonuglarma gore ise,
PRP uygulanan grupta 3., 7. ve 14. giinde, keratinosit uygulanan grupta 7., 10. ve 14.
giinde, PRP ve keratinositin kombine uygulandig1 grupta ise 3., 7. ve 14. glinde artis
gbzlenmis.

Tiim bu bilgiler 15181nda, yaptigimiz uygulamalarin tiimiiniin, yara iyilesmesi
lizerine pozitif etkileri oldugu sdylenebilir. Oncelikle, adipoz dokudan kok
hiicrelerin elde edilmesi ve farklilastirilmasi asamasinda kullandigimiz protokol ve
uygulamalar basarili olmustur. Immunoreaktivite 6lgiimleri ile belirledigimiz
keratinosit belirtegleri, elde edilen hiicrelerin karakterizasyonunun basarili oldugunu
yani keratinosit elde edildigini vurgulamistir. lkinci bir asamada ise, yara
iyilesmesinde etkileri giincel olarak calisilmakta olan PRP (platelet yoniinden
zenginlestirilmis plazma) ve keratinosit uygulamasi tek basmna yada kombine
yapilmistir ve sonuglar ekpresyon profil caligmalari, histokimyasal ¢alismalar ve
immunohistokimya c¢alismalar1 ve makroskobik inceleme ile tedavisiz kontrol
grubuyla kiyaslamali degerlendirilmistir.

Bu ¢alisma sonucunda, keratinosit uygulanan gruplarda ve PRP uygulanan
gruplarda, yara yerinde epitelizasyonun kontrol grubuna gore daha erken basladigi
ve yara yerinin daha erken kii¢iildligli, yaranin kapanmasinin da daha hizh
gerceklestigi gozlenmistir. lyilesme siireci agisindan en hizli, en etkili ve en iyi
sonuglar ise keratinosit hiicrelerinin ve PRP’nin kombine uygulanmasi ile elde

edilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada PRP, mezenkimal kok hiicrelerden elde edilen keratinositler ve
her ikisinin kombinasyonu, diyabetik sican yanik modeli iizerinde ¢alisilmis, yara
iyilesmesi  tizerindeki  etkileri  tedavisiz ~ diyabetik  grupla  kiyaslamali
degerlendirilmistir. Her {ic uygulama da fizyolojik iyilesme siirecinde birakilan yani
tedavisiz kontrol gruplarina gére daha hizli bir iyilesme saglamistir. Tiim sonuglar
degerlendirildiginde ise, kombine uygulamanin, en iyi ve en hizli iyilesme siirecini
saglayan uygulama oldugu belirlenmistir. Deneysel olarak yanik olusturulan hayvan
modellemesinde, yara iyilesmesinde rol oynayan faktorlerin bazilari incelenmistir.
Yapilan RT-PCR sonuglari, mikrodizin analizleri ile daha detayli bir ekspresyon
profillemesi yapilarak valide edilebilir ve bdylece yara bolgesinde etkili diger
faktorler de degerlendirilebilir. Immunohistokimya ile protein ekspresyonlarinin in
situ analizi de Western Blot analizleri ile desteklenebilir.

Ayrica bu calismada, PRP’nin allojenik kullanimda yararli oldugu da
gosterilmistir. 5 farkli sicandan elde edilen PRP, yara bolgelerinde topikal olarak
uygulandi. lyilesme siirecinin molekiiler, immunohistokimyasal ve makroskopik
degerlendirmeleri sonucunda PRP iceren tedavi yontemlerinin uygulandig
gruplarda, kontrol grubuna gore yapilan karsilastirmalarda en iyi sonuglar elde
edildi. Bu nedenle bu sonuglara bakilarak, diyabetik yaralarin tedavi yontemlerine
allojenik PRP kullanimmin eklenmesi Onerilebilir. Daha 6nceki calismalarda da
farkli rejeneratif tedavi uygulamalarinda allojenik PRP kullanimi gosterilmistir.
Bizim c¢aliymamizda da allojenik PRP’nin bir tedavi ajani1 olarak etkinligi
gosterilmistir ve in vivo sonuglarla desteklenmistir.

Aldigimiz  sonuclar, yetiskin mezenkimal hiicrelerin keratinositlere
doniistiiriildiigli protokoliin uygun hiicre tipi olusumu sagladigin1 gdstermektedir.
Calismada kullandigimiz adipoz doku ile ilgili de yorumda bulunmak miimkiindiir.
Bu ¢alisma sonuglari, yetiskin kok hiicrelerin eldesi i¢in zengin bir kaynak olarak,
saglik alanindaki hiicresel terapilerde kullanim agisindan adipoz dokunun uygun
oldugunu ve kok hiicreler kullanilarak olusturulan farkli tedavi yaklasimlarinda
kemik iligine oranla daha pratik ve uygun olabilecegini desteklemektedir. Keratinosit
uygulamasi ve PRP uygulamalarinin kronik ve kapanmayan yaralarda tedavi destegi
olarak tek basma yada kombine kullanilabilecegi, bu ¢alismanin sonuglarina

dayanilarak onerilebili
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