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OZET

Deride yara iyilegsmesi 6zellikle kronik ve diyabetik olanlarda maliyetli ve
hasta yasam kalitesini azaltan zor durumlardir. Bu konuda son zamanlarda kok
hicre tedavisi giderek artan onem kazanmig ve degisik kaynaklardan elde
edilen hucresel Urunler klinik kullanimda tedavide yerini almistir. Periferik
Mononukleer Kok Hucre (PKMH) periferik dolasimdan kolaylikla elde edilen ve
uygulanabilecek bir KH taradur. PKMH ile yara iyilesmesinde ¢ok az yayin olup
bunlardan farklanan langerhans hucreleri (FLH) ile tedavideki etki
bilinmemektedir. Bu ¢alismada, PKMH ve FLH deneysel diyabetik greft yara
modelinde iyilesmeye etki agisindan incelendi ve kargilagtirilarak olasi
mekanizmalar i¢in degerlendirildi.

Alinan kan orneklerinde PKMH izolasyonu, kultirde ¢cogaltiimasi ve FLH
farkhlastinimas) saglandi. Erigskin  Wistar albino siganlarin sirt bdlgesi
traglanarak 1x1 cm boyutunda karsilikli yer degistirmek suretiyle dort adet tam
kat deri grefti yapildi. Kultur ortaminda greftlar Gzerine kok hucreler ekilerek yara
bolgesine uygulandi. Siganlar diyabetli olanlar (DG) bes ve olmayanlar (NDG)
bes grup olarak 10 gruba ayrildi. Kontrol grubuna sadece greft yara modeli
yapilacak, sham grubuna sadece besiyeri uygulanacak ve diger gruplara ise,
besiyeri icerisinde PMHK, FLH ve birlikte olacak sekilde greft Uzerinde yara
boélgesine uygulandi. Hiicresel tedavi 7 glin boyunca her bir yaraya 1x10° hiicre
uygulandi. Sirttaki greftlerden 3. ve 7. gunlerde biyopsi ile 6rnekler incelendi.
Histokimyasal (HK) olarak H-E, masson trichrome (MT) ve PAS,
immunohistokimyasal (IHK) olarak oksidatif stres igin e-NOS ve i-NOS, gogalma
belirteci olarak PCNA, damarlanma belirteci olarak VEGF, inflamasyon belirteci
olarak IL-1 ile apoptoz igin TUNEL boyamasi yapildi. Mikroskop altinda alinan
goruntuler dijital ortama aktariip imagedJ ile morfometrik ve H-skor ile
degerlendirilip gruplar arasinda farkin istatistigi bulundu. Kultar ortaminda deri
uzerine ekilen hucrelerin SEM analizi yapildi.

PMHK ve FLH izolasyonu kolay olmasina ragmen c¢ogalmadiklari
gOzlendi. Yapilan karakterizasyonlarinda KH belirteglerini pozitif ve negative
olarak exprese ettikleri izlendi. Hucrelerin SEM analizinde deri Uzerinde
kaldiklari ve deri ile etkilesimde olduklar saptandi. Yapilan greft
uygulamalarindan iyilesmenin hizli gergeklestigi ve NDG igin 2 ile 4 gun ve DG



icin ise 4 ve 7 gunler arasinda yaranin kapandigi izlendi. 3. ginde arasinda ve
HK olarak H-E, masson trichrome (MT) ve PAS boyamalarinda DG i¢in daha da
belirginlesen ve etkinlegsen histopatolojik duzelmeler gorildu. Morfometrik
analizde epitel kalinligi (EK), Fibroblast sayisi (FS), yeni damar olusumu (YDO),
kollajen (KOL), matriks ve fibril dagilimin anlamli olarak iyilestigi bulundu. HK
olarak yine DG igin belirgin ve etkin belirte¢ degsiklikleri saptandi. Oksidatif
stres icin e-NOS ve i-NOS, c¢ogalma belirteci olarak PCNA anlamli olarak
artmadigi, damarlanma belirteci olarak VEGF artisi, inflamasyon belirteci olarak
IL-1 azalislar ile apoptoz igcin TUNEL boyamasinda anlamh azalma izlendi.
Mikroskop altinda alinan goruntuler dijital ortama aktarilip imaged ile
morfometrik ve H-skor ile dedgerlendirildiginde goruntllerde izlenen
degisikliklerin istatiksel olarak anlamlilhgi ortaya kondu.

KH uygulamasinin tek uygulamalarindaki anlamli katki ve basari birlikte
uygulamalarinda daha da belirginlesti. Daha dengeli, olgun ve komplikasyonsuz
yara iyilegsmesi olustu. Kultur ortaminda deri Uzerine uygulanan bu yeni hucresel
teavinin basarili ve etkin greftlemesi diyabetik zor yara iyilesmesinde greft
etkinliginin ve basarinin arttirilmasini saglayacagi bulundu. lleri diuzeyde
mekanizmalarinin  arastirilmasinin ~ bilime katki saglayacagr ve faz
calismalarinda insan klinik uygulamasinda maliyetleri azaltarak hasta yasam
kalitesini arttiracag! dugunuldu.

Anahtar kelimeler; Diyabet, Greft, Yara lyilesmesi, Periferik Mononukleer
Kok Hucre, Langerhans hucre faklilagsmasi
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ABSTRACT

Chronic injuries that are difficult to heal, such as diabetes, are a problem in
medical treatment. Seeking new treatment protocols is an important issue that has
begun to be used in stem cell clinics. Peripheral Blood Mononuclear Cell (PBMC)
is a good source of stem cells that can easily be obtained from peripheral
circulation and can be easily applied to patients under good production conditions.
Our study aimed to compare PBMC and Langerhans cells alone and in
combination to determine whether these two stimuli were stimulating each other
and to apply them to skin grafts in an experimental animal model to demonstrate
their benefit in the treatment of chronic wounds.

Diabetes Mellitus is now becoming an increasingly international health
problem. Diabetic complications include numerous accompanying problems,
including severe wound healing, chronic ulceration, and severe complications of
the resulting limb amputation. Cellular products have begun to be used in an
increasingly broad spectrum of disease treatments in recent years. Among these
cellular products, PBMC is used in the treatment of various diseases, especially
hematological malignancies. It is also known that langerhans cells, which play an
active role in wound healing, especially in the inflammatory phase, have important
immunological functions. In addition, in vivo experiments have shown that
Langerhans cells play an important role in epidermal homeostasis and wound
healing is particularly beneficial in early stages. The specificity of this study is to
investigate the effects of the langerhans cells differentiated from the root cell in
difficult-to-heal wounds and the mechanisms of their action in the treatment
unknown in the literature.

In this study, PBMC isolation, culture propagation and differentiation of
langerhans cells (dLC) will be provided. These cells will be applied on the grafts in
the culture medium and applied to the wound area. The back region of Wistar
albino rats will be cut and four (four) full fold skin grafts of 1 x 1 cm size will be
reciprocally replaced. Then the rats will be divided into 10 groups; only the graft
wound model will be applied to the control group, only the feeder will be applied to
the sham group and the other groups will be applied to the wound area on the
PBMC and dLC grafts in the feeder. Cellular therapy will be repeated intradermally
in a single dose for 14 days. On the 3™ and 7th days from the grafts on the back,

Vi



samples will be taken with biopsy. In cellular therapy, 1x10° cells will be
administered to the side of each wound of PBMC and dLC. During the wound
healing process, cell application will be repeated to the biopsied areas.

Also histochemically, hematoxylin-eosin, PAS and masson trichrome
staining,; immunohistochemically, e-NOS, i-NOS for oxidative stress, PCNA as
proliferative marker,VEGF marker for vascularization, IL-1 as inflammation
markers and TUNEL staining for apoptosis will be performed. The images taken
under the microscope will be transferred to the digital platform and evaluated by
morphometric and H-score. The difference between the groups will be statistically
analyzed.

Success will be achieved when our study shows that PBMC and dLC
contributes to supportive care in the treatment of chronic wounds such as diabetic
foot. This success is thought to be an application that reduces costs and increases
patient quality of life. It is expected that it will contribute to the literature by

publishing the quality journal and be an effective product in clinical use
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1. GIRIS

Yara iyilesmesi kompleks bir sure¢ olup derinin yeniden
organizasyonunu gerektirir. Ozellikle Tip 2 Diyabet olmak Uzere kronik yara
olarak bilinen iyilesmeyen yaralarda hastanin yasam kalitesi ve maliyetler
onemli sorunlardir (1).

Diabetes mellitus (DM) olan insan sayisi giderek artmakta olup diyabetik
ayak Ulseri (DAU), DM hastalarinin% 2'sinden fazlasini etkilemektedir. DAU,
duyu ve mikrosirkulasyonun azalmasina neden olan DM kaynakli noéral ve
vaskiler lezyonlardan kaynaklanmaktadir. DAU prevalansindaki artis,
arastirmacilar DAU'nun tedavisi igin yeni terapiler bulmaya yénlendiriyor.

Kok hucre son zamanlarda klinik kullanimda yerini almaya baglamig bir
arun olarak etkinligini kanitlamigtir. Glincel galismalarda kok hicre kullaniminin
ozellikle iskemik veya DAU modellerinde oldugu saptanmistir.
immunsupresyon, anjiogenik stimiilasyon ve skar azaltilmasi ana konulardir.
Calismalarin gogunlugunda kronik yarada kok hucre etkisi igin matriks benzeri
bir tagiyici ile uygulanmasi gerektigi dusunulmustur (2).

Rejeneratif tedavi igcin uygun bir hucre kaynagi olan mezenkimal kok
hicreler (MKH), DAU'nde énemli rol oynamaktadir. Giincel kanitlar MKH
uygulamasinin yara iyilesmesini hizlandirabilecegini ve klinik parametreleri
dizeltebilecegini gostermistir. Kemik iligi kékenli mezenkimal kok hiicreler (Ki-
MKH'ler), diger dokulardan turetilen MKH'ler ile karsilastirildiginda DFU'yu
tedavi etmek igin kolay, etkili ve uygun maliyetli transplantasyon saglayabilen
uygun bir hicre turu olabilir (2).

MKH'ler, kondrositler, adipositler, osteositler, miyositler, endotel hicreleri
ve Keratinositler gibi ¢esitli hiucre turlerine ayrilabilirler. MKH’lerin yara
iyilesmesinde anjiyogenez ile pro-anjiyogenik faktorlerin salgilanmasi ve
endotel hucreleri ve / veya perisitlere farklilagsma, M2 makrofaj polarizasyonu,
endojen kok / progenitor hucrelerin toplanmasi, ekstraselltler matriks Uretimi,
yeniden sekillenme, immunsupresyon gibi birgok mekanizma tanimlanmistir. Bu
nedenle, MKH'lerin dizenleyici faktorleri, terapotik bir hedef olabilir ve hem yara
iyilesmesi hem de tiUmorler igin yeni terapotik yaklagimlarin kurulmasina yol
acabilir (3).



Bircok farkhh kaynaktan elde ediimesine kargilik periferik kan
mononukleer hucreleri (PKMH) eldeleri, ¢ogaltiimalari ve kok hucre olarak
kullaniimalarindaki kolayliklar nedeni ile potansiyel bir Urin olarak
gOzukmektedir. Yara iyilesmesinin tum asamalarinda anti-inflamatuar,
antimikrobiyal ve hucre gocu ile godalmasini tetikleyerek epitelin yeniden
yapillanmasini saglamaktadir. Hucre tabanl tedaviler ile biyotasiyicilarin
geligtiriimesi iyilesmeyen yaralar igin bir umut olmaktadir (4,5,6,7).

Diyabet, zayif dolagim ve bozulmus anjiyogenez ile karakterizedir.
Dolagimi iyilestirmeye yonelik tedaviler, diyabetik hastalarda yara iyilesmesini
genel olarak iyilegtirir. PKMH’lerin, fare diyabet modellerinde tam kat deri
yaralarinda yeniden damarlanma ve iyilesmeyi hizlandirma potansiyeli
arastirilmigtir. Yaralara insan CD34 + veya CD34-PKMHler enjekte edildiginde
veya hucre verilmedigindeki c¢esitli zamanlarda vaskullarite ve iyilesme
acisindan analiz edilmigtir. CD34 + zenginlestirilmis hucrelerle yapilan muamele
kontrollerle kargilastirildiginda, tedaviden 4 gin sonra yara boyutunun azaldig,
epidermal iyilesmenin ve revaskularizasyonun hizlandigi gorulmustar (4).

Yara bolgesinde PKMH icin immunmodulasyon etkisinin ¢ok dnemli bir
faktér oldugu dustintimustir. inflamasyon ve fibroziste etkili gériinmekle birlikte
Ozellikle dokudaki T hucre c¢ogalmasini baskilamasi anahtar bir aktivitedir.
Dogal T hucreleri ve makrofajlarda IL-10 ve TGF-b aktivitesine bagh oldugu
dugunulmaustur. TNF alfa uretimi, NK hdcre fonksiyonunda IFN gama aktivitesini
azaltmasi bilinmektedir. Allojenik PKMH'ler igin de bu etkilerin varlig
gosterilmigtir. Allojenik hicrelerin immuntoleransa ugradigi ancak farklilagsma ile
beraber bu toleransi kaybettikleri gosterilmistir. PKMH uygulamasi ile 6zellikle
damarlanmanin arttigi ve gerekli buyume faktori desteginin saglandigi
gorulmustur. Skar formasyonunun olugsmasini da azaltan PKMHIer derideki tim
hdcrelerin aktivasyonu ile gergeklesmektedir. Skar olusumunun azaltilmasinda
PGE2 ile IL-10 Uzerinden T hucrelerle ve makrofajlarla 6nemli miktarda
antiinflamatuar sitokinler yara yataginda olusturulur.

Greft, vUcuttaki herhangi bir dokunun, kendisine ait sinir ve damar
baglantilari olmaksizin alinarak baska bir vicut bolgesine nakledilmesi islemidir.
Boylelikle kapillerlerden difizyon ile beslenen greft, yagsamini sirdirmek icin alici
bolgenin vaskularizasyonuna ihtiya¢ duyar.



Vucutta greft olarak en ¢ok kullanilan dokulardan biri deridir. Deri greftleri,
oncelikle kapatilamayan kusurlari kapatmak igin standart bir segcenek olup
epidermis ve dermisin bir kismi veya tamamindan olusur. igerilen dermisin
miktarina bagli olarak, parsiyel kalinlikta veya tam kat olarak siniflandirilir. Parsiyel
kalinlikta deri greftleri degisik miktarlarda dermis igerirken, tam kat deri grefti tim
dermisi icerir.

Deri greftinin basarisi, greftin beslenme yetenegine ve daha sonrasinda
alici yatagin igeriye dogru vaskularizasyonuna baglidir. Deri greftinin alici bolge
tarafindan kabull icin yataga yapismasi gerekir. Bu yapisma iki asamada
meydana gelir. Birincisi, graftin fibrin birikimi nedeniyle yapistigr alicinin yatagi
tizerine yerlestirilmesi ile baglar. Bu yaklasik 72 saat sirer. ikinci evre ise, fibroz
doku ve damarlarin greft icine dogru ¢ekilmesini igerir.

Greft basarisizligi, greftin altinda kan veya serum toplanmasi, greftin
yatakta revaskularizasyonu kesintiye ugratmaya neden olabilecek sekilde
mobilizasyonu ve enfeksiyon gibi nedenlerden kaynaklanir. Enfeksiyon riski, alici
bolgenin dikkatli bir sekilde hazirlanmasi ve kontamine yataklara uygulanan
greftlerin erken gozlenmesi ile azaltilabilir. Ek olarak, greft verici bolgedeki bir
enfeksiyon, kismi kalinliktaki bir dermal kaybi tam kat cilt kaybina donugturebilir.
Parsiyel kalinlikta bir deri grefti reepitelyalizasyonla ve genellikle 7 gin iginde
iyilesir (7).

Derinin rejeneratif onarimi, tedavi sekli ve yeni terapilerin ortaya ¢ikisi
konusunda gelismeler kaydedilmesine ragmen, derin ve kronik yaralarin
iyilesmesi problem olmaya devam etmektedir. Fare modellerinde yara
iyilesmesinde yara bolgesine fetal deri ve PKMH transferi yapildiginda fetal
derinin inflamatuar faktorler Ureterek inflamatuvar yaniti arttirdigi, bunun da
iyilesme hizinda ve yara olusumunda bir azalmaya neden oldugu goraimustur.
Bu nedenle, eksojen PKMH'lerin, yara iyilesmesi i¢in gerekli olan cevresel
immun yaniti degistirebilecegi dugunulmektedir (8).

Diyabet sonucunda gelisen hiperglisemi ve hipergliseminin tetikledigi
mekanizmalar ile diyabette yara gelisimi kolaylagsmakta ve yara iyilesmesinde
sorunlar yasanmaktadir. PKMH pluripotent 6zellikte olup ortamin degistirilmesi
ile bu hucrelerin diferansiyasyonu da saglanabilmektedir. Bu galismada PKMH
diyabetik yara modeline greft ile transferi sonrasinda yara iyilesmesine ve yara

iyilesmesinin molekiler dizeyine etkisinin arastiriimasi amaglanmigtir. Bu



amagla calismada erigkin sigan ornekleri kullanildi. Streptozosin ile diyabet
olusumu saglandi. Kontrol, FLH, PKMH ile FLH+PKMH hicre tedavi gruplari
olusturuldu. Yara modeli olusumunun 3., 7. ve 14. Gununde doku ornekleri
alindi. Doku ornekleri histomorfolojik ve immunohistokimyasal olarak
degerlendirildi. Calisma sonucunda PKMH ile diyabetik yara modeli graft
iyilesmesi Uzerine etkisinin molekuler duzeyde olumlu katkida bulundugu

gorulda.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kok Hiicre
2.1.1. Kok hiicrenin tanimi

Canhda uzun sire bolinmeyi surdurerek kendini yenileme, ortaminda
uygun sartlar saglandiginda 6zellesmis hucre tiplerine donusebilme potansiyeli
olan, farklilagmamis hucrelere kok hucre denmektedir (18).

Kendi karakteristik 0zelliklerini kaybetmeden bolunebilme ve kendini sinirsiz
yenileyebilme yetenegi kok hucreleri vucuttaki diger hicrelerden ayiran temel
Ozellikler arasinda bulunmaktadir. Kromozomlarin u¢ kisminda bulunan ve telomer
adi verilen DNA zincirlerinin uzunlugu ile hdcrelerin bolunme kapasitesi dogru
orantihdir. Kok hucreler, telomerlerin uzun kalmasini ve dolayisiyla ¢ok sayida
bolinme gerceklestirebilmelerini saglayan yogun telomeraz enzim aktivitesi
gosterirler (21). Fare hematopoetik kOk hucreleri ile yapilan ¢ok sayida ¢alismada,
telomeraz aktivitesindeki azalmanin, hucrelerin kendini yenileyebilme kapasitesini
azalttigi gosteriimekle birlikte, enzim aktivitesindeki artisin, rejenerasyon
kapasitesini arttirmamasi Wnt, TGFp, MAPK-ERK, PI3K, LIF-STAT3 vb sinyal
yolaklari; Oct4, Nanog, Sox2 vb transkripsiyon faktorleri ile p53 gibi hlcre
dongusunde gorev alan bazi molekullerin de rejenerasyonda rol oynuyor

olabilecegini gostermigtir.

2.1.2. Farkh Hucre Turlerine Donlisme:

Bir hicrenin farklilasmasi, gen ekspresyonlarinda degisiklikler ve hiucrenin
fenotipik Ozelliklerinde ortaya ¢ikan degisimler olarak adlandirilir. Sitokinler,
bayime ve farkhlasma faktorleri, hlcrelerarasi iletisim ve hucre disi matriks
proteinleri farklilagsma surecinde rol oynamaktadirlar. Farklilagan hicrede morfoloji,
enzim aktivitesi ve protein kompozisyonu degisir (21,22). Kok hucreler belli bir
fonksiyonu gergeklestirmek icin gereken spesifik yapilari igermeyen 6zellesmemis
hdcrelerdir ve gerekli durumlarda 6zellesmis olan hicrelere farklilagabilirler (21).

Kok hucreler kendi koken aldiklari dokularin hucrelerine farklilasabildigi gibi,
farkli dokularda bulunan hucrelere de differansiye olabilirler. Kok hicrelerin kendi
soyu diginda farkli dokularda bulunan hucrelere donugebilme yetenegine plastisite
veya transdifferansiyasyon adi verilmektedir. Sinir hucrelerine donusen kan

5



hacreleri, kalp hucrelerine donusen hematopoetik kok hucreler plastisiteye 6rnek
verilebilir (22).

Kemik iligi stromal hucrelerin hasar gormus kalp dokusuna enjekte edilmesi
sonucu kardiyomiyositlere donigmesi 6rneginde oldugu gibi kdk hucreler hasarli
dokuya verildiginde bu dokuyu tekrar olusturabilirler (21,144).

Bir kok hucrenin nakledilen doku iginde farklilastigini gosterebilmek igin,
onun bir dondrden alindigi transgenler, kromozomlar veya retroviral enfeksiyonlar
yardimiyla kanitlanmahdir. Bunun disinda nakledilen dokunun hicrelerine benzer
Ozellik gostermesi ve fonksiyonel olmasi da farklilagsmanin gergeklestiginin
anlasilmasi i¢in gereklidir (21).

Kok hacreler farklilasma yeteneklerine goére totipotent, pluripotent,
multipotent ve unipotent olmak Uzere 3 farkl hicre tipine ayrilir(Sekil 2,1).

Totipotent: Her U¢ germ vyapragina ait tum huicrelere donusebilme
potansiyeline sahiptir. Yumurta ve sperm hucresinin birlesmesi sonucu meydana
gelen zigot olusumunu takip eden 1-4 gun icinde, boluinme ile erken embriyo
hacreleri olusur. Bu hucreler sekiz hucrelik blastomerdeki hucreler olup, totipotent
Ozelliktedirler.

Pluripotent: Fertilizasyonun 5. Guninde meydana gelen blastosistin i¢
tabakasindaki (endoderm) hucreler pluripotent 6zellikte olup, hemen hemen tim
hdcre tiplerine donusebilme o6zelligine sahiptir ancak totipotent olmadiklari igin
plasentayi olugturamazlar, dolayisiyla tam bir organizmayi meydana getiremezler.

Multipotent: Sinirli sayida hicre tipine farklilagabilen hicrelerdir. Yetiskin
kok hucreleri, kendi uzmanlagsma potansiyeli bir veya daha fazla hucre cgizgisi ile
sinirl oldugu igin, multipotent olarak kabul edilir. Bununla birlikte, mezenkimal kok
hlcre olarak bilinen bir multipotent kdk hicre, birkag hucre turtine farklilagabilir.

Unipotent: Yalnizca bir soy boyunca farklilagabilen hucrelerdir.

Progenitor hicreler, kendi kendini yenileyebilme kabiliyeti olmayan; sadece
spesifik hatlara farklilasma egilimi gosteren hucrelerdir. Farklilagsma
potansiyelleri sinirli olmakla birlikte, yaralanmalari ve hastaliklar tedavi etmek
icin genis bir terapotik potansiyele sahiptirler.
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Sekil 2.1. Embriyonik ve yetigkin kok hucre
(Cell and molecular biology,Richard A., 2010)

Kok hucreler kendilerini somatik hucrelerden ayiran kendini yenileyebilme ve
farklilagsma oOzellikleri sayesinde gunumuzde malignite, gesitli sinir sistemi
hastaliklari, diyabet gibi metabolik hastaliklar, kalp problemleri, kemik patolojileri
ve deri kaybina neden olan patolojiler (travma, yanik, dermatolojik hastaliklar) gibi
klinik olgularda kullanilmaya baglanmistir.

2.1.3. Kok Hucre Cesitleri Ve Kaynaklan

Doku muhendisliginde hucre nakli amaciyla kullanilan kok hucreler,
kaynaklarina gore otolog, allogenik ve ksenogenik olmak Uzere Uge ayrilirlar.
Otolog kok hucreler hastanin kendisinden, allojenik kok hucreler, ayni tire ait bir
vericiden, ksenogenik kok hucreler ise farkl bir tire ait vericiden elde edilirler (22).

Diger kok hucre turlerine gére minimum immunolojik reaksiyona yol agmasi
gibi pek ¢cok avantajinin bulunmasi otolog kok hicrenin doku muhendisliginde daha
yaygin kullanimina sebep olmustur.



Ote yandan koken aldiklari kaynaklara gére de embriyonik ve embriyonik

olmayan kok hucreler olarak ikiye ayrilirlar (Sekil 2.2).
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Resim 2.2. Kok Hucre Kaynaklari

Embriyonik Kok Hiicreler: Embriyonik kok hucreler, embriyonel geligim
sirasinda blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen ve ektoderm, mezoderm ve
endoderm tabakalarindan kdken alan gesitli hiicre tiplerine farklilasabilen, sinirsiz
ureme potansiyeline sahip hucrelerdir. Embriyonik kok hucreler pluripotent
hlcrelerdir; ancak plasenta gibi embriyon digi destek dokulari olusturamazlar (23).

Embriyonik kok hucreler, kdk hucre belirtegleri olan Oct-3/4(Pou5f1), Sox2,
KLF4, Nanog, Rex1(Zfp42), FoxD3, ZFX, TBN, HMGA2, NAC1, GCNF, Stat3,
UTF1 gibi transkripsiyon faktorlerini; TERF1, CHK2, DNMT3 gibi DNA modifiye
edicileri; ECAT11, Ecat1, GDF3 gini nukleer transkripsiyon faktorlerini; SSEA-1
(CD15/Lewis x), SSEA-3/4, Frizzled5, Cripto (TDGF-1), TRA1-60, TRA1-81, TG-
30, TG-343 gibi antijenleri; alkalen fosfataz(ALP), telomeraz gibi bazi proteinleri
eksprese ederler (22).

Embriyonik kok hucreler in vitro ortamda farklilagsmadan ¢ogalma kapasitesine
sahiptirler. Embriyonik kok hucrelerin farklilagmalarini saglamak igin gen aktarimi,
transkripsiyon faktorlerinin kullanilmasi, kudltir ortamina sitokin ve buyume
faktorlerinin eklenmesi gibi yontemler ve cesitli hucre-ekstraselliler matriks

sistemlerinden yararlanilabilir(23).



Embriyonik kok hucreler yuksek telomeraz aktivitesine sahip olmasi nedeniyle
bazen teratom olugsumuna yol acabilir bu nedenle embriyonik kok hucrelerin
kullaniminda birgok etik sorunla karsilagiimaktadir. Ayni zamanda immunolojik
uyumsuzluk, segici bir farklilagsmanin saglanmasinin gu¢ olmasi gibi nedenler biz
ulkemiz de dahil olmak Uzere birgok ulkede kisitlanmigtir(23).

Embriyonik Olmayan Kok Hucreler: Farklilasmis (6zellesmis) kaynaklardan
elde edilir. Multipotenttirler. Koken aldiklari 6zellesmis doku ve iligkili diger dokular
geligir.

Fetlis kok hiicreleri: Fetal kok hucreler fetal kan, kemik iligi, karaciger ve
bobrek dahil olmak Uzere fetal dokulardan izole edilebilir. Fetal kan, kordon kani
veya yetigkin kemik iliginden daha hizli gogalan zengin bir hemopoietik kok hucresi
kaynagidir. Fetal kok hucrelerin, yetiskin kok hicrelerden daha fazla gorunir ancak
embriyonik kok hucrelere gore etik agidan daha tartismal olmasi ve
teratokarsinoma olusturma riski nedeniyle fetus kok hucreleriyle ilgili yapilan
calismalar eski hizini kaybetmisgtir.

Kadavra kok hiucreleri: Kadavralardan elde edilen kok hucreler olup, bu
hdcrelerin proliferasyon hizlari dlen kisinin yasiyla ters orantilidir (21).

Embriyonik olmayan kok hicrelerden gunimuzde en sik kullanilant erigkin kok
hdcreleridir.

Erigkin kok hucreler: Erigkin kok hucreler, dogum sonrasi dokularda kendini
yenileyebilme ve sinirli farklilagma kapasitesine sahip hucrelerdir. Bu kok hucreler
simdiden insan kemik iligi, kan, beyin, yag, karaciger, kas, pankreas ve gobek
kordonu kanindan turetilmistir. Erigkin kdk hucreleri nihai olarak vicudun her
dokusundan turetilebilirken, izolasyon, kullanilabilirik veya potens o6zelligine
dayanan ve rejeneratif tibba katkida bulunmasi muhtemel alt kumeleri
bulunmaktadir. Bunlardan kemik iligi ve kan kokenli kok hucrelerin izole edilmesi
oldukga kolaydir ve kapsamli sekilde arastiriimistir. Her ikisi de kan hucrelerine
koken olan hematopoietik kdk hucreleri (HKH) ve endotel progenitor hucreleri
(EPH) icerir. Bagka bir otolog erigkin kok hucre kaynagi yagdir. Lipoaspirat kokenli
bu kok hucrelerin multipl fenotiplere farklilastigi gosterilmigtir(Sekil 2.3).

Erigskin kok hucrelerinin yasayan organizmadaki esas gorevleri, bulunduklari
dokuyu tamir etmek ve dokunun devamhligini saglamaktir. Organizma yaslandikca
sahip oldugu progenitor ve kok hucre sayisinda azalma meydana gelir. Boylelikle



erigkin dokuda daha az oranda kok hicre bulunmasi, organizmada yasla birlikte

doku rejenerasyonu ve bazi organ yenilenmelerinde azalma gergeklesmektedir.
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Sekil 2.3. Kok hticre differansiyasonu

Eriskin kok hicreleri asagidaki gibi siniflandiriimaktadir.

1. Hematopoietik Kok Hucreler
Kemik iligi Kok Hiicreleri

Periferik Kan Kok
hicreleri
Umbilikal Kord Kani Kok Hucreleri

2. Mezenkimal (Stromal) Kok Hucreler
3. Organlarda yerlesmis olan diger erigkin kok hucreleri

Cogu dokuda erigkin kok hucre bulunmasina ragmen, bu hlcrelerden
Uzerinde en sik calisilanlar hematopoetik kdok hiicreler ve non-hematopoetik
kok hucrelerdir.

Hematopoetik Kok Hucreler: Kaynagi kemik iligi, kordon kani, fetal
karaciger ve periferik kan olan, tum matir kan hucrelerine farklilasabilen
hacrelerdir. Kendilerini yenileme 6zellikleri sayesinde, yasam boyu gerekli olan kan
hdcresi intiyacini karsilarlar. Bu hicreler hematopoietik kok hicreleri tanimlamakta
kullanilan Lin, CD38, CD43, CD45RA, CD45R0O, CD90, CD59, CD109, CD117,
CD166, CD45, CD14, CD133, HLA-DR ve CD34'li eksprese ederler. insan
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hematopoetik kok hucreleri igin CD34 VE CD90'in birlikte eksprese edilmeleri
yuksek oranda saflik saglamaktadir (10,26,28,31,69).

Hematopoetik kok hucrelerin kendini yenileme ve differansiye olma
Ozellikleri yaninda, migrasyon yapabilme ve apoptoza ugrama o6zellikleri de vardir.
Tum bu Ozellikler sayesinde vuicutta bulunan hematopoetik kok hicre sayisi
dengelenmektedir (82).

Hematopoetik kok huacreler bulunduklart doku disinda, diger dokularda
bulunan kok hucre tiplerine de farklilasabilirler. Bu hucrelerin kas (kalp ve iskelet
kasi), karaciger, akciger, deri, bobrek, beyin, bagirsak, pankreas, kemik, kikirdak
ve endotel hucrelerine differansiye olabildikleri yapilan ¢alismalarda gosterilmigtir
(4,82).

Hematopoetik kok hucrelerde proliferasyon, rejenerasyon ve farklilasma,
intrensek ve ekstrensek sinyaller tarafindan yonlendirilir. Yapilan galigmalarda
Notch sinyal yolagi, kemik morfogenetik protein (BMP), Wingless (Wnt) sinyal
yolagi, fibroblast buyume faktori (FGF), sonic hedgehog geni, damarsal ve
osteoblastik mikrogevrenin rejenerasyon ve farklilasma mekanizmalarini kontrol
ettigi gosterilmistir. Bunlardan Wnt sinyal yolagi, sonic hedgehog geni ve FGF
hematopoetik kok hucrelerin proliferasyonunda ana gorevi Ustlenirken, Notch
sinyal yolagi ve BMP hucrelerde rejenerasyonu arttirici rol oynarlar, ancak ayni
zamanda hucrelerin proliferasyonunu inhibe ederler. Son yapilan ¢alismalarda
hdcrelerin transdifferansiasyonunun, kendisinin degisimi yerine baska bir non-
hematopoetik hucre ile fizyonu sonucu olustugu yonunde veriler de elde edilmistir
(82).

Non-Hematopoetik Kok Hucreler: Bu kategori altinda bulunan hucreler
mezenkimal kok hlcreler ve organlarda bulunan kok hucrelerdir. Noral kok hucre,
adipozit kok hucresi, epidermal kok hucre, sindirim epiteli kdok hicresi ve
kardiyomyosit kok hucresi gibi hucreler organlarda bulunan kok hucrelerdir. Son
yillarda bu gruba kanserin baslamasindan sorumlu kanser kok hucresi de dahil
edilmigtir (16).

Gunumuzde rejeneratif dighekimliginde en yaygin kullanilan kok hucre
cesitleri, non-hematopoetik kok hucre grubunda yer alan mezenkimal kok
hacrelerdir (MKH).
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Mezenkimal Kok Hucreler: Mezenkimal kok hucreler, ¢esitli hicre tiplerine
farklilagsma yetenedi olan, multipotent, uzantili fibroblast benzeri hucrelerdir
(16,21,28). Mezenkimal kok hucreler ilk kez 1976 yilinda Fridenstein tarafindan
tanimlanmiglardir (29). Bu hucreler birgok dokudan elde edilebilen, in vitro ortamda
cogaltiimaya elverisli, dayanikli hacrelerdir. Tum dokularda stromal hucrelerin
kokenini bu hucreler olusturdugu igin destek hucresi olarak da adlandirilabilirler
(22).

Mezenkimal kok hucrelerin ana kaynagi kemik iligi olmakla birlikte bu
hdcreler kordon kani, kordon stromasi, yag dokusu, maksillofasiyal dokular,
karaciger, dis pulpasi, kemik trabekuler dokusu, tendonlar, sinoviyal membran,
plasenta, lipoaspirasyon materyalleri, amniyon sivisi, periost, kas ve Wharton jeli
gibi birgok farkl dokudan elde edilirler (16,21,22,28,29,126). Yapilan galismalarda
periferik kandan da mezenkimal kok hucre karakterinde non-hematopoetik kok
hdcreler izole edilmigtir (21). Bu hucreler bulunduklari dokularda genellikle
prevaskuler niglerde yer alirlar.

Kemik iligi 3 temel elemandan olugmaktadir. Bunlar mezenkimal kok
hacreler, hematopoetik elemanlar ve endotelyal hicreler (angiogenik prekursor
hlcreler - angioblastlar) olarak belirtilmistir (28). Mezensimal kok hucreler kemik
iligi stromasini olusturan hucrelerdir (131). Bu hucreler CD34+ hematopoetik
projenitor hucrelerin  differansiasyonunu desteklerler. Endotelyal hucreler
dolasimda da bulunan ve damarlardaki olgun endotel hucrelerini olusturan
hacrelerdir (146). Kemik iliginde ayni zamanda non-hematopoetik hucrelerden
fibroblastlar, osteoblastlar, adipozitler ve kemigin diger hucresel elemanlar da
bulunmaktadir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Kemik iligi kokenli MKH'ler ile hematopoetik kok hucrelerin
farklilagma potansiyellerinin sematik gosterimi

Mezenkimal kok hucreler (MKH) kemik, yag dokusu, ligament, tendon,
kikirdak, iskelet kaslar ve bag dokusu stromalarini olusturan hucrelere differansiye
olma yetenegine sahiptirler (28). Uygun laboratuvar sartlari saglanirsa, epitelyal
hlcrelere ve noroektoderm kokenli hucrelere de farklilagabilirler (29).

MKH’ler, ekstraselller ve intraselller matriks ile yakin iligkide bulunurken
ayni zamanda immunojenik ve rejeneratif olaylarda rol almasini saglayan ¢ok
cesitli biyoaktif makromolekul ve sitokin, kemokin, blyume faktorleri gibi ¢ozunur
faktorler sentezlemektedirler. Kok hucreler hasarin oldugu bolgeden salinan
monosit kemoatraktan protein (MCP-1), stromal kokenli faktor-1 (SDF-1) gibi
faktorler araciligi ile niglerinden ¢ikip hasarl bolgeye go¢ edebilir ve hasarli hiicre
ile fizyon yapabilirler.
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Bag dokusunda olugan herhangi bir hasar sonrasi, onarim mekanizmasinda
etkin role sahip MKH’lerin sayisi, bolunme kapasitesi ve fonksiyonel genlerin gesidi
yasla ve saglik durumu ile degismektedir (24).

MKH’lerin fenotipik 6zelliklerini tanimlamak i¢in yapilan galismalarda, farkh
laboratuvarlarda bu hucrelerin  dokulardan izolasyonu, c¢ogaltilmasi ve
farkhlagtiriimasi ile ilgili farkh yontemler izlenmektedir. Bunlarin sonucu olarak
kaltur ortaminda antijenik 6zelliklerde bazi degisimler oldugu, in vivo ortam ile kultir
ortaminda birbirinden farkli olduklar saptanmigtir (27).

Kok hucrelerin terapdtik kullanimi igin, farkli kaynaklardan elde edilen kok
hdcrelerin birbirlerine kargi avantaj ve dezavantajlari bilinmeli ve hastaya en uygun
tedavi belirlenmelidir.. Bu amacla Uluslararasi Hucresel Tedavi Dernegi, insan

mezenkimal kok hucrelerin tanimlanmasi icin bazi kriterler belirlemigtir (21).

2.1.4. Mezenkimal Kok Hucrelerin Tanimlanmasi

MKH’ler kultir ortaminda, 151k mikroskobu ve faz kontrast mikroskobu ile
incelendiklerinde, hucrelerin ig seklinde morfolojiye sahip olduklari oldugu
gOzlenmigtir. Bu hucreler fibroblastlara benzemekle birlikte, nukleuslarinin
yerlesimleri fibroblastlar gibi asimetrik degil, simetriktir (143). Kultir ortaminda
cogaltiimis olan mezenkimal kok hlcreler kas, epitel ve endotel hicrelerine benzer
bir fenotipte de gorulebilirler. MKH'ler ylksek telomeraz aktivitesine sahip hicreler
olmakla birlikte, hucrelerin telomer uzunluklari kisadir (143).

MKH’lerin  tanimlanmasinda  kullanilan baglica kriterler asagida
gorulmektedir (Tablo 2.1):

Tablo 2.1. Mezenkimal kok hlcrelerin tanimlanmasinda kullanilan kriterler

1. Standart kultur sartlarinda plastik adherensi olmasi
Pozitif (= 95% +)

2. Fenotip Negatif (< 2% +)
CD105 CD45
CD73 CD34
CD90 CD14 veya CD11b

CD79a veya CD19

HLA-DR

14



3. in vitro differansiasyon: osteoblast, adipozit, kondroblast
1. Plastik Adherens:
MKH’lerin izolasyonu ile ilgili yapilan ¢alismalarda kemik iligi kaynakh

kok hucrelerin bazilarinin plastik hicre kultur kaplarina adhezyon o6zelliklerinin
oldugu, bazilarinin ise bu O0zellige sahip olmadigi gozlenmistir (21,143).
Mezenkimal kok hucreler plastik adherens 6zelligine sahip olduklari igin standart
kultar sartlarinda plastik kultur doku kaplarina yapisirlar; ancak 6zel kosullar
saglanirsa, kaltur ortaminda yapisma olmadan da ¢ogalabilirler (Sekil 2.5).

P Stromal Doku Kaynag

@e @

0
/ - Plastik Aderens
\ \ ’

\ 4
|
/
/
=
eRotp Proliferasyon
CD73* CD11b
CD90* CD14 ,
CD105* CD34 ,— >
CD45 >
CD19 N2 =
CD79a =<
HLA-DR- R —

. Mezenkimal Farklilasma

in vivo ve in vitro

Adipozit Osteoblast Kondrosit

Multipotent

Sekil 2.5. MKH'lerin kultir ortaminda plastik adherens ve fenotipik 6zellikleri

2. Spesifik Yuzey Antijenlerinin Ekspresyonu:

Bir kok hucrenin kimligini belirlemek igin intraselller adezyon ve sinyal
yolagi  molekllleri  gibi  hucre  yuzeylerinde bulunan  belirteglerden
yararlaniimaktadir. Farklanma kumeleri (Clusters of differentiation, CD), enzimler,
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bliyume faktorleri ve transkripsiyon faktorleri bu belirtegler arasinda yer alirlar.
(146)

MKH tanimlanmasinda en sik kullanilan belirtegler CD44, CD13, CD29,
CD51, CD71 (transferrin reseptor), CD73 (SH3/4), CD105 (SH2), DD106, CD166,
CD54 (ICAM-1), CD39, CD49a, STRO-1, Nanog, beta2 integrin, CD117 ve CD90
(thy-1)’dir. Bu hucreler miyofibroblastlar gibi a-SMA (a-Smooth Muscle Actin) ve
vimentini de eksprese ederler. Farkli dokulardan elde edilen MKH’ler fenotipik
olarak benzerlik gostermekle birlikte, yuzey antijenleri agisindan bazi farkliliklara
sahip olabilirler. Ornegin kemik iliginden elde edilen MKH’lerin ylizeyinde CD106
bulunurken, bu hucreler CD49d acisindan negatiftir. Yag dokusu kaynakli
MKH’lerde ise bunun aksine CD49d pozitif, CD106 negatiftir.

Mezenkimal kok hucreler, hematopoetik kok hucre antijeni tagsimazlar. Bu
hicre grubunda CD14, CD34, CD45, CD79a, CD11b, HLA sinif Il ve CD19 gibi
hematopoetik kOk hicre belirteci varliginin %2’den az olmasi rekmektedir.
Mezenkimal kok hucreler ayrica endotelyal hucre belirteci CD31 ve lenfosit hicre
belirteci olan CD11a/LFA-1’e karsi da negatiftir (143,146).

Mezenkimal kok hucreler dokularda destek hucresi gorevi gorurler. Bu
nedenle ¢ok sayida enzim, sitokin, kemokin, ekstraselliler matriks proteinleri ve
biyoaktif molekul salgilarlar. Salgiladiklari ekstraselluler matriks proteinleri
fibronektin, laminin, kollajen ve proteoglikanlardir. Salgiladiklari sitokinler ise
interlokin-6 (IL-6), IL-7, IL-8, IL-11, IL-12, IL-14, IL-15, FIt-3 ligand, Kok Hiicre
Faktoru-Stem Cell Factor (SCF) ve Macrophage-Colony Stimulating Factor (M-
CSF)’dir. Bu hucrelerin bulunduklari kiltar ortamlarina IL-1a ilave edilirse, Losemi
inhibisyon Faktéri (LIF), IL-1, Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor
(GM-CSF) ve Granolucyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF) salgilama kabiliyeti
(21,22,143) kazanirlar (Tablo 2.2-2.4 ).

Mezenkimal kok hucrelerin komsu hucrelere ve hiacre digi matriks
elemanlarina adhezyon Ozellikleri gesitli adhezyon molekdlleri ile saglanir. Bu
adhezyon molekulleri; Vaskuler Hucre Adhezyon Molekulu-1 [VCAM-1 (CD-106)],
Hucreler Arasi Adhezyon Molekulu-1 [ICAM-1 (CD54)] ve L-Selektin (CD2L)dir
(21,22,143).

Uluslararasi Hucresel Tedavi Dernegi (International Socciety of Cellular
Therapy, ISCT) mezenkimal kok hucre populasyonunda, bu hicreleri tanimlamada
kullanilan belirteglerden CD90 (thy-1), CD105 (Endoglin) ve CD73 (ekto-5-
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nukleotidaz)’'in pozitiflik oraninin %95 ve Uzerinde olmasi gerektigini bildirmistir
(21,22,143).

Tablo 2.2. Mezenkimal kok hucrelerin antijenik 6zellikleri-1

Antijen CD Numarasi Ekspresyon
Hematopoietik kok hucre belirteci | CD34 Negatif
Leukocyte common antigen CD45 Negatif
LPS Reseptor CD14 Negatif
T lenfosit belirteci CD3 Negatif
B lenfosit belirteci CD19 Negatif
HLA-DR Negatif
Lewis X CD15 Negatif
T6 CD1a Negatif
Endoglin (SH2) CD105 Pozitif
5’ terminal nukleotidaz CD73 Pozitif
SH4 CD73 Pozitif
Thy-1 CD90 Pozitif

Tablo 2.3. Mezenkimal kok hucrelerin antijenik 6zellikleri-2

Buylime faktori ve sitokin CD Numarasi Ekspresyon
reseptorleri

Interleukin-1 reseptor CD121 Pozitif
Interleukin-2 reseptor CD25 Negatif
Interleukin-3 reseptor CD123 Pozitif
Interleukin-4 reseptor CD124 Pozitif
Interleukin-6 reseptor CD126 Pozitif
Interleukin-7 reseptor CD127 Pozitif
Interferon y reseptor CDw119 Pozitif
TUmor nekroz faktor alfa reseptor | CD120 Pozitif
Fibroblast buylime faktor reseptor Pozitif
Platelet kaynakl buyame faktor CD140a Pozitif
reseptor

Transferrin reseptori CD71 Pozitif
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Tablo 2.4. Mezenkimal kok hucrelerin tasidiklari adezyon molekulleri

Adezyon Molekuli CD Numarasi Ekspresyon
ALCAM CD166 Pozitif
ICAM-1 CD54 Pozitif
ICAM-2 CD102 Pozitif
E-Selektin CD62E Negatif
P-Selektin CD62P Negatif
L-Selektin CD62L Pozitif
VCAM CD106 Pozitif
Hyaluronate Reseptor CD44 Pozitif
NCAM CD56 Pozitif
LFA-3 CD58 Pozitif
LFA-1 o CD11a Negatif
LFA-1 CD18 Negatif
Cadherin 5 CD144 Negatif
PECAM-1 CD31 Negatif
VLA-a 1 CD49a Pozitif
VLA-a 2 CD49b Pozitif
VLA-a. 3 CD49c Pozitif
VLA-a 4 CD49d Negatif
VLA- B CD29 Pozitif
Beta 4 integrin CD104 Pozitif

ALCAM Activated leukocyte cell adhesion molecule
ICAM Intercellular adhesion molecule

VCAM Vascular cell adhesion molecule

VLA Very late antigen

LFA Lymphocyte function-associated antigen-1

PECAM Platelet endothelial cell adhesion molecule
NCAM Neural cell adhesion molecule
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3. Multipotent Farklilagsma Kapasitesi:

Mezenkimal kok hucreler, uygun ¢evre kosullarinda kendileri gibi mezoderm
kokenli olan adipozit, fibroblast, osteoblast, kondroblast ve iskelet myoblastlarinin
yani sira endotel, néroektoderm ve endoderm kokenli hiicrelere de farklilagabilirler
ve hematopoetik stroma olusturabilirler. Son zamanlarda yapilan galismalarda, bu
hlcrelerin hepatosit, epiteloid, pankreas beta hucreleri, kardiyak ve noéronal
hdcrelere (noron, glial hicre, astrosit) de farklhlagabildigi gosterilmistir. Bu nedenle
bu hicreler multipotent hicre sinifinda yer almaktadirlar (21,138,143,145,).

Kok hicre plastisitesini, hucre i¢i ve hucre digi sinyaller belirlemektedir.
Hucre disi sinyaller kok hicre nisinde bulunan molekuller, diger hicrelerden
salgilanan biyokimyasallar ve komsu hucrelerle olan fiziksel temastir. Hucre igi
sinyaller ise hucrenin DNA’sI Uzerinde bulunan ve hicrenin iglevleri igin gerekli olan
bilgileri tagiyan genlerdir (22).

Yapilan c¢aligmalarda ekstraselliler matriks molekdlleri (kollajen,
proteoglikanlar gibi), aktin sitoskeleton ve hucre ici transkripsiyon faktorleri
(Cbfa1/Runx2, PPARy, Sox9 ve MEF2), hucrelerden salgilanan molekuller ve
onlarin reseptorlerinin  (donusturict buyume faktoru-B gibi) kok hicre
plastisitesinde rol oynadiklari gosterilmistir (126).

Bir kdk hucrenin plastisitesini agiklayan 5 farkli mekanizma bulunmaktadir:
1. Transdifferansiasyon: Farklilagsmis bir htcrenin, baska dokuya ait farklilasmis
bir hicrenin fenotipik 6zelliklerini kazanmasidir.

2. Dediferansiasyon: Olgunlasmisg bir hucrenin progenitor bir hiacreye
farklilagsmasinin ardindan, bu projenitdor hicrenin farkli bir hicre dizinine
differansiye olmasidir.

3. Transdeterminasyon: Bir kok hicrenin, baska bir dokuya ait kok hucreye
differansiye olmasidir.

4. Hiicre fiizyonu: Kok hucrelerin, yonlenmis hucre dizileriyle birlestiriimesi
sonucu hucrede yeni bir programlama gergeklesir ve yonlenmis yeni hiicre serileri
meydana gelir.

5. Totipotent veya pluripotent bir kok hiucreden, multipotent bir doku hucresinin
gelismesidir.

Kok hacre nigi, kok hucrelerin bolunerek gogaldigi, kok hucre ozelliklerini
surdurdukleri ve farklilasma asamalarina girdikleri heterojen hucre topluluklari,
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ekstraselliler matriks ve ¢ozunebilir faktorlerin bulundugu mikrogevre olarak
tanimlanmaktadir (126).

Mezenkimal kok hicreler, farklanma uyarisindan sonra, nislerinden gikarak
differansiasyona ugrarlar. Bu durumu agiklayan iki model bulunmaktadir. Bir
modele gore, MKH’lerin farklilagsmasi kok hdcre nisinde baglar. Hucre uyaranin
etkisiyle birlikte transkripsiyonel degisim sonrasi asimetrik bolinme ile bir adet
multipotent prekursor hucre, bir adet de kendisinin aynisi kdk hicre olusur.

Transkripsiyonel degisim sirasinda hucrelerin fenotip ve rejenerasyon
kapasitelerinde degisiklik gorulmez. Daha sonra gergeklesen bolinmeler, hucre
kompartmaninda ileri dogru farklanmalardir. Bu slUrecin sonunda matur yapidaki
hdcreler olusur. Tum bu slreg, ters yonde de gergeklesebilir, yani geriye dogru
gidebilir. Bu olaya dedifferansiasyon ad1 verilir. (22,138)

Fenotipik degisimler, farklanma sureglerinin son asamasina kadar sabit
kalmakla birlikte, son agamada oldukga belirgin hale gelir; gen transkripsiyonu ise

sure¢ boyunca giderek artmaktadir (Sekil 2.6).

Kok Hicre Kompartmani Kararlanmig Hiicre Kompartmani
MKH @ El Osteoblast
(multipotent) il <=
¢— rg ursor
(Tripotent
o 8 @ — @ Adiposit
A &= —

MKH <— — :
(multipotent) S @ — @ Kondrosit

Prekérsor <— A
M s (= T3 o
(@)=
S

(P13ri6koétresn% @ -—) Fibroblast
Progenitor
(Unipotent) Farklanmig Hucreler
Transkripsiyonel degisim Fenotipik degisim

Sekil 2.6. Baksh ve arkadaslarinin onerdigi farklanma modeli

Uluslararasi Hucresel Tedavi Derneg@i'ne gore bir hucrenin mezenkimal kok
hdcre olarak tanimlanabilmesi igin standart in vitro kultir kosullarinda osteoblast,

adiposit ve kondroblastlara differansiye olmasi gerekmektedir. Osteoblastlara
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farklilagsma Alizarin Red veya Von Kossa boyamalari ile, adipozitlere farklilagsma
Oil Red O boyamasi ile, kondroblastlara farklilasma ise Safranin-O, Alcian mavisi

veya immunohistokimyasal kollajen tip Il boyasi ile gosterilir (21,22,138,146).

2.1.5. Mezenkimal Kok Hiicrelerin izole Edilmesi ve in Vitro Ortamda
Cogaltiimasi

Dokularda bulunan MKH’lerin sayisal azhdr ve adhezyon Ozellikleri
nedeniyle elde edilmeleri zordur. Bu nedenle mezenkimal kdok hucrelerin hem
arastirmalarda, hem de tedavi amaciyla kullanimlari oncesi, in vitro ortamda
cogaltiimalari gerekmektedir. Mezenkimal koOk hucreler, in vitro ortamda
cogaltildiklarinda, kendini yenileme ve bagka hucrelere differansiye olma
ozelliklerini kaybetmezler (33,44,59).

Heterojen huicre topluluklarindan mezenkimal kok huicrelerin izole

edilebilmesi icin 4 yontem kullaniimaktadir:

1. Floresanla aktive hicre ayirma (FACS): Gunumuzde buyuk bir hicre
grubu icinde yer alan ¢ok az sayidaki kok hicreyi tanimlamada ‘Floresanla aktive
hacre ayirma (FACS) yontemi kullaniimaktadir. Bu yontemde hucre yuzey
proteinleri, akim sitometrisi kullanilarak, floresan boyalarla isaretli monoklonal
antikorlar yardimiyla tanimlanirlar (22).

2. immiinomanyetik ayirma yéntemi
3. immunohistokimyasal boyama

4. Fizyolojik ve histolojik kriterler: Fenotip, kemotaksis, proliferasyon,
differansiasyon, mineralizasyon aktivitesi gibi 0zelliklerdeki farkliliklar yardimiyla
hdcreleri ayirma (22).

Mezenkimal kok hucrelerin gogaltiimasinda besiyeri olarak DMEM-LG veya
alfa-MEM kullaniimaktadir (21,22). Solid bir doku kullanilacaksa hucre
suspansiyonu hazirlanir. Hucrelerin gogaltilmasi igin serum igeren bir ortam yeterli
olmakta, ayrica buylime faktorlerinin eklenmesine gerek olmamaktadir (138).

Mezenkimal kok hucreler, standart kultir kogullarinda, plastik kultir doku
kaplarinin tabanina saatler iginde yapismaya baglarlar. 24-48 saat icinde
yapismayan hucreler ortamdan uzaklastirilir ve gogalan hicreler %0,2 tipsin-EDTA
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ile muamele edilerek yapistiklari yerden kaldirilir, disik konsantrasyonlarda yeni
kiltir kaplarina ekilirler. istenen hiicre sayisini elde edebilmek icin hiicreler 10
gunde bir pasajlanirlar, bu sirada gun asiri taze besiyeri eklenir. Elde edilen
hdcrelerin daha sonra kullaniimalari gerekiyorsa, bu hucreler dondurularak
saklanabilirler (21,24,144)(Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Mezenkimal Kok Hiicre Uretim Asamalari

2.1.6. Mezenkimal Kok Hucrelerin Kullanim Acgisindan Avantaj ve
Dezavantajlan

Mezenkimal kok hucreler, bireyin kendisinden elde edildiklerinden, tedavi
icin kaynak bulma sorunu yoktur. Bu hucrelerin kullaniminda etik sorun olmamasi
nedeniyle arastirmaya yonelik kullanim kisittamasi bulunmamaktadir. Bu hicreler
elde edildikten sonra sivi nitrojen tanklarinda dondurularak saklanabilir
(kriyoprezervasyon) ve gerekli kogullarda tekrar kullanilabilirler(22).

Birgok biyoaktif makromolekul ve sitokin, kemokin, buyume faktorleri gibi
kimyasallar salgilayan bu hucrelerin, dokudaki hasarli hicrelerle fuzyon
kabiliyetleri vardir. Bu nedenlerle doku tamir mekanizmalarinda onemli rol

oynamaktadirlar (22).
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Mezenkimal kok hucrelerin immunojeniteleri dusuktur. Bu hucreler B
lenfositleri inhibe edip, hucre-htcre etkilesimi veya salgiladiklari faktorler yoluyla T
lenfosit aktivasyonunu engellerler; ancak regulator T lenfositleri uyarirlar. Bu
sayede lenfositlerin gogalmasi engellenir ve immunsupresif etki ortaya ¢ikar.
Alicida geligebilecek olan enflamasyon ve immunolojik olaylar baskilanir.
Mezenkimal kok hucrelerin, HLA tip-1l reseptorlere sahip olmadiklarindan dolayi, in
vitro ortamda dogal oldurucu hucreler ve sitotoksik T hucreleri tarafindan ortadan
kaldirilamadiklari yapilan calismalarda gosterilmistir (138,144,146).

Mezenkimal kok hudcrelerin kullaniminin birgok avantajlari olmasinin yani
sira, bazi dezavantajlari da bulunmaktadir. Bu hucreler, dokudan elde
edildiklerinde sayilari olduk¢a azdir. Bu nedenle kultir ortaminda ¢ogaltilma
islemleri igin haftalar gegcmesi gerekmektedir. Bu durum ciddi bir zaman kaybina
yol acar ve oOnemli bir maliyet gerektirmektedir. Ayni zamanda hucrelerin
cogaltilmasi icin alt yapi ve deneyimli personele ihtiyag vardir (18).

Kok hucreler elde edilmeleri sirasinda vucut digina gikarildiklari igin dis
etkenlere agik hale gelmektedirler. Kaltar islemleri sirasinda hicrelerin buyume ve
farklilasma mekanizmalarinda degisiklikler olabilmekte ve buna bagh olarak
hacrelerin karakterlerinde de birtakim sapmalar ortaya ¢ikmaktadir (144).

Hucrelerin ¢ogaltiimalari sirasinda pasaj sayilarinin artmasi, hucrelerde
strese yol agcmaktadir. Buna bagli olarak hucrelerin multipotent 6zelliklerinde ve
kendini yenileme kapasitelerinde azalma gorulur. Bununla birlikte, diger kultur
calismalarinda oldugu gibi kontaminasyon riski bu tip c¢alismalarda da
bulunmaktadir. Bakteri, virus ve diger patojenler ile kontaminasyon sonucu,
hdcrelerin nakledildigi alici dokularda enfeksiyon olusabilmektedir. Hucrelerin
kaltur ortaminda yaglanmasi, kanser gelisimi, kok hucrelerin eldesi sirasinda
gerceklestirilen cerrahi iglem sonrasi donor bolgede enfeksiyon geligimi riski, tedavi
amaciyla kullanimlari igin ideal olan hucre dozu, uygulama zamani, sekli ve yeri
gibi konularin tam olarak agiga kavugsmus olmamasi gibi durumlar da dezavantajlar
arasinda sayilabilir (21,138,144,146).

2.1.7. Periferik Kan Mononukleer Hiicreler (PKMH)

insan periferal kan mononiikleer hiicreleri (PKMH) periferik kandan izole
edilir ve yuvarlak bir ¢ekirdek (yani, lenfositler, monositler, dogal dlduricu hucreler
(NK hucreleri) veya dendritik hucreler) bulunan herhangi bir kan hucresi olarak
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tanimlanir. Kirmizi kan hacrelerine ve granulositlere (notrofiller, bazofiller ve
eozinofiller) karsilik gelen hucre fraksiyonu yogunluk gradyani santrifujuyle tam
kandan cikarilir. 1.077 g / ml yogunluga sahip bir degrade ortam, tum kani ikKi
fraksiyona ayirir; PKMH'ler, dusuk yogunluk fraksiyonunda (Ust fraksiyon) kalan
hlcrelerin populasyonunu olustururken, kirmizi kan hucreleri ve PKMH'ler daha
yuksek bir yogunluga sahiptir ve daha dusuk fraksiyonda bulunur(62).

PKMH'ler, lenfositleri (T hucreleri, B hucreleri ve NK hucreleri), monositleri
ve dendritik hiicreleri igerir. insanlarda bu popiilasyonlarin orani bireyler arasinda
degisir, ancak dendritik hucreler % 1-2'lik bir oranda bulunurken, tipik olarak
lenfositler% 70-90 arasinda, monositler de %10-20 arasinda bulunurlar. Lenfosit
populasyonu igindeki hucre tiplerinin frekanslari %70-85 CD3 + T hucreleri, % 5-
10 B hucreleri ve % 5-20 NK hucreleri igerir. CD3 + lenfositleri yaklasik 2: 1
oraninda CD4 + ve CD8 + T hucrelerinden olusur. Aktivasyon sonrasi CD4 + T
hdcre alt kimesi, Th1, Th2, Th17, Th9, Th22, follikuler yardimci (Tfh) hicreleri ve
farkl duzenleyici hucre turleri de dahil olmak Uzere cesitli efektor hiucre alt
gruplarina donusebilir (153-156). CD4 + yardimci T hucreleri immun homeostazin

ve inflamasyonun vazgegilmez aracilaridir(157).

2.1.7.1. Dendritik Huicreler

Ralph Steinman ve Zanvil Cohn tarafindan 1970'lerin sonunda kesfedilen
dendritik htcreler (DH), immuan yanitin dizenlemesinde 6nemli rolt olan kemik iligi
kokenli antijen sunan hucreler(ASH) olup primer immun yaniti meydana getirmek
uzere henuz farklilasmamig T lenfositleri ve humoral immunitenin aktivasyonu igin
B lenfositleri uyarir (89).

Yapilan calismalarda DH’lerin antijen sunumunda baglica mekanizma
oldugu bilinen MHC molekillerini yuksek oranda tasidiklan 1978 yilinda T
lenfositler ile “karigik lenfosit reaksiyonu” yapilarak dogrulanmistir. Karigik lenfosit
reaksiyonu DH’lerin MHC molekullerini kullanarak T hucrelerine antijen sunumu
yapabilme ve 0Ozgun antijeni taniyan T hucreleri aktive edebilme yeteneklerini
belirlemek igin kullanilan bir yontemdir (86).

DH’ler yabanci antijenlere karsi immune yaniti baslatabilen ve dizenleyen
Ozel bir yetenege sahiptir. DH’ler ayni zamanda vucudun kendi antijenlerine karsi
T hucre toleransinda da oOnemli bir role sahip olup bodylece otoimmun
reasksiyonlarin induksiyonunu engellemektedir (91). DH'ler, kemik iliginde CD34+
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hematopoetik kok hicrelerden koken almaktadir. CD34+ hicreler lenfoid dncul
hacreleri (CLP) ve miyeloid oncul hucrelerine (CMP) farkhlasmaktadir(19). Miyeloid
oncul hucrelerinin farkhlasmasi ile deri dermisinde yerlesik olgunlasmamis
CD11c+/CD1a- DH alt tipi, veya CD11c+/CD1a+ deri epidermisinde yerlesik
Langerhans hucreleri olusmaktadir(149). Miyeloid oncul hucreleri, DH 6ncul hucre
alternatifi olarak goérev yapan monositleri de olusturmaktadir. Lenfoid oncul
hucreleri ise plazmasitoid DH (pDH) alt tipini olugturmkatadir(19). DH’ler oldukga
heterojen bir gruptur. Birgok organin bag dokusunda bulunmaktadirlar.

Lenfoid organlarda DH'lerin tanimlanmasindan kisa sure sonra epidermal
Langerhans hucrelerinin (ilk olarak 1868 yilinda Paul Langerhans tarafindan
tanimlanmistir) DH'lerle ¢esitli immunojenik ozellikleri paylastiginin farkedilmesi,
DH ailesine ait birden fazla sube bulunabilecegi fikrine yol acti.

2.1.7.1.1. Dendritik Hucre Fenotipi, Dagilim ve Alt Cesitleri

Dendritik hucreler FIt3L ve GM-CSF gibi buyume ve farkhlastirma
faktorlerine cevap olarak kemik iliginde uretilen heterojen bir hicre grubudur.
Dendritik hicrelerin alt tiplerinin sematize edilmis hali Sekil 2.8’de gorulmektedir.

YedimaT
hicrasi 2

YetimaT
Idcresi [ TNFaa

Manositik DH

cD2
Plenasiteid DE

Drzzenlevici
T bScred

Sekil 2.8. Dendritik hiucre alt tipleri ve etkilesimde bulunduklari T hucre
cesitleri
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DH’ler insan kaninda tasidiklari CD11, CD1By ve langerin seviyelerine gore
miyeloid ve plazmasitoid olmak Uzere iki alt gruba ayrilmaktadirlar (53). Miyeloid
ve plazmasitoid DH’ler fenotitipik 6zellikleri, farkli dncullerden tirev almalari ve
tasidiklari TLR tiplerine gore birbirlerinden ayrilmaktadir, (56,57). Fenotipik olarak
pDH’ler genellikle kuguk, kuresel ve plazma hucresine benzer Ozelliktedir,
konvansiyonel DH’ler ise birgok sitoplazmik ¢ikintiya sahip olmalari ile
karakterizedir. Miyeloid DH’ler miyeloid seriden pDH’ler ise lenfoid seriden koken
alirlar (65).

Periferik kan DH-oncul alt tipleri GM-CSF ve IL-4 etkisi altinda
konvansiyonel miyeloid DH’lere farkhlasabilmektedir. Miyeloid DH’lerin monosit,
makrofaj ve granulositler ile yakindan iligkili oldugu digunulmektedir. Kandaki tim
DH alt tiplerini olusturabilen ortak bir DH 6nculinin oldugunu savunan alernatif bir
hipotez de bulunmaktadir (73). Fakat, genel kani kan monositlerinin dokular arasi
hareket ederek bir uyari ile DH’lere farklilagtigi Gzerinedir.

Makrofajlar da GM-CSF uyarisi ile yiksek oranda Uretilebilen hicrelerdir ve
guglu yapisan ozellikleri sayesinde DH’lerden kolayca ayirt edilebilmektedirler.
DH’ler dusuk oranda yapisan hucrelerdir. KiDH’leri kolay elde edilebildikleri ve
kalture edildikleri icin calismalarda tercih edilmektedirler (70).

Son zamanlarda yapilan bazi g¢aligmalara gore, monosit kdkenli DH’ler
(moDH) DH aginin gergek bilegenleri olarak tanimlanmaktadir fakat sadece
inflamasyon bolgelerinde gorulmektedir. Bu da, moDH’lerin enfeksiyon olgularinda
immun yaniti etkili bir bicimde yoneterek iltihaplanmada onemli bir role sahip
oldugunu gostermektedir. Tum bunlar géz onunde bulundurularak moDH’lerin DH
toplulugu igerisinde antijen sunabilen ve koruyucu bir bagisik yanit saglayacak
antijen 6zgun T hdcreler olugturabilen DH tipi oldugu ortaya koyulmustur (76).

insan kaninda gesitli tiplerde DH tipleri tanimlanmistir, CD34(+), CD16(+),
BDCA1 (+), BDCA3 (+) ve CD123(+) plazmasitoid DH’leri olarak en az bes alt tip
sayilabilmektedir, (80).

Langerhans Hucreleri (LH):

Periferden vicudun kendi antijenleri ve yabanci antijenleri iceren antijenleri
yakalayarak lenf dugumlerine go¢ etmek ve T hucrelerine antijen sunmak Uzere
Ozellegmis antijen sunan hucrelerdir (82).

Langerhans hucreleri yaklasik olarak 12-15 ym capta, duzensiz sekilli

nukleusa sahip berrak sitoplazmali hucrelerdir. HE boyasinda ve anti S-100
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immunhistokimyasal incelemesinde, epidermiste bazal tabakanin Uustunde,
melanositlerden ¢ogunlukla ayirt edilebilecek bir pozisyonda yer alirlar. Ayrica
pilosebase unitede, folikilin infundibular bdlgesinde de bulunurlar (101).
Langerhans hucreleri ayrica oral kavite, gastrointestinal kanal, solunum yolu,
timds, kadin genital traktinda tespit edilmigtir. Elektron mikroskopik olarak
Langerhans hucreleri pek ¢ok organel igerir, bunlardan en tipik olani; gubuk veya
tenis raketi sekilli degisik boyutlardaki Birbeck granulleridir. Bu granuller ilk defa
1961 yilinda Birbeck tarafindan tanimlanmig ve onun adini almistir. Langerhans
hacreleri CD1a, S-100 protein, CD45, CD33, CD68, CD101, HLA- DR gibi antijenler
eksprese ederler. Birbeck granulleri monoklonal bir antikor olan anti- Lag
(Langerhans iligkili granul) ve anti- Langerin ile tespit edilebilir.

Langerin (CD207), ligandi hucre yuzeyinden Birbeck granuline aktaran
endositik bir reseptor olarak davranir. Bu durum Birbeck granulinin antijen
islemede fonksiyonel bir iglevi oldugunu gosterir. Yeni calismalar dermiste;
epidermisteki Langerhans hucrelerinde bagimsiz olarak galisan Langerin pozitif
dendritik hucreler oldugunu gostermektedir.

interstisyel DH’ler:

Tdm olgunlagsmamis DH’leri kapsamaktadir ve organlarin mukozal yuzeyleri
gibi hayati 6nem tasiyan organ ve dokularin interstisyel bosluklarinda
bulunmaktadir. Dermal interstisyel DH’ler, LH’ler ile bir¢ok ortak fenotipe sahip
olmalarina ragmen LH’lerinin aksine DH’lere 6zgun interseluler yapisma molekull
tagsimaktadir (106). Ayrica hematopoietik oncul hucre turevli dermal interstisyel
DH’lerin dogrudan olarak NK hicre gogalmasini ve sitotoksisitesini uyarirken
LH’leri bunu yapabilmek i¢in disaridan IL-2 ve IL-1B3’ye gereksinim duymaktadir,
(107). Bir diger fark ise LH’lerinin viral antijenlere karsi sitolitik T lenfosit aktivitesini
dermal interstisyel DH’lerine kiyasla ¢ok daha yuksek oranda uyarmasidir (109).

Kapali DH’ler:

Antijeni periferden lenf dugumlerine tasiyan, getirici lenfatiklerin arasinda
yer almaktadirlar(106). Kagit seklinde LH ve interstisyel DH’ler gibi heterojen bir
hlcre grubunu temsil ederler.

Plazmasitoid DH’ler: (pDH)

Fenotip ve iglevine bagh olarak CD11c(-) DH’ler olan ve dogal interferon
ureten bu hucreler, DH alt birimidir, (70). Kandaki DH’lerin toplaminin yaklagik
%B0’sini tonsillerdeki DH’lerin ise %50’sini olusturmaktadirlar. izolasyonlarini
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kolaylastiran iki adet pDH’ye Ozel belirte¢ tanimlanmistir, c-tip lektin ve antijen
almag BDCAZ2 ve BDCA4 (81,83). Viral uyarilara kargi kan miyeloid DH’lerin aksine

pDH’leri yuksek miktarda interferon alfa ve interferon beta Uretmektedirler (84, 85).

interdigitating DH’ler (iDH):

Ozellikle timusda yer almaktadirlar. Lenf nodunun T- hiicre zonunda
bulunmaktadirlar. T-hiicrelere antijen sunmaktadirlar. ikincil lenfoid organlarin T
hiicre bélgelerinde yer almaktadirlar. immunohistolojik analizler dendritik hiicre
lizozomal iligkili membran proteini (DC-LAMP)'in iDH igin 6zel bir belirte¢ oldugunu
gOstermigtir. Deriye temas eden antijeni alan Langerhans hucreleri dermal
lenfatikler yoluyla bdlgesel lenf nodlarinin T hicre zonlarina gegerek antijeni
interdigitating hiicre vasitasiyla T hiicrelerine sunmaktadirlar. interdigitating
hdcreler immun igaretlemede CD1a ile boyanmaktadirlar(101).

Germinal Merkez DH’leri (GMDH):

FolikUler dendritik hucreler disinda B hucre folikulinde bulunan tek DH alt
tipidir. Akim sitometri ile ayristirmada CD40 azalmasi ile CD4(+),CD11c(+),CD3(-
), CD20(-),CD1a(-), profili kullanilmaktadir. Bu izolasyon prosedurt GMDH’lerin
iDH’ler ile benzer oranda CD40 tagimalarindan dolayi, tonsillerde miyeloid DH’lerin
zenginlesmesine sebep olabilmektedir (99). immunohistolojik olarak GMDH’lere
O0zgul bir belirteg henlz belirlenmemistir, bu nedenle GMDH’lerin germinal
merkezde ayri bir DH alt tipi olduguna dair dusuk kanitlar bulunmaktadir (100, 102,
103).

Folikuler DH’ler (fDH):

Bellek B hucre farklilagmasi, surekliligi ve secilimi Uzerine etkilerine ek
olarak germinal merkez olusumunda 6nemli bir role sahip, mezenkimal dncullerden
koken alan, bag dokunun stromal hucreleridir. Antijen sunma ve fagositoz yapma
Ozelligi bulunmayan bu hucreler kemik iliginden koken almamaktadir ve
yuzeylerinde immun yanitin duzenlenmesi igin dnemli role sahip olan, B hucreleri
tarafindan uretildigi dugunulen, MHC sinif [l mikrokesecikler tagsimaktadirlar (92).
CD45 tagimazlar; CD21 ve CD35 ise pozitiftir. immiinolojik hafizanin devamina
katkida bulunan folikuler dendritik hucreler immun isaretlemede CD1a (-)
izlenmektedir. (97).

2.1.7.1.2. Dendritik Hiicrelerin Morfolojisi ve islevsel Ozellikleri
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DH’ler ps6dopod ve lamellipodia gibi uzantilara ve ¢ikintilara sahip dizensiz
bir sekle sahiptir. Oval hiucre ¢ekirdekleri bulunmaktadir. Sitoplazmalarinda birgok
oval mitokondri, otofagozom ve iyi gelismis endoplazmik retikulm yer almaktadir
(104).

DH’lerin iglevleri arasinda antijen sunumu ve T hucreleri aktive etme
ozellikleri bulunmaktadir. inflamasyon olusmasi halinde DH’ler bu bdlgeye
cekilerek antijenleri yakalar, hucre iginde iglemek ve T hucrelerine sunmak Uzere
uyarmaktadirlar (105).

Bazi DH alt siniflarinin immun toleransi indukledigi ve devamliligini
sagladigi ileri sirulmuasgtar. Kargilikli olarak duzenleyici T hucreler ise DH gelisimini
etkileyebilme, maturasyonu onleyebilme ve bagisiklik baskilayici molekdulleri
indukleyebilme ozelliklerine sahiptir. Tum bu veriler tolerans mekanizmasinin DH
ve duzenleyici T hucreler arasinda karsilikli bir iletisim ile desteklendigini ortaya
koymaktadir (109). DH’ler lenf nodlarinin T hucre bdlgelerinde ve germinal
merkezlerde B hucreleri uyarabilmektedirler. Folikuler DH’ler B hucre belleginin
devamlihginda onemli bir yere sahip oldugu digunulmektedir. Yabanci antijenlere
kargi antikor cevabinin baglamasinin ardindan folikiler DH’ler, B hucrelerine
devamli uyariimanin kaynagi olarak islev gormektedir (109).

2.1.7.1.3. Dendritik Hucrelerin Bagisiklik Sistemindeki Rolii ve Yagam
Doéngusu

DH’ler vicudun degisik bolgelerinde bagisiklik sisteminin nobetgileri olarak
dokularda immatur formda bekleme halindedirler. Genellikel stres altindaki
bolgesel hucreler tarafindan olusturulan nukleotidler, interferon, urik asit,
bradikinin, 1s1-gok proteinleri, reaktif oksijen ara UrUnleri ve yikilmis ekstraselller
matriks bilesenlerini igeren tehlike sinyalleri ile immatur dendritik hucreler
farklilagma surecine girerler (95,96).

DH’ler bu tehlike sinyallerini aldiklarinda antijen alimi dugerken MHC
ekspresyonu ve CD86, CD80, CD83 kostimulatuar faktorleri yukari dogru
diizenlenmektedir (98). imDH’ler kendilerine 6zel CXCR3, CXCR4, CCR1-6 gibi
kemokin reseptorlerini de tasimaktadirlar (94). Tehlike sinyallerine maruz kalan
DH’ler CXCR4 diginda birgok kemokin almacini asagi dogru dizenlemekte bunun
yanisira bir inflamatuar almaci olan CCR7’yi ise yukari dogru duzenlemektedir,
(93). Matur DH’ler son derece hareketlidir ve ¢evresel lenfoid organlara go¢
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etmektedirler. Sekonder lenfoid organa ulagsan DH’ler edinsel bagisikhgi
duzenleyen uzmanlagsmig hucreler haline gelir (87,88). DH’ler, antijen igleme ve
tasidiklar yuksek seviyede kostimulatuar faktorleri nedeniyle bagisiklik sisteminin
en etkin ASH’leri olarak bilinmektedirler(79).

Hematopoez surecinde DH dretimi antijenden bagimsiz olarak
gerceklesmektedir (136). Cesitli DH onculleri kemik iliginden seyrek bir topluluk
olusturduklari kan dolagsimina ge¢gmektedir. Lenfoid olmayan dokularda bulunan
DH’lerin segici gogunde etkili olan kemotaktik faktorler arasinda platelet aktive edici
faktor (PAF), makrofaj enflamatuar protein 3 alfa (MIP-3 alfa), R- defensin, CCR6
ve CCL22 sayilabilir.

Periferde bulunan DH’lerin bakteri ya da viral Urtnler gibi tehlikeli sinyalleri
ile aktivasyonu ve maturasyonu bolgesel lenf dugumlerinde bagisikligi uyarir, (137)
DH’lerin cevresel dokulardan lenf dugumlerine gecis igin kullandiklari gog¢
mekanizmasi sadece maturasyon durumuyla ilgili degil ayni zamanda o6zellesmis
DH alt tiplerine de baghdir. CXCL9 ve E-selektine bagh yolla, pDH’leri getirici
lenfatik veya direkt olarak ylksek endotelyal venulleri kullanarak lenf dugumlerine
girebilmelerine kargin ne imDH ne de matur miyeloid DH’ler lenf dugumlerine
girerken yuksek endotelyal venulleri kullanamaz. (150). Monositten farklilasmis
DH’ler deriden lenf dugumlerine gecerken CCR7 ve CCRS8 yolaklarini
kullanmaktadir, (152). CCL21 kemokini, her ikisi de CCR7 almaci tasiyan naif T
hdcrelerinin ve antijen ile uyarilmis DH’lerin ¢evresel lenfoid organlardaki T hucre
bdlgesine girigini yonetmektedir (99). Lenf dugumu igerisindeki T hicre bolgesinde
bulunan DH’ler naif CCR7(+)/CD4(+) T hucreleri igin guglu bir kemotaktik olan
CCL19 uretmektedirler, (107).

DH’lerin antijen 60zgun T hucrelerine temas ederek gorevini tam olarak yerine
getirdikten sonra lenfoid dokularda apoptoza ugradiklarina inanilmaktadir, (108).
Bu durum T hucreler igin antijen ulasabilirligini sinirl kilarak, immun yanit

indUksiyonunun kontrol edilmesini saglamaktadir.

immatur DH’ler (imDH)
imDH'ler ylzeylerinde bulunan almaglar sayesinde tehlike sinyalleri ve
apoptotik hucreler tarafindan uretilen guvenlik sinyallerine karsi hassastir, (109).

Bu sinyaller imDH’lerin farkhlagsmasinin son durumunu belirlemektedir. Gerekli
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uyari olmadigi surece imDH’ler T hucrelerine antijen sunumunu yapamaz ve

aktivasyon gerceklesemez (103).

Matur DH’ler

Antijen sunabilen ve T hucreleri uyarabilen DH’lerdir. DH’ler tehlike
sinyallerinin etkisi ile antijen toplar ve lenf dugumuine ulagsmaktadirlar. Go¢
sirasinda olgunlagsmamis DH’lerin morfolojileri degiserek daha genis yuzey alanina
sahip olmalarini saglayan sitoplazmik c¢ikintilara sahip olurlar. Ayrica matur
DH’lerin en 6nemli 6zellikleri T hlcre aktivasyonunu uyaran, inflamatuvar bir sitokin
olan IL-1B’yi Uretmeleridir. Matur DH’ler antijen sunumunun gergeklesmesini
saglayan bir diger faktor olan kositimulatuar molekulleri de Uretebilmektedirler (93).

Semi-Mattir DH’ler

Morfolojik olarak matur DH'’lere ¢ok benzerler, antijen sunabilme yetenegine
de sahiptirler fakat T hicreleri uyaramamaktadirlar. Olgun DH’lerin Urettigi gibi IL-
12 uretmek yerine guvenlik sinyallerinin alinmasindan sorumlu IL- 10 sitokinini
uretmektedirler. Antijenlere karsi asiri reaksiyonu durdurmak igin gelismis dogal bir
mekanizmadir (100).

2.2. Derinin Morfolojik Yapisi ve Fonksiyonu

Deri, vUcuttaki agirlik ve ylzey alani olarak en buyuk organidir. Dis vicut
yuzeyini olugturan deri mekanik, sivi kaybi, biyolojik, ultraviyole ve kimyasal igeren
cok cesitli dis tehditlere karsi koruma saglar. Kalinlik, elastikiyet ve deri ekleri
acisindan kisiler arasinda farklilik gosterir.

Deri ektoderm kokenli epiteliyal bir tabaka olan epidermis, mezoderm
kokenli bir bag dokusu tabakasi olan dermis ve en i¢te hipodermis tabakalarindan
meydana gelir. Bu tabakalarin disinda kil folikulleri, sebase bezler ve ter bezleri
gibi deri ekleri ile immun hucreler, damar ve sinirler derinin yapisinda yer alirlar(47).
Cerrahi iglemlerin ilk asamasinda deri insizyonu oldugu dusunulurse, bu yapinin

anatomisinin ozellikle plastik cerrahi agisindan 6nemi daha iyi anlagilir.
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Sekil 2.9. Derinin katmanlari (Essentials of Pathophysiology, Carol Mattson
Porth, 2011)

2.2.1. Deri Embriyolojisi

Epidermis baslangigcta embriyonun dig yuzeyini tek sirali bir ektodermal
hiicre tabakasiyla orter. ikinci ayin basinda, bu epitelyum ikiye bolinir ve
embriyonun dis ylUzeyi periderm veya epitrikiyum adi verilen yassi hucrelerle
kaplanir. Bazal tabakadaki hucrelerin daha ileri proliferasyonuyla Gguncu bir ara
bdlge olusur. Dordlncu ayin sonunda, epidermis son ve kesin geklini alir ve artik
dort tabaka ayirt edilebilir hale gelir(39)(Sekil 2.9).

Dermis lateral plak mezodermi ve somitlerden gelen dermatomlardan koken
alir. Uglincli ve 4. aylar sliresince, korium adi verilen bu doku, epidermis igine
dogru uzanan ¢ok sayidaki duzensiz papiller yapilari, dermal papillalari olusturur.
Bu papillalar genellikle, kiguk bir kapiller veya duyu sinir uglarini igerirler. Dermisin
daha derin tabakasi olan subkorium 6nemli miktarda yag dokusu igerir. Dogumda
deri, sebase bezlerin salgilari, dejenere olmus epidermal hicre ve killardan olusan
beyazimsi bir tabaka verniks kazeoza ile ortuludur. Bu tabaka deriyi, amniyotik
sivinin zedeleyici etkisinden korur. Deri, yara iyilesmesinde 6nemli rolleri olan

temel anatomisini olugturan iki tabakadan olusur(Sekil 2.10).
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Sekil 2.10 Deri ve ekleri.

2.2.2. Deri Histolojisi

Epidermis

Dis ile temas halinde olan yuzey tabakasi epidermis olup, protein, keratin
bakimindan zengindir ve sert ve koruyucu olan ve kismen suya direngli olmayan
canli olmayan bir ylzey olusturan olduk¢a kendini 6zel olarak rejenere eden
tabakalandiriimig yassi epiteldir. Epidermis ayrica epitelyal olmayan hucreler de
icerir: melanositler UV 1sigina kargi melanin pigmenti Uretirler, Langerhans
hacreleri kemik iligi kaynakli antijen sunan hucrelerdir ve yeni antijenlere karsi
bagisik yanitlar Uretirler ve Merkel hucreleri ise dokunmatik reseptorler gibi
davranan mekanoreseptorlerdir (110)(Sekil 2.11; Sekil 2.12).
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Sekil 2.11. Langerhans ve melanosit Sekil 2.12. Deri ve immun sistem
Essentials of Pathophysiology, Carol Mattson Porth, 2011

Epidermisin ¢ok katl yassi epitel tabakasi igten disa dogru 5 tabakadan
olusur (Sekil 2.13);

1) Stratum korneum

2) Stratum lusidum

3) Stratum grantlozum

4) Stratum spinozum

5) Stratum bazale
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sweat duct
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Sebaceous gland

Blood vessels
Dermis

Hair follicle

Subcutaneous (hypodermis)
adipose tissue

Sweat duct

Sweat gland

Sekil 2.13. Derinin tabakalari Douglas Light, Cell, Tissues and Skin, 2004

Stratum Bazale (germinativum): Tek tabaka halinde bazal lamina tzerine
uzerine oturmus silindirik veya yuksek kubik keratinositlerden olugur. Keratinosit
sitoplazmalari icinde bulunan ara flamanlar dezmozomlar ve hemidezmozomalar
ile baglantihdir (Sekil 2.6). Bu tabakadaki hicreler epitelin yenilenme ihtiyaci
oldugunda mitoz gegirirler, mitoz geciren hucre topluluklarinin bir kisma bazal
tabakada ki kok hucreleri olustururken diger bolumu Ust tabakalara gog¢ edip diger
hicrelere farklilagsarak epitelin yenilenmesini saglarlar.

Stratum spinozum sitoplazmasinda kuguk grandller bulunan yassi
poligonal sekilli ve belirgin bir oval nukleusu olan keratinositlerden zengindir. Bu
tabakadaki hucreler birbiriyle sitoplazmik cikintilar ve yuzeyi delerek hulcreye
dikenlerle kaph bir gérinim veren desmozomlar ve tonofilaman adi verilen ara

filamanlarla sikica baglanmigtir.
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Stratum Granulozum birkag sira yassi c¢ekirdekli keratinositlerden
meydana gelir. Bu tabakadaki keratinositlerin baslica drtuind, ara filaman yapisinda
olmayan bir protein, filaggrindir. Filaggrin keratinlerin kimelesmesini uyarir.
Sitoplazmalarinda, tipik keratohiyalin granulleri ve tonofilamanlar bulunur.

Stratum lucidum kalin deride daha belirgin olan oldukga yassi eozinofilik
hdcrelerin olusturdugu yari saydam ince bir tabakadir. Organeller ve gekirdekler
artik belirgin degildir ve sitoplazma oOncelikle elektron yogun bir matriks igine
gomulu  sikica paketlenmis filamanlardan meydana gelir. Komsu hucreler
arasindaki desmozomlar hala belirgindir.

Stratum korneumdaki keratinositler farklilasmanin son asamasina
gelmigstir ve yassi yapilar seklindedir. Buradaki keratinositler epidermis ytzeyinden
dokulmeye baglar ve alt tabakalardan gelen keratinositler ile surekli olarak
yenilenmeye devam ederler.

Dermis

Derinin  elastikiyeti ve dayaniklihgini saglayan tabakadir. Deri
kanlanmasinin gogunu alan tabakadir. Dermis, sinirlari net belirgin olmayan ince
ve yuzeyel papiller dermis ile kalin ve derinde bulunan retikiler dermis olarak iki
kisimdan olusur(Sekil 2.14).

Plasma meenbeanc
Tenchlamants Attachmant plaguo

\

Homideamosome

Lamma
luoda
- —) [
- —
m Lamna
zons nam

11N
E - \ > .

“i’v:bcﬂg ( Subdeamosomal
Sores dorae plata
Anchenng filemants  Microfibls

Sekil 2.14. Dermoepidermal bileske Sekil 2.15. Keratin filamanlar Molecular
Biology of Cell, Bruce Albert, 2008
Bag doku hucreleri, lifler ve ara madde olmak Uzere 3 komponentten olusur.
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Hucreler : Yara iyilesmesinde dnemli rol oynayan bag dokusu hicrelerinden
olan fibroblastlar, hucreler arasi matriks depolanmasini, yenilenmesini ve
hacreler arasi iletisim icin gerekli olan bliyume faktorlerini de salgilarlar. Bunun
disinda histiyositler, lenfositler, plazma ve mast hiucreleri de bulunmaktadir.

Lifler (kollajen, elastin ve retikulum) Yara iyilesmesinde en 6nemli rolu
oynayan protein lifi kollajendir. Kollajen insan vicudunda en fazla bulunan
proteindir. Saglam ve yaralanmis dokuda en fazla bulunan lifler tip | ve tip Ill
kollajendir. Olgun deride ve skar dokusunda yaklasik olarak %80 tip | kollajen ve
%20 tip Il kollajen bulunmaktadir. Yara iyilesme surecinin baglangicinda tip IlI
kollajen fazla bulunmustur(50,52). Kollajen biyosentezi yara iyilesmesi sureci
disinda yavas ilerleyen bir duzenektir.

Temel madde: Derinin yapisinda temel madde olarak fibronektin,
glikozaminoglikan, hyaluronik asit, kondroidin sulfat ve dermatan sulfat
bulunmaktadir.

Hipodermis

Deri alti yag dokusu ve fibréz trabekiillerden olusur. igerisinde pannikiilus
adipozus denilen yag hucre topluluklari bulunmaktadir. Damar ve sinir yoninden
¢ok zengin olan bu tabaka is1 kayiplarini 6nleme, travmalardan koruma ve ek besin
deposu olarak iglev gorur.

Deri ekleri

Killar ve tirnaklari igceren keratinize deri ekleri ve salgi yapan sebase bezler
(pilosebase unite), ter bezleri (ekrin, apokrin) olarak iki yapisal gruptan olusgur.

Derinin innervasyonu

Duyusal sinirler; agri, 1s1, basing ve proprioseptif duyulari alir. Ayrica
dokunma duyusunu alan Merkel hicreleri, ince dokunma duyusunu alan Meissner
korpuskdulleri ile basing ve vibrasyonu alan Pacinian korpuskulleri de deride
bulunurlar. Efferent sinirler ise kan damarlari ve deri eklerini uyarirlar.

Derinin damarlari

Deride biri yluzeyel digeri derin olmak Uzere 2 ayri kapiller pleksus vardir.
Subdermal pleksus; subkutan doku ile dermis arasinda, dermal pleksus papiller
dermiste bulunur. Epidermiste damar bulunmaz(46,47)

Derinin lenfatikleri

Derinin lenfatik sistemi stratum spinozum tabakasindaki intraseluler

bosluktan baslar. Papiller tabakada, ilk lenf damarlari gorulmeye basglar, daha
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sonra buyuk damarlara donugerek subkutan tabaka altinda genel lenf sistemine

ulasir. Lenf damarlari, kan damarlarina paralel sekilde uzanir.

2.3. Yara ve lyilesmesi

Doku hasarina organizmanin onarim igin verdigi yanit hasarli dokunun yapi
ve fonksiyonunun dizeltiimesidir. lyilesme siireci, yaralanma aninda baslayan
suregen aktif dinamik bir suregctir (39-42,52). Yaranin farkl bolgelerinde iyilesmenin
farkl fazlar yer alabilir(48). lyilesmenin dogal seyrini bozan herhangi bir durum,
sonraki fazlari da etkileyerek anormal iyilesme, kronik yara ve skar olusumuyla
sonuglanabilir(49).

2.3.1. Yara Tipleri

Yaralar tiplerine ve etiyolojilerine gore akut ya da kronik olarak ikiye ayrilir.

Akut yaralar:

Gegici bir etkenin neden oldugu ve u¢ aydan kisa bir surede iyilesen
yaralardir.

Kronik yaralar

Genellikle uU¢ ay icinde iyilesmeyen ya da tekrarlayan vyaralardir.
inflamatuvar evrenin uzamasiyla karakterizedir. Kronik yaralarda anabolik ve
katabolik fazlar arasindaki denge kaybolmustur ve katabolizma on plandadir. Bu
yaralarin buyuk bir kismi ya tam olarak iyilesmez veya iyilesme sureci uzun sure

devam eder.

2.3.2. Yara iyilegsmesi

2.3.2.1. Yara iyilegmesinin Evreleri

Yara iyilesmesi birbiriyle baglantili ¢ faza ayrilir;

Hemostaz ve inflamasyon fazi

Proliferatif faz (Fibroblastik Evre)

Maturasyon ve yeniden sekillenme evresi (Remodeling Evresi)

Hemostaz ve inflamasyon

Hemostaz ve inflamasyon doku hasarina karsi verilen ilk yanittir. Hemostaz
evresi, travmadan sonra hasarlanmis damarlardan olusan kanamaya yanit olarak
katekolamin salinimini takiben gegici vazokonstruksiyon ile baglar. Damar duvar
batinlagundn bozulmasiyla ortaya ¢ikan subendotelyal kollajenler zorunlu olarak

trombositlerle temas eder ve Hageman faktorana (faktor Xll) aktive eder. Bu da
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trombositlerin sekresyonuna yol acar ve sitokinlerin, blUyume faktorlerinin
salgilanmasina yol acar(39-42,52). Aktive olmus hageman faktoru(faktor XII) dort
ana biyokimyasal sistemi harekete gegirir. Bunlar pihtilasma, kompleman, kinin
sistemi ve plazmin yapimi seklinde siralanabilir(39,52). Trombositler onarimi
baslatacak mekanizmayi harekete gegirirler. Agiga ¢gikan Tromboksan A2 (TXA2),
vazokonstruksiyon ve trombosit agregasyonuna neden olarak trombosit tikacini
olustururlar. Bu suregte ortaya c¢ikan fibrin, hem bir 6rgu olugturarak bariyer
olusturur, hem de inflamatuvar hicre ve fibroblast gogu i¢in uygun bir yer
hazirlar(40,41).

Pihti olusumu ile kanama durdurulduktan sonra, endotel hlcrelerinden
salgilanan histamin, prostoglandin E2, prostosiklin ve endotelyal buyume faktori
ile vazodilatasyon gelisir ve damar gegirgenligi artar(54,55). Yara bolgesinde
bulunan mast hucreleri de salgiladiklari aktif aminler araciligiyla gevre kan
damarlarindan yara alanina hucre gogunu hizlandirirlar.  Polimorf nuveli
Iokositler(PNL) ve plazma, damar yatagindan digariya ¢ikip yara bolgesine go¢
ederler. Yara bolgesine gelen I0kositler inflamasyon  aracilarini
serbestlestirirler(40,41). inflamasyon evresi, kapiller gecirgenlik artisiyla baglamis
olur. Trombositlerin damar endoteli bazal membranina yapigip fosfolipaz A2yi
aktive etmesiyle ekstraselluler araliga arasidonik asit serbestlenir.

Prostoglandin E1 ve E2 Ozellikle artar (40,41). Artan kan akimi ve
trombositlerden salinan kemotaktik faktorler aracihgr ile bodlgeye yogun
inflamatuvar hicre gogu olur. Trombositlerden salinan 2 dnemli kemotaktik faktor
trombosit kaynakli buyume faktoru(PDGF) ve donusturict buyume faktorl
betadir(TGF-beta). inflamasyonun neden oldugu artmis damar gegcirgenligi,
kompleman faktorler, interlokin-1, Tumor nekroz faktor- alfa(TNF-a), Transforming
growth faktor-B, Trombosit Faktor 4 (PF-4) gibi kemotaktik maddeler, notrofil
kemotaksisini uyarir(40,41). Notrofiller yara yerine damar geniglemesi ve
kemotaktik uyaranlar sonucunda ilk gelen ve inflamasyonun erken fazinda baskin
olan hucrelerdir. Bu olaya Diapedez denir. Notrofiller travmay! takiben 6 saat sonra
yarada gorulurler ve ilk iki gin boyunca baskin olan hucrelerdir. Notrofillerin yara
alanindaki esas gorevi, yabanci cisimler ile bakterilerin fagositozu ve proteaz
salinimi ile travma sonrasi hucre kalintilarinin yara alanindan temizlenmesidir(39-
41,54,55). Yarada 2-3. gunlerde monosit yogunlugu basglar. Notrofil sayisinin
azalmasiyla beraber monosit/makrofaj sayisi da artar. Makrofajlar 3-5. gunlerde
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yarada hakim hucre olurlar. Aktif makrofajlarin yara bolgesinde bulunmasi yara
iyilesmesi i¢in esastir. Makrofajlarin yara alaninda ki varligi yangisal evrenin sona
ermeye basladigi ve gogalma evresinin baslayacagina isarettir. Makrofajlarin yara
iyilesmesindeki temel gorevleri ana hatlari ile fagositoz ve antimikrobiyal etki, yara
debridmani, matriks sentez regulasyonu, hicre aktivasyonu ve anjiogenezdir(40-
42).

Yara yuzeyinin hemen altinda notrofiller ve makrofajlar band paterni
gostererek giiclii sekilde interlokin-8(iL-8) eksprese edilir. IL-8 sailnimi hipoksi,
interlokin-1, TUmor nekroz faktor alfa ve bakteriyal dranler ile situmule edilir. Yara
yiizeyinde pick diizeye ulasan IL-8 yara kenarindan keratinosit cogalmasini ve
proliferasyonunu situmule eder. Makrofajlar sadece fagositoz yapmakla kalmaz,
ayni zamanda antijen sunumu ve ¢esitli sitokin ve buyume faktorlerinin salinimini
gerceklestirir(1). Keratinosit ve fibroblast aktivasyonunu arttirirlar(58). Ayrica nétral
proteazlar yardimiyla bir taraftan plazminojenin plazmine dénusimunu katalize
ederken, diger taraftan kompleman ve pre-hageman faktoru aktive eder(40-42).
Yara bolgesine lenfositlerin gelisi makrofajlarla beraber olur ve aktive olmalarindan
ve yara alanina goclerinden makrofajlar sorumludur. Lenfositlerden salinan
lenfokinler fibroblast proliferasyonunu, migrasyonunu ve kollajen sentezini kontrol
eder. Lenfositler interferon gama ile induklenen monokin ve interferon ile uyarilabilir
protein 10 selektif olarak lenfositlerin gogunu arttirir. Lenfositlerde immunolojik
hdcreler olmasinin yaninda bFGF(FGF 2) ve Iokosit kaynakl buyume faktorlerine
(LDGF) sahiptir.

Monosit-makrofaj atraktan kemokin(MCP-1) keratinosit, makrofaj ve endotel
hdcrelerince salinirlar. Yara alanina makrofaj, lenfosit ve mast hucre gogunu
arttirirlar. MCP-1 ekspresyonu yaralanmadan sonraki 1. haftada sinirli kalir. ilk giin
endotel hicre, mononukleer hicre kaynakli iken 2. gunden itibaren bazal tabaka
kaynakli keratinositler tarafindan salinirlar. Yara iyilesmesinin bu safhasinda mast
hiacre sayisi proliferasyondan ¢ok go¢ mekanizmasi ile 5 kat artar. Mast
hdcrelerinden salinan interlokin-4(IL-4) fibroblast proliferasyonunu arttirirken MCP-
1 ve IL-8 salinimini sinirlayarak inflamasyonu azaltir. inflamatuvar fazin sonlarina
dogru ortamdaki sitokin duzeylerinin digmesiyle monosit/makrofajlarin agirlkta
oldugu hiicre infiltrasyonu giderek azalir. inflamatuvar faz, yaranin derinligine ve

genisligine gore degismekle beraber ortalama 3-5 gun devam eder(51,59).
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Proliferasyon (Fibroplazi, epitelizasyon, anjiogenez, ekstraselliiler
matriks sentezi)

Bu evrede trombosit ve aktive makrofajlardan salinan sitokin ve buyume
hormonlarinin etkisi ile fibroblast ve endoteliyal hicrelerin gogu ve ¢gogalmasi on
plandadir (Sekil 2.16). Travmadan sonraki ilk 36-72. saatler iginde fibroblastlarin
TGF beta etkisinde yara alanina goguyle olusur. Fibroblastlari yaraya gogunu
uyaran ana sitokinler, makrofaj ve trombositlerden salgilanan, PDGF, TGF-3, EGF
ve fibronektin’dir(54). PDGF; ndtrofillerin, makrofajlarin ve diz kas hucrelerinin
kemotaksisini de uyarir. Fibroblast ve duz kas hucre mitojenesini situmule eder.
TGF-B makrofajlari etkileyerek bFGF, PDGF, TNF alfa ve interlékin-1 gibi
sitokinlerin salinimini situmule eder. Yara bolgesindeki nekrotik dokulari gegip
yaralanma bolgesine fibroblastlarin ulasabilmesi igin fibroblastlar, TGF-f’'nin
uyarimi ile ortama proteolitik enzimler salgilarlar(54). Bu enzimler matrix
metalloproteinazlardir(MMP).

Fibroblast yogunlugu, yara yerinde 6. gunde maksimum duzeye ulagir.
Fibroplazi safhasi, fibroblastlarin aktivite gosterdigi ve zemin maddesi ile bag
dokunun sentezlendigi donemdir. Yara gerilim gucunde belirgin bir artis meydana
gelir. Bu fazda; fibroblastlar ile epitel ve endotel hucreleri baskindir.

Fibroblastlarin ana fonksiyonu kollajen sentezidir(39,42). Kollajen sentezini
uyaran sitokinlerin baginda ise TGF-B, PDGF ve EGF gelmektedir(53). Kollajen
sentezi yaralanmanin 5-7. gunlerinde maximum seviyededir. Fibroblastlar ayni
zamanda fibronektin, proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlar gibi proteinler de
sentezler(53). Bu maddeler kollajen fibrillerinin kimelenmesi esnasinda ¢apini ve
bayuklugunu etkileyerek bag dokusunun fiziksel Ozelliklerinin olusmasinda rol
oynarlar(39,42). Fibroblastlar kollajenin sentez ve birikimi yaninda bag dokusunun
yapisal ve fonksiyonel olarak uygun sekil almasinda da gorev alirlar. Ekstraselltler
matriks sentezi 2-3. gunlerde baslayip, 15-20. gine kadar devam eder. Bu donemin
en Onemli hicre Urunu kollajendir. Kollajen tum vucut proteinin %30’unu
olusturmaktadir ve vucut isisinda proteolitik enzimlerin etkisine dayanikhdir(39,42).
Saglam deride %80-90 tip-1 kollajen geri kalan %10-20’lik kismi ise tip-IIl kollajen
olustururken, granulasyon dokusunun %30’unu tip-Ill kollajen olugturmaktadir(54).

Epitelizasyon, insizyonel yaralarda, yaralanmadan hemen sonra baglar ve
24-48 saat icinde tamamlanir(54). Epitelizasyonun tamamlanmasinda, EGF, TGF-
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a, platelet kaynakli EGF ve keratinosit growth faktor (KGF diger ad1 FGF-7) etkili
olan sitokinlerdir.

Onarim bolgesinde bulunan damarlarin tomurcuklanmasi yoluyla yeni
damarlarin olusumuna anjiogenezis veya neovaskilarizasyon denir(60). Dorduncu
gunde belirginlesir ve yara iyilesmesinin sonuna kadar devam eder. Primer
uyaricisi vaskuler endotelyal buyume faktort (VEGF) ve FGF-2(1-4,27). Erken
donemde trombositlerce salgilanan transforming baylime faktoru-Beta (TGF-B) ve
PDGF de dolayh olarak anjiogenezi uyarir(40,41,60). Makrofajlar salgiladiklari
TNF-a ve fibroblast buylime faktort (FGF) gibi buyume faktorleriyle anjiogenezde
de anahtar rol oynarlar ve NO sentezini saglarlar(39,61).Yeni kan damarlarinin
yaninda makrofaj, fibroblast ve gevsek bag dokusu igerir.

Yara kontraksiyonu insizyonel yaralar icin daha az dnemli olmakla beraber
acik yaralar igin buyuk onem arz etmektedir. Bu evrenin ileri agsamalarinda
makrofajlar tarafindan stimule edilerek yara kenarindan veya kemik iliginden gelen
fibroblastlarin bazilari miyofibroblasta déntsur(45). Granulasyon dokusunun
gelisimi ile es zamanli olarak yara kontraksiyonu gerceklesir(39,42,54). Doku kaybi
olan yaralanmalarda, aktin filamentlerinden zengin miyofibroblastlarca baglatilan
kontraksiyon hareketi, yaranin lokalizasyonuna bagli olmakla beraber gunlik 0,6-
0,7mm lik kontraksiyona ugrayarak yara kenarlarini yaranin geometrik merkezine
dogru ceker(54).

ilerleyen kontraksiyon yara boyutunu kigiiltiir ve epidermis sonugta
graniilasyon dokusunu tamamen érter. insizyonel yaralarda myofibroblastlar,
yaralanmanin 4-6. gunlerinde yaranin santral bolgesinde ortaya ¢ikar ve 2-3 hafta
sonra kaybolur (54).Yara kontraksiyonu hucre aracili bir durum olup kollajen
sentezine ihtiya¢ duymaz. Yara kontraksiyonunda TGF-3 anahtar rol oynar.

Superhcial partial Deep partial Full thickness
Healthy Superficial wound thickness wound thickness wound wound*
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Sekil 2.16. Saglikh Deri ile Kismi kalinlikta yara ve epitelizasyon

Epitelizasyon(Sekil 2.16), aktive yara makrofajlar, trombositler ve
keratinositlerden salgilanan epidermal buyume faktoru (EGF), FGF, hepatosit
blayuime faktoru (HGF) ve donasturicu buyume faktoru-a (transforming growth
factor-a: TGF- a) tarafindan stimule edilir(47). Bunlar, keratinositlerin migrasyonu,
proliferasyonu ve hayatta kalmasini, aktivasyonu ile stimule eden tirozin kinaz

reseptorunun ligandlaridirlar (45).

Maturasyon ve Yeniden Yapilanma (8. gtin-1 yil)

Bu fazda, inflamatuar hucreler azalmaya baglar, bunu anjiogenezin ve
fibroplazinin sonlanmasi takip eder. Yaralanma sonrasi 2. haftada baglayarak ile
yaklasik bir yil kadar devam eder. Yaralanmanin ilk haftasinda sentezlenen
kollajen, yeniden sekillenme fazinda yerini kovalent baglarin arttigi stabil kollajene
birakir. ilk etapta rastgele dizilmis kollajen lifleri, mekanik giclerin etkisiyle
kademeli sekilde organize olurlar. Maturasyon evresinde kollajen sentez-yikim
dengesi nedeniyle kollajen miktarinda artis gergceklesmez. Kollajen liflerinin dizilimi
yarada daha fazla gerilim meydana getirir. Cinko igceren metalloproteaz bir enzim
ve ayni zamanda tip [, II, Il kollajeni yikan major enzim olan kollajenaz ile kollajen
yikimi gergeklesir.

Maturasyon evresinde depo edilen yeni kollajen lifleri stabil gapraz baglar ile
kalici hale gelirler. Bu capraz baglar yaraya saglamlik ve buatunluk kazandirir.
Maturasyon evresinde diger degisiklikler, hicre i¢ci matriks molekullerinde olur.
Hyaluronik asit, kondroidin-4-sulfat gibi GAG’larin ve proteoglikanlarin miktari
dermiste bulunan normal duzeylerine iner, dokunun su igerigi zamanla azalip
normale doner (Tablo 2.5). Kollajen kalinlasir, yogunlasir ve kan damarlari giderek
konstriksiyona ugrayip kaybolur. Yeniden yapilanma fazi yaranin kapanmasindan
sonra aylarca devam edebilmektedir.

Tablo 2.5. Ana Ekstraselltler Matriks Proteinleri

ANA EKSTRASELLULER MATRIKS PROTEINLERI(9)

Kollajen

Laminin
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Fibronektin

Vitronektin

and rich in cysteine)

Matriks proteinleri; Trombospondin, Tenaskin, SPARC(Secreted protein acidic

Yara iyilesmesinde butin bu safhalarin sonunda yaralarda morfolojik

olarak Ug¢ ana Ozellik olan yara kontraksiyonu, epitelizasyon ve bag dokusu

birikimi saglanarak yara iyilesmesi tamamlanmis olur (39-42).

Tablo 2.6. Hucresel olaylar ve yara iyilesmesinin biyobelirtegleri

Tablo 2.2. SITOKIN VE BUYUME FAKTORLERI

SINIF URETIM ETKINLIK
IL 1,6,8 Sitokin Makrofaj, keratinosit Proinflamatuvar
(fibroblast ve
L2 Sitokin T lenfosit Fibroblast kemotaktik
TNF Sitokin Makrofaj Proinflamatuvar ve kollajen sentezi
IL 4 Biiyiime T lenfosit TNIJ?, IL 1, IL 6, Fibroblast proliferasyon
Fak. inhibisyonu
FGF A-B Biiylime Fibroblast, Makrofaj, T lenfosit, Fibroblast kemotaksis ve
Fak. endoteliyal hiicre proliferasyonu, Anjiogenez
KGF 1,2 Biiytime Fibroblast Keratinosit boliinmesi ve diferansiyasyonu
Fak. situmulasyonu
PDGF Biiytime Fibroblast, Makrofaj, trombosit, Notrofil-fibroblast kemotaksisi,
AA, BB, Fak. endoteliyal hiicre anjiogenez uyarilmasi, MMP
AB, upregiilasyonu
TGF Biiylime Fibroblast, Makrofaj, trombosit, Notrofil-keratinosit kemotaksisi,
ALFA Fak. keratinosit, T lenfosit anjiogenez, TIMP upregiilasyonu,
- MMP inhibisyonu, keratinosit
VEGF Biiyiime Fibroblast, Makrofaj, trombosit, Anjiogenez, endoteliyal hiicreler i¢in
Fak. endoteliyal hiicre, keratinosit mitojenik etki
TIMP Biiyiime Mezenkimal hiicrelerin ¢ogunlugu MMP’s inhibisyonu
MMP’s Ei{yﬁme Monosit, makrofaj, endoteliyal hiicre Ekstraselliiler matriks degrade edilmesi
EGF Eii]yﬁme Makrofaj, keratinosit Keratinosit ve fibroblast
Fak. proliferasyonu, keratinosit
migrasyon uyarilmasi, skar doku

(Indian J Plast Surg.2012 May;45(2):220-8.Shah JM, Omar E, Pai DR, Sood S.)

2.3.2.2. Yara iyilesme Sekilleri
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Primer iyilegsme

Epiteliyal ve bag doku kaybinin minimal oldugu, epiteliyal bazal
membranin dlzgun olarak zedelendigi ve yara kenarlarinin cerrahi yontemler
kullanilarak (sutur, stapler veya yapiskan bantlarla vs) kapatiimasi esasina
dayanan yara iyilesmesidir(39). Primer iyilesmede insizyona komsu epidermis
bazal tabakasinda prolifere olan keratinositler 6nemli rol oynar (39,42,64). 3.
gunden itibaren makrofajlarin yara ortaminda gorulmesi ile kollajen sentezi
baglar. 5. gunde kollajen sentezi yogunlasir ve her iki yara marjini arasindaki
kollajen liflerde kopruler olusur. Epitelin maturasyonu ile 4 hafta sonunda Uzeri
intakt epidermis ile doseli, inflamatuar hicre igermeyen, yara hatti boyunca
deri eklerinin bulunmadigi skar doku meydana gelir. Sekonder iyilesme

inflamatuvar Ulserasyon, abse olusumu ve fazla miktarda doku kaybi
varliginda sekonder iyilesme gergeklesir. Sekonder iyilesme sureci daha
karmasik ve uzun surelidir. Kontraksiyon ve ylzey epitelizasyonu temelinde
yara iyilesmesi gergeklesir. Primer iyilesmeden farki olarak ortamdan
uzaklastirilmasi gereken nekrotik doku ve eksuda varligi nedeniyle
inflamatuvar yanit daha siddetlidir, inflamasyonun siddetli olmasi, parankimal
hdcrelerde rejenerasyonun olmamasi ve doku defekti nedeniyle granilasyon
dokusu daha fazla miktardadir (39,42).

Tersiyer iyilesme (Gecikmis primer iyilesme)
Sekonder iyilesmeye birakilan yaranin sartlar uygun hale geldiginde yani
yeterli granulasyon dokusu olustugunda primer olarak kapatilmasidir. Bu tip
iyilesmede kollajen metabolizmasi bozulmaz ve sonunda primer kapanmada

ulasilan gerilme kuvvetine esit degerler elde edilir.
2.3.2.3. Yara iyilesmesini etkileyen faktorler

Cerrahide yara iyilesmesini etkileyen birgok lokal ve sistemik faktorlerin

varligi bilinmektedir.

Lokal faktorler, Cerrahi alaninin doku kan akimi (oksijenizasyon),
iskemi Enfeksiyon (nekrotik doku, yara lokalizasyonu), Yabanci cisimler,
Odem/artmig doku basinci (doku gerginliginin artmasi, vs.), Yara yerinde
hematom ve seroma gelisimi, Cerrahi teknikte yetersizlik ve yanhg sutur
materyali, Cok baskili pansuman
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Sistemik faktorler, Doku perfizyonunu etkileyen kardiyovaskuler sistem
hastaliklari, Kan oksijenizasyonunu etkileyen respiratuvar sistem hastaliklari,
Obezite, Metabolik hastaliklar (Uremi, kronik anemi), Endokrin hastaliklar
(Diyabet, hipotroidizm), Renal ve hepatik hastaliklar, Yaslilik, Hipotermi, Gut,
Agri, Sepsis, Beslenme bozukluklari (protein-kalori eksikligi, vitamin eksikligi,
eser element eksikligi vs.) ve dehidratasyon, Sigara (nikotin), Kortikosteroid,
iyonize radyasyon, Kemoterapotik ilaclar (kolsisin, metotreksat, 5-florourasil,
siklofosfamid), Nonsteroid anti-enflamatuvar ilaglar, Bag doku metabolizma
bozuklugu yapan genetik hastaliklar (Kutis laxa, Ehler- Danlos, Osteogenezis
imperfekta, Marfan Sendromu) (39-42, 48, 64).

Uygun bir yara iyilesmesi igin, tedavi yontemlerinin uygulanmasinin
yani sira yara iyilesmesini olumsuz etkileyebilecek faktorlerin de en aza
indirgenmesi gerekmektedir. Bu faktorlerin arasinda siklikla kargimiza ¢ikan
diyabet, yara iyilesmesini etkileyen Onemli hastaliklardan biridir (43).
Dolayisiyla bozuk yara iyilesmesine 6rnek teskil eden diyabetin, yara iyilesme

modellerinde kullaniimasi klinikle uyumludur.

2.4. Diyabet ve yara iyilesmesi

Diyabet, gunumuzde en sik gorilen kronik hastaliklardan biridir.
Hastalik, kalitsal ve edinsel faktorlerin etkilesimi ile olusan insulin hormon
aktivitesindeki yetersizlige bagh olarak gelisen hiperglisemi ve yetersiz insulin
aktivitesine bagli olarak dokularda olusan metabolik anomaliler ile
karakterizedir (63,66).

Diyabetes Mellitus Komplikasyonlari
Diyabetin komplikasyonlari akut ve kronik olmak Uzere ikiye ayrilir. Akut

komplikasyonlar diyabetik ketoasidoz, hiperozmolar nonketotik koma, laktik
asidoz ve hipoglisemidir. Kronik komplikasyonlar da kendi igerisinde
makrovaskuler ve mikrovaskuler komplikasyonlar olmak Uzere ikiye ayrilir.
Makrovaskuler komplikasyonlar hipertansiyon, serebrovaskuler hastalik ve
koroner arter hastaligi; mikrovaskuler komplikasyonlar ise retinopati,
nefropati, noropatidir.
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DM’un etiyolojisi tam bilinmemektedir. Sug¢lanan birgok etiyolojik faktor
vardir. Bununla beraber, Tip 1 diyabet ve Tip 2 diyabet igin 6ne surulen
etiyolojik faktorler arasinda major farkliliklar mevcuttur(63). Tip 1 Diyabette
cesitli nedenlere bagl pankreas-hucrelerinin yikimi s6z konusu iken Tip 2
diyabette genetik faktorler ve obeziteye bagli reseptorlerde insulin direnci s6z
konusudur(63). Tipi ne olursa olsun sonugta tim diyabetlilerde benzer

sorunlar gelismektedir.

Diyabetik hastalarda diyabetik olmayan hastalara gore gangren
gelisme riski 17 kat daha fazladir. Diyabetik hastalarin %15’i yagsamlarinda
diyabetik ayak Ulseri ile karsilagsmakta ve bunlarin %6-40 amputasyon dabhil
cerrahi tedavilere ihtiyag duymaktadir (Sekil 2.17).

Prevalence of diabetes (%) In persons 35 - 64 years
- =
<3 3-5 6-8 >8

2000 = number of people with diabetes in 2000
2030 = number of people with diabetes in 2030

Source; Wild et al, 2004

Year —_ 22000 2030™
Ranking Country People with diabetes (millions)
1 India 31.7 79.4

2 China 20.8 42.3

3 United States of America 17.7 30.3

Sekil 2.17. Diinya genelinde diyabet prevalanst (WHO)

Diyabet ve Metabolik Patolojiler

Deneysel ve klinik gozlemler, diyabetin tum komplikasyonlarinin
metabolik bozukluklarla ve hiperglisemi ile iligkili oldugunu gostermektedir.
Fizyopatolojik sureclerin temelinde birkag biyokimyasal olay yatmaktadir:
Enzimatik olmayan glikozilasyon, Poliol yolu, Protein kinaz C aktivasyonu,
Hekzosamin yolu artmis aktivitesi, Mitokondrial elektron tasima zincirinde

superoksid anyonu olusumu (66).

Mitokondride olusan ROS'larin mitokondrial DNA hasarina neden
oldugu ve bodylece bu DNA tarafindan kodlanan elektron transport

elemanlarindan bazilarinin yapilarinin ve fonksiyonlarinin bozulmasina yol
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actigi gosterilmigtir. Hasarli elemanlar normoglisemide bile superoksid
olusumunun artmasina neden olur. Gunumuze kadar gelen arastirmalar
yukaridaki mekanizmalarla olustugu dusunulen yara iyilesmesini sekteye
ugratan komplikasyonlar arasinda diyabetik ayak ulserli hastalarin % 60’inda
periferik noropati, % 20’sinde iskemi, % 20’sinde noropati ve periferik arter
hastaligi birlikte bulunur. Yara iyilesmesinde gorulen aksakliklar, yetersiz
insulin salinimi ve artan kan glikoz miktari sebebi ile olabilir glinku hiperglisemi

hdcrelerin davraniglarini etkilemektedir(66).

Diyabetik insan ve hayvan modellerinde vyapilan ¢alismalar,
inflamasyon, kollajen birikimi, hlcrelerarasi matriks farklilasmasi, fibroblast
¢ogalmasi ve yara kontraksiyonu gibi yara iyilesme surecinde anormallikler
oldugunu goOstermektedir(67). Diyabetlilerde gorulen yetersiz yara
iyilesmesinin inflamatuvar faz sirasindaki anormal doku cevaplar ile ilgili
oldugu dusunulmektedir(63,67). Yara iyilesmesinin ilk evresi olan inflamatuvar
fazin tipik Ozellikleri, diyabetli hastalarin yaralarinda anormallikler gosterir.
Yara bolgesinde hucre birikiminin azalmasi, inflamatuvar hicre yogunlugunun
azalmasina ve boylece inflamatuvar mediyatorlerin azalmasina yol
acmaktadir. Bu da fibroblast goglinun yavaglamasina ve kollajen sentezinde
azalmaya neden olur ve bu da yara geriliminin azalmasiyla sonuglanir.
Azalmig anjiogenezin yol a¢tigi hipoksi ve enfeksiyon riskinde artisin haricinde
diyabetik yara iyilesmesinde bahsedilen problemlerin gogunlugu inflamasyon
periyodunda yer almaktadir. Bu da bu periyodun dengesinin yara iyilesmesinin
temelini olusturdugunu gosterir(44).

Diyabetik hastalarin %98’inde kapiller endotelinin bazal membranin
fonksiyon bozuklugu sebebiyle vazodilatasyon cevabi bozuktur(68). Bu
sertligin sebebi protein glikolizasyonudur(66). Hasar gormus endotel tamir
edilirken hucre igi yuksek glikoz endotel hicrelerince bazal membran sentezini
uyarir. Asiri protein birikimi ile yeni olusan bazal membran kalinlasir ve kapiller
gegirgenlik azalir. Sonug olarak I6kosit ve eritrosit gogu azalir(68). Ayrica yara
bolgesine gelen inflamatuvar hucrelerin yara alanini terk etmeleri gecikir ve
kronik inflamasyon olusur(67,69). Diyabette yara iyilesmesinin erken
evrelerinde |0kosit aktivitesinin bozulmasi daha sonraki evrelere de etki
eder(38) ve fibroblast cogalmasi ve kollajen sentezini de 6nler(71). Bozuk
granulasyon dokusu olusur(71,72).
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Diyabette yara iyilesmesinin bozuklugunun bir bagka nedeni de kollajen
sentezinin segici inhibisyonudur(74). Farmakolojik olarak diyabet olusturulmus
hayvanlarda kontrol grubuna gore % 30 daha az kollajen igerigi saptanmistir
(75). Diyabet, kollajen oranina oldugu gibi kalitesine de etki eder. Kollajenin
capraz baglanma oranini karbohidrat metabolizmasi belirler(77). Yapilan bir
calismada diyabette insan kollajeninin daha c¢abuk yaslandigi
gosterilmigtir(78). Diyabette kollajenin glikolizasyonu da diyabetik olmayanlara
gore daha fazla artis gostermistir(112). Kollajen sentezindeki azalmaya bagl
olarak diyabette yaranin kopma kuvvetinde azalma belirlenmigtir. Bu durum
ozellikle tedavi edilmemis hayvanlarda gosterilmistir. insiilin tedavisi azalmis

yara gerim gucunu geriye ¢evirmez (113).

Artmis ateroskleroz ve néropati nedeniyle azalmis perfuzyon, diyabetik
hastalarda enfeksiyon icin artmis risk teskil etmektedir. Bunun yaninda uzun
suren immun fonksiyon bozuklugu ve azalmis anjiogenez de bu anormal
iyilesmeye katkida bulunur(48). Yara yerinde acilma, hipertrofik skar, keloid
ve kronik Ulsere donusum de diyabetik yaralarda gorulebilen problemlerdendir
(Tablo 2.7).

Tablo 2.7. lyilesmeyen-Kronik Yaralarda Biomarkerlar
IYILESMEYEN-KRONIK YARALARDA

BIOMARKERLAR
MMP seviyelerinde artig

MMP/TIMP oraninda artig

Sitokin seviyesinde artig

Prokalsitonin seviyesinde artis

Artmig bakteriyal housekeeping gen

ekspresyonu Azalmis konakgi housekeeping

2.5. Deneysel Diyabet

Gunumuzde c¢esitli hastaliklara tani konmasi, patogenezlerinin
aydinlatilmasi, hastaliktan korunma ve tedavi olanaklarinin incelenebilmesi
icin deneysel hayvan modellerinin kullanimi olduk¢a yaygindir. Diyabet
hayvan modelleri diyabet aragtirmalarinda, insan deneklerinde gereksiz ve
etik agidan zorlayici arastirmalardan kaginmaya ve bu hastaligin kapsamli bir

bilimsel gérusunu elde etmemize yardimci olan dnemli bir aractir.
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Diyabet hayvan modelleri de temsil ettikleri diyabet turine gore
siniflandinlabilir. Hem alloxan hem de streptozotosin, tip 1 ve tip 2 diyabetin
indUksiyonu i¢in kullanilabilir. Yine de, bu kimyasal maddeler tip 1 diyabetin
indUksiyonu igin en yaygin sekilde kullanilir, ¢inkul insulin direncini dogrudan

indUkleyemezler.
Streptozosin (STZ)

STZ (2-Deoxy-2-([(methylnitrosoamino) carbonyl] amino)-D-
glucopyranose) streptomycetes achromogenes tarafindan sentezlenen
neoplastik, antineoplastik ve diyabetojenik 6zelliklere sahip nitrozire analogu
genis spektrumlu bir antibiyotiktir(116-120). Notral pH’'da hizla dekompanse
olmasindan dolay stabil halde oldugu pH 4- 4,5'de sitrat tampon igerisinde
hazirlanmasi gerekir. Uygulamadan hemen once hazirlanmasi gereken STZ,
-20 C’'de karanlik ortamda muhafaza edilmelidir (114).

Etki Mekanizmasi STZ, yapisinda igerdigi glukoz molekulu sayesinde
pancreas adaciklarinin beta hicrelerine GLUT2 araciligi ile alinir((Tablo 2.7).
Bu nedenle GLUT2 dlzeyinin azaldigi durumlarda diyabetojenik etkisinin
azaldigi ve ayni zamanda ¢oklu dozlarda uygulanmasinin da GLUT2 Uretimini

azalttigi gosterilmistir(111,121).

STZ'nin ilk etkisi beta hucrelerinin glukoza yanitini ortadan kaldiriimasi
olup bunu kalici beta hicre hasari takip eder.STZ'nin glukoz oksidasyonunu

(122) ve insulinin biyosentezi ve sekresyonunu azalttigi da bildiriimektedir.

Cesitli hayvanlarda STZ'nin diyabetojenik etkilerinin ortaya ¢iktigi

gOzlenen doz araliklari Tablo 2.9 ve Tablo 2.10’da verilmisgtir.

Tablo 2.8. Farkl hayvan turlerinde STZ’ nin doz araliklari

SICAN 40-80 mg/kg
i.v. 35*-150
mg/kg i.p. 60-
FARE 60-200 mg/kg **
i.v. 50-180
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Tablo 2.9. Tip 1 ve Tip 2 Diyabet olusturmak i¢in siganda STZ kullanim sekli ve

dozlari
DENEY Tip 1 diyabet Tip 2 diyabet
HAYVANI
Erigkinde; Yenidoganda;
35-80 mg/kg tek doz 35-80 mg/kg tek doz i.v.,
i.v., i.p., s.C. i.p., s.c. 100 mg/kg tek doz
100 mg/kg tek doz i.v., i.v., i.p., s.c. Erigkinde;
i.p., s.c. 40 mg/kg tek 65 mg/kg i.v. + 110-230 mg/kg i.p.
doz i.m. NAD 35 mg/kg tek doz i.p., + 2
SAIIS hafta sureli yuksek yagl diyet
30 mg/kg iki doz i.p., + 4 hafta sireli
yuksek yagli diyet
60 mg/kg i.v. + 2 hafta sureli yiksek
yagl diyet
STZ uygulamasi ile Tip |l diyabetin erigkin hayvanlarda

olusturulmasinin bir diger yolu ise belli bir sture yuksek yagl ya da yuksek
fruktozlu(124) diyetle besleme sonrasi STZ enjeksiyonudur. Tip Il diyabetin
gelismesinde yuksek fruktoz tuketiminin onemli bir ¢evresel faktor oldugu
bilinmektedir (124).

STZ veya alloksan enjeksiyonu sonrasi hayvanlarin diyabet olup
olmadiklarinin belirlenmesi igin sikhkla 2-3 gun icgerisinde kan glukoz
duzeylerine (>200 mg/dl ya da > mmol/L) bakilmakla birlikte, disuk kan insulin
duzeyi), gunluk fazla idrar gikisi (>25 ml/gun) ve glikozuri (>%2)(15) varligi da

degerlendiriimektedir.

STZ benzeri kimyasallarla olugturulan diyabet modellerinin, diger
deneysel modeller ile karsilastirildiginda daha ucuz olmasi, daha kolay
geligtirilebilmesi, pancreas adacik beta hucrelerini tahrip etmesine ragmen
diger hucrelere zarar vermemesi, ketoasidoz ve mortalite oraninin nispeten

daha az olmasi gibi birgok avantaji bulunmaktadir (114,115).



3.GEREG VE YONTEM

Calisma Manisa Celal Bayar Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma
ve Uygulama Merkezi’ nde(DEHAM) yapilacak olup 70 adet, agirliklari 250
150 gr arasinda degisen 12 haftalik erigskin erkek siganlar kullanilacaktir.
Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakdiltesi (M.C.B.U.T.F.) Deney
Hayvanlari Etik Kurulu onayi ile bu galisma yurutulmuastir. Calisma 70 adet
agirliklart 250+ 50 gr arasinda degisen Wistar Albino susu 12 haftalik erigkin
erkek siganlar (izerinde yapildi. M.C.B.U.T.F. Deney Hayvanlari Arastirma
Laboratuari tarafindan saglanan hayvanlar ayni labarotuvarda ‘M.C.B.U.T.F.
Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuvari Usiil ve isleyis’ esaslari
dogrultusunda bakildi. Siganlar 3 gun boyunca adaptasyon igin herhangi bir
saglik problemi belirtisine karsi bekletildi. Sicanlar 3 gun boyunca adaptasyon
icin her hangi bir saglik problemi belirtisine karsi bekletilecektir. Calisma
boyunca hayvanlar stabil kosullar olan 22°C sicaklik, % 30-70 nem,
aydinlik/karanlik dongusu 12/12 saat tutulacaktir. Kuru pelletler ve gesme

suyu ile beslenmeleri saglandi.
3.1. HUCRE KULTURU DENEYLERI
3.1.1. Periferik Kan Mononiikleer Hiicre Eldesi:

Calismamizda kullandigimiz PKMHler siganlardan elde edilen tam
kandan fikol dansite gradient metodu ile izole edilmigtir. 50 ml’lik konik tabanl
bir adet falkon tupine 10 ml fikol eklenmistir. Bagka bir 50 ml'lik konik tabanl
falkon tipune serolojik pipetle 10 ml kan ve Uzerine tam kan miktarina esit
olarak 10 ml PBS eklenerek karistirildi. PBS ile karigtiriimis olan periferik kan
konik tupun kenarindan yavasca sizdirilarak fikol Uzerine yayilmasi, iki sivinin
birbirine karismadan tabaka olusturmasi saglanmistir. Daha sonra falkon ttpu
2700 RPM hizindinda 30 dakika boyunca santriflj edilmistir. Santriflj sonunda
Orta tabakada meydana gelen PKMH hucreleri iceren bulutsu tabaka serolojik
pipetle dikkatlice gekilerek bagka bir 50 ml ‘lik falkon tipUune alindi. Elde edilen
hdcreler hacminin yaklasik 3 kati kadar PBS eklenerek 1800 RPM hizinda15
dakika santrifiij edilerek yikandi. Uzerinde olusan supernatant atilarak tekrar
yikamak amaciyla 6-8 ml PBS ile 1800 RPM hizinda 10 dakika kadar santrifuj
edildi ve sonrasinda supernatant tekrar atilarak hucreler DMEMF12

besiyeriyle sispanse edilerek kultur kabina alinmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Periferik Kan Mononukleer Hucre Eldesi
3.1.2 Kok Hucreden Farklandiriimig Langerhans Hiicre Eldesi

Fikolden arindirlan hudcreler medium eklenerek 5 ml’lik hicre
suspansiyonu elde edilmigtir. Bu hicre suspansiyonundan 1 ml alinip Tripan
mavisi ile hucre sayi ve canliligi belirlenmistir. Daha sonra bu hicreler %10
Istyla inaktive edilmis FBS, 100 U/mL penisilin ve 100 ug/mL streptomisin
eklenerek hazirlanan alpha-MEM besiyerine 50ng/mL GM-CSF (Granulosit
Makrofaj Koloni Uyarici Faktor) ve 50ng/mL IL-4 ilavesiyle 5 gun boyunca
gunasiri sitokin igeren besiyeri degistirilerek farklilastirma yapilmigtir.

3.2. Hayvan Deneyleri
3.2.1. Deneysel Diyabet Modeli ve Deney Gruplar

Deneysel greft yara modeli diyabetli olan ve diyabet olmayan saglikh
erkek siganlarda genel anestezi altinda olusturuldu. Daha sonra siganlar
diyabet olan ve olmayan her grupta bes olarak toplam 10 gruba ayrildi. Kontrol
grubuna sadece greft yara modeli yapilacak, sham grubuna sadece besiyeri
uygulandi ve diger gruplara ise, besiyeri icerisinde PKMH yara bolgesine
uygulandi. Greftler kudltir ortamina alinip Uzerlerine hucreler ekilde.
Hayvanlarin sirt bolgesinde dort adet 1X1 cm tam kat deri grefti karsilikli

olarak yer degistiridi. Sirttaki greftlerden 3., 7 ve 14. glnlerde biyopsi ile 6rnek
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alinip incelemeler yapildi. Hiicresel tedavide her bir yara kenarina 1x108 hiicre
uygulandi. PKMH ve FLH uygulamalar 14 gun boyunca tek doz yapildi.

Cerrahi prosedur uygulanacak siganlara 90-100 mg/kg ketamin
(Ketalar ®) ve 7-10 mg/kg xylazin (Alfazyne®) olacak gekilde intraperitoneal
olarak islem oOncesi uygulandi. Deney hayvanlarinin birbirlerine zarar
vermelerini engellemek amaciyla herbiri ayri standart plastik kafeslerde
tutuldu. Hayvanlar, ¢alisma boyunca stabil kogullar olan 230C sicaklik, % 30-
70 nemli ortamda tutuldu. Sabah 07:00’ den aksam 19:00’a kadar 12/12 saat
aydinlik/karanlik dongusu saglandi. Siganlar standart kuru pelletler ve cesme
suyu ile beslenmigtir. Diyabet olusturulacak olan deney hayvanlari iglem
oncesi a¢ birakilmadi.. Bu amagla diyabetik gruptaki hayvanlara tek doz
seklinde, taze hazirlanmis % 0.9 izotonik tuz solusyonunda ¢ozdurulen 50
mg/kg Streptozotocin (STZ) intraperitoneal olarak verilerek diyabet
olusturuldu. STZ uygulandiktan G¢ gun sonra aglik kan sekeri 250 mg/dL ve
uzeri olanlar diyabet kabul edildi (Tong ve ark. 2016).

Calismanin 1., 3. ve 7. gunlerinde doku biyopsisi yapildigi sirada
kuyruk veninden kan seker duzeyi yeniden degerlendirilerek kan seker
duzeyinin 250 mg/dl Gzerinde oldugu gorulda.

Diyabet olugturmak igcin STZ enjeksiyonu yapilan deney hayvanlari
baslangi¢ tarihinden deneyin sonlandirilacagi 14. gune kadar hergun vucut agirhg,
idrar ¢ikisi ve beslenme agisindan takip edildi. Bu takiplerde elde edilen degerler
de diyabetik durumun olugtugunu ve bu sure boyunca devam ettigini gosterdi.
Takipler sirasinda hiperglisemi kaynakli sivi ve agirhk kaybi yasiyan deney
hayvanlarina gereginde 0,1 ml SF ile s.c. volum replasmani yapildi.

Cerrahi Prosedur: Deney hayvanlari, deney oncesinde sirt bolgesi tuyleri
tirags makinesi ile deriye hasar vermemeye 0zen gosterilerek tiraglandi (Sekil 3.2.).
Tuayler uzaklastirildiktan sonra, deney alani steril SF ile temizlendi. Tum gruplardaki
deneklerde steril cerrahi set kullanilarak siganin tlylerden uzaklastirilan sirt
bdlgesinde 15 numara bisturi egliginde dort adet 1x1 cm boyutlarinda epidermis ve
dermisi iceren tam kat deri grefti karsilikli olarak yer degigtirildi (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Deney hayvani sirt bolgesinde yara modeli olugturma

Deneysel greft yara modeli DG ve NDG saglikh erkek siganlarda genel
anestezi altinda olusturuldu. Daha sonra si¢anlar toplam 10 gruba ayrildi; kontrol
grubuna sadece greft yara modeli yapildi, sham grubuna sadece besiyeri
uygulandi ve diger gruplara ise, besiyeri icerisinde PKMH veya FLHyara bdlgesine
uygulandi. Uygulamalar 14 gun boyunca tekrarlandi.

Yara yerleri gunlik olarak epitelizasyon, enfeksiyon ve inflamasyon
acisindan takip edildi. Hicbir deney hayvanina yara yeri enfeksiyonu nedeniyle
topikal ve sistemik antibiyotik veriimedi.

In vivo deney gruplari asagidaki sekilde olusturuldu.

GRUPLAR Diyabet olmayan Diyabet olan gruplar
gruplar
Kontrol grubu Sadece deneysel greft Sadece deneysel greft
yara modeli olusturuldu, yara modeli olusturuldu,
n:6. n:6.
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Sham grubu Deneysel greft yara
modeli olusturulacak ve
yara bolgesine sadece

besiyeri uygulandi, n:6.

PKMH grubu Deneysel greft yara

modeli olusturulacak ve

yara bolgesine periferik
mononukleer hiucre

uygulandi, n:6.

FLH grubu Deneysel greft yara
modeli olusturulacak ve
farklandinimis
langerhans hucreleri yara
bdlgesine uygulandi,

n:6.

FLH + PKMH grubu Deneysel greft yara
modeli olusturulacak ve
periferik mononukleer
hacreler farklandiriimis
langerhans hucreleriyle
birlikte yara bolgesine

uygulandi, n:6.

Deneysel greft yara
modeli olusturulacak ve
yara bolgesine sadece
besiyeri uygulandi, n:6.

Deneysel greft yara
modeli olusturulacak ve
yara bolgesine periferik

mononukleer hiucre

uygulandi, n:6.

Deneysel greft yara
modeli olusturulacak ve
farklandiriimis langerhans
hlcreleri yara bolgesine
uygulandi, n:6.

Deneysel greft yara
modeli olusturulacak ve
periferik mononukleer
hacreler farklandiriimis
langerhans hucreleriyle
birlikte yara bolgesine
uygulandi, n:6.

3.3. MORFOLOJIK INCELEME

3.2.1. Histopatolojik Degerlendirme

Deney suresince zaman bagiml olarak yaranin tam ortasindan alinacak
biyopsi 6rneklerinde sureg canli olarak izlendi ve ornekler degerlendirildi. Deneyin
sonlandiriimasindan sonra siganlardan genel anestezi altinda 10 mg/kg ksilazin
ve 75 mg/kg Ketamin ile 6tenazileri yapildiktan sonra yarali ve saglam deri
bolgelerini iceren ornekler ¢ikarilarak %10’ luk formalin igerisinde 24—72 saat
tespit edildi. Akarsuda formalinden kurtarildiktan sonra 6rnekler rutin doku takip
prosedurinu takiben parafin bloklara gomuldid. Parafin bloklardan mikrotom ile
yaklasik 5 ym kalinhginda kesitler alindi. Bu kesitler her bir adezivli lamda 3—4
adet olacak sekilde dizildi. Kesitler 560C derecede de etlv i¢inde deparafinize
edildikten
Hemotoksilen—Eozin boyasi ve Masson Trichrome, PAS ile boyandi. Morfometrik
olarak Image Pro Express (Ver.4.5.1.3, Media Cybernetics Inc., 2002) USA ile

sonra ¢esme suyunda Yyikanip histopatolojik inceleme igin
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canlihk degerlendirildi ayrica histokimyasal boyamalarda inflamasyon, fibrozis ve
granulasyon degerlendirildi.

3.3.2. Histokimyasal boyama:

Rotary mikrotom (RM 2135, Leica) araciligi ile alinan 5 pnv’lik parafin kesitler
deparafinizasyon iglemi icin 1 gece 60°C’lik etivde birakildiktan sonra, 30’ar
dakika iki degisim ksilene tabi tutuldu. Ardindan rehidratasyon iglemi igin %95’den
%60’a azalan alkol serilerinden gegirilen kesitler 5 dakika akar su altinda yikandi.
2 dakika hematoksilen ile boyamanin ardindan, fazla boyanin dokudan
uzaklastirilmasi i¢cin 5 dakika akar suda yikanan kesitler 30 saniye eozin ile
boyandi. Ayni sekilde 5 dakika akar su altinda yikama yapildiktan sonra sirasiyla
%80 ve %95’lik alkol serilerinden gegirilip havada kurutulan kesitler seffaflagtirma
amaciyla 30’ar dakika iki degisim ksilende tutulduktan sonra entellan ile kapatildi.
Isik mikroskobunda incelenerek gruplar arasindaki farkliliklar degerlendirildi.
Ayrica Masson Trichrome ve PAS boyamalari yapilarak kollajen ve matriks
degerlendirildi.

indirekt immunohistokimya boyamasi:

Alinan kesitler immunohistokimyasal boyama igin bir gece 60 C°lik etivde
tutulduktan sonra, 30’ar dakika iki saat degisim ksilen ile seffaflastirma islemi
gerceklestirildi. Ardindan % 95’ten % 60’a azalan derecede alkol serileri ile
rehidratasyon saglanarak distile suda 5 dakika kadar bekletildi. Dakopen ile
sinirlandirilan % 0,5’lik tripsin solusyonu iginde oda sicakliginda 15 dakika tutulan
kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’luk H202
uygulandi. 3 defa 5’er dakika fosfat tampon solisyonu (PBS; Posphate buffer
solution) ile yikanan kesitlere bloklama amaciyla 1 saat bloklama solusyonu ile
muamele edildi. Bloklama solusyonu dokudan uzaklastirildiktan sonra primer
antikorlar e-NOS, i-NOS, PCNA, Ki67, VEGF, Fibronektin, Col1, Col3, Laminin,
Langerin, CD1a, C IL-1, IL-6 ve IL10 ile bir gece inklbe edildi. Ertesi giin tampon
solusyonu ile 3 defa yikanan kesitleer, anti-mouse biotin-streptavidin hidrojen
peroksidaz ikincil antikoru ile 30’ar dakika boyandi. Yine U¢ defa 5’er dakika
tampon  solusyonu  solusyonu ile yikanan  kesitler,  olusturulan
immunohistokimyasal reaksiyonun gorunurlugunu saptamak amaciyla DAB ile 5
dk boyandi. Mayer’s hematoksilen ile artalan boyamasi saglandiktan sonra distile
su ile 10 dk yikanan kesitler kapatma medyumu ile kapatildi.
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TUNEL boyamasi:

Apoptotik hicre 6limunun belirlenmesinde Terminal Transferase dUTP
Nick End Labeling (TUNEL) boyama yontemi kullanildi. Alinan 5 pm’lik kesitler
deparafinizasyon iglemini takiben dnce distile suda daha sonra 3 defa 5’er dk PBS
ile yikandi. Yikandiktan sonra 1/500 oraninda PBS ile dilue edilen 20-pug/ml
Proteinaz-K 370C’de 15 dak. uygulandi. 5’ser dakika 3 kez PBS ile yikamayi
takiben 5 dak. % 3’luk hidrojen peroksit ile muamele edildikten sonra yeniden 5’'ser
dakika 3 kez PBS ile oda isisinda yikandi. Ornekler 5 dak. Equilibration buffer ile
oda i1sisinda tutulduktan sonra TdT-enzimi ile nemli atmosferik ortamda 370C de
60 dak. plastik slipler kesitleri kapatacak sekilde bekletildi. Strenin ardindan Stop
Wash Buffer ile 10 dak. bekletildikten sonra Antidioksigenin Peroksidaz Konjugati
ile 30 dak. muamele edilen 6rnekler 5’ser dakika 3 kez PBS ile yikandi. Ardindan
DAB (Diaminobenzidin) ile boyama yapildi, birkag kez distile su ile yikandi. Artalan
boyamasi Mayer’'s Hematoksileni ile yapildi. Kor yontemle TUNEL pozitif hicreler
saptanarak apoptotik indeks belirlendi ve sonuglar istatiksel olarak degerlendirildi.

3.3.3. SEM analiz:

Her deney grubundan 3 adet greft 6rnegi kultir ortamina alinarak Uzerine
PKMH, FLH, PKMH+FLH hucreleri ekilerek inkibe edildi. 7. gun deney
sonlandirilarak o6rnekler SEM fiksasyonu igin PBS ile birer defa yilkama sonrasi
dH20 ile 10 ml'ye tamamlanmis 0,16 gram Kakodilat + 0,5 ml Gluteraldehit igceren
cOzeltide +4 C’de 2 saat bekletildi. Daha sonra 100 ml dH20O igerisinde 1,6 gram
kakodilat bulunan tampon c¢ozeltisinde 3 defa 10’ar dakika sureyle bekletildi.
Ornekler SEM gériintiilemesi éncesinde dehidratasyon icin %30, %50, %70, %80,
%90, %95 etanolde 15’er dk %100 etanolde 3 defa 30 dakika boyunca bekletildi.
Orneklerden izmir Katip Celebi Universitesi Tip Fakiiltesi Merkezi Arastirma
Laboratuvarlarinda Carl Zeiss 300VP SEM Cihazi ile taramali elektron mikroskobik
goruntuler elde edildi.

3.3.4. istatistiksel analiz:

immunohistokimyasal boyama sonuglari  H-skor ile incelenerek

degerlendirildi. Boyanma orani semikantitatif olarak derecelendirildi ve 0 =
hdcrelerin %1’den azinda boyanma; 1+ = hucrelerin %1- 10’'unda boyanma; 2+ =
hacrelerin %11-50’sinde boyanma; 3+ = hucrelerin %51-80’'inde boyanma; 4+ =
hacrelerin %80’inden fazlasinda boyanma ile boyanma siddeti de 0 = boyanma

yok; 1 = soluk; 2 = orta dereceli; 3 = yogun olarak kor yontemle belirlendi. Daha
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sonra “(1+boyanma siddeti/3) x boyanma orani” formdlu ile toplam skor
hesaplandi. Elde edilen bulgular ile gruplar arasindaki farkhlik Tek yonlu-ANOVA

testi ile saptandi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.
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4 BULGULAR
4.1. PKMH ve fLH Kilturi
4.1.1. PKMH ve fLH Eldesi
Kalturin birinci giniinden besinci gunune kadar hucrelerin yuvarlak bigimli
olduklari gozlendi. Maturasyon sitokinlerinin eklendigi kulttrin besinci gininden
itibaren kultur kabinda bir ¢ok hdcrenin sitoplazmik ¢ikintilar olusturduklari ve
yedinci gunde tipik morfolojisine sahip olduklari gézlenmistir (Sekil 4.1).

FLH G7

Sekil 4.1. Kdiltir kabindaki PKMH ve FLH yapismasinin morfolojik

gorunumleri.
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Tablo 4.1. Kultur kabindaki PKMH ve FLH yapismasinin morfolojik gorinumleri.

Girig Hiicre | Cikis Hucre

Sayisi Sayisi Canlilik
3. Giin PKMH (PKMH Besiyeri) 2X1068 1,7X10°8 % 95+
3.GinfLH (IL4 + GM-CSF) 2X1068 0,9X10° % 85+
5. Giin PKMH (PKMH Besiyeri) 2X1068 1,5X10° % 91+
5.GunfLH (IL4 + GM-CSF) 2X1068 0,84X106 % 83+
7. Giin PKMH (PKMH Besiyeri) 2X1068 1,34X106 % 77+
7.GinfLH (IL4 + GM-CSF) 2X1068 0,76X10° % 95+

4.1.2. PKMH ve fLH Karakterizasyonu

Yedinci gunde kultir sonlandiriimasindan sonra PKMH ve FLH alinan
ornekler ile hiicrelerin IHK incelemeleri gerceklestirildi. CD45, CD34, IL-1a
belirteclerinin ifadesine bakildi (Sekil 4.2).

PKMH CD34 FLH CD34
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Sekil 4.2. PKMH ve FLH karakterizasyonu.

Tablo 4.2. PKMH ve FLH karakterizasyonu.
Grup SayiOrtalama SapmaMean

PKMHCD45 6 92,550 4.450 1.980
PKMH CD34 6 84.550 6.350 2.596
PKMHILla 6 18.440 2330 2.992
PKMH CD14 6 8360 8.650 3.531
FLHCD45 6 82270 7.340  1.898
FLHCD34 6 85.660 3.880 1.584
FLHILla 6 90.880 9.330 2.596
FLHCD14 6 9.220 2580 3.944

4.1.3. PKMH ve fLH SEM Analizi

Yedinci gunde kultur sonlandiriimasindan sonra PKMH ve FLH alinan greftler
Uzerine yerlestirilerek bir gecelik inkibasyon sonrasinda fikse edilip SEM ile
incelendi. MKH ler yapisip, yayilip etkin bir sekilde deri ile etkilesirken PKMH ve
fLH yuvarlak seklide kalip canhliklarini surdurdu ve gogalma davranisinda olduklari
izlendi (Sekil 4.3).
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NDG - PKMH+FLH DG - PKMH+FLH

Sekil 4.3. Kilturdeki deri greftlerinin Uzerindeki PKMH ve FLH davraniginin
SEM analizi.

4.2. Morfolojik Sonuglar
4.2.1. Makroskobik Sonuglar
4.2.1.1. Deride PKMH ve fLH uygulamalarinin makroskobik sonugclari

Makroskobik degerlendirmede amaci ile yapilan inceleme sonrasinda tum
gruplarda 3. gin ve 7. gun sonuglari arasinda fark oldugu goézlendi. Yara
olusturulan gruplarda 3. gunde iyilesmenin az da olsa daha iyi oldugu ve diyabetik
gruplarda da var oldugu saptandi (Sekil 4.4)

KONTROL | SHAM PKMH
GRUBU GRUBU GRUBU

DG

NDG

Sekil 4.4. Deri greftlerinin transferi sonrasinda 3. GUN PKMH ve fLH

davranisinin makroskobik analizi.
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Orneklerin morfometrik incelemelerinde histolojik goruntilerini destekler
bicimde hicresel tedavi etkiniligi saptandi. Analizlerde 3. Gin incelemelerinde
diyabetik olmayan gruplarda kontrol ve sham ile kargilastinldiginda anlaml
(p<0,05) iyilesmede etkili olduklari gérildi. Uygulamalarin

PKMH ve FLH igin anlamh (p<0,05) katkisi izlenirken birlikte kullanimlarinin
oldukga anlamli (p<0,001) etkili oldugu saptandi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Deri greftlerinin transferi sonrasinda 3. GUN PKMH ve FLH

davranisinin imageJ ile morfometrik analizi.

¢ Image)
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
ooz 44| x AR @] | |pafselg|o] | | [»]

Cahsmanin 7. glinlinde alinan makroskobik o6rneklerde DG ile
karsilastirildiginda NDG makroskobik olarak iyilesmenin daha hizli gergeklestigi
gorulda (Sekil 4.5).

KONTROL | SHAM PKMH FLH PKMH +
GRUBU GRUBU GRUBU GRUBU FLH
GRUBU
DG
NDG

Sekil 4.5. Deri greftlerinin transferi sonrasinda 7. GUN PKMH ve FLH

davranisinin makroskobik analizi.
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Orneklerin morfometrik incelemelerinde histolojik goruntilerini destekler
bicimde hicresel tedavi etkiniligi saptandi. Analizlerde 7. Gin incelemelerinde
uygulamalarin PKMH ve FLH igin anlamh (p<0,05) katkisi izlenirken birlikte
kullanimlarinin oldukga anlamli (p<0,001) etkili oldugu saptandi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Deri greftlerinin transferi sonrasinda 7. GUN PKMH ve FLH

davranisinin imageJ ile morfometrik analizi.

£ Imagel [=sen =]
File Edit Image Process AnaPlugins Window Help
Olole|o|<|4|+/8 AR O] #|_ |eafss]s] | | |»]

4.2.2. Mikroskobik Sonuglar
4.2.2.1. Mikroskobik Histokimyasal Sonuglar
H-E Boyama Sonuglari
STZ ile diyabet olusturulmus denekler diyabet modelinin olusturulmasindan
sonraki 3. gun ve 7. gun olugturulan yara modeli uzerine PKMH ve FLH ile birlikte
olan transferi gerceklestirildi. H-E boyamalarda yara iyilesmesinin degisik
duzeylerde gergeklestigi bulundu
Doku morfolojisi degerlendiriimesi amaci ile yapilan inceleme sonrasinda tim
gruplarda 1. gin sonuglari arasinda fark olmadigi gézlendi. 3. ginde yara
olusturulan bolgelerde epitel kaybinin oldugu, granul dokusunun bulundugu

g6zlendi ve erken donemde gruplar arasinda fark olmadidi saptandi. Diyabetik
gruptada uygulamalarin etkili oldugu goéruldi (Sekil 4.6)
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NDG - KG DG - KG

NDG - SH DG - SH

NDG - PKMH DG - PKMH
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NDG - FLH DG - FLH

*a

20 pm |

NDG-PKMH+FLH DG-PKMH+FLH

Sekil 4.6. Deri greftlerinin transferi sonrasinda 3. GUN PKMH ve FLH

davranisinin H-E analizi.

Orneklerin morfometrik incelemelerinde histolojik goruntilerini destekler
bicimde hucresel tedavi etkiniligi saptandi. Analizlerde 3. Gun incelemelerinde
diyabetik olmayan gruplarda kontrol ve sham ile kargilastirildiginda anlaml

(p<0,05) iyilesmede etkili olduklari goruldu. Uygulamalarin

PKMH ve FLH icin anlaml (p<0,05) katkisi izlenirken birlikte kullanimlarinin

oldukca anlamli (p<0,001) etkili oldugu saptandi (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Deri greftlerinin transferi sonrasinda 3. GUN PKMH ve FLH

davraniginin H-E Damar sayisi imageJ ile morfometrik analizi.

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Ojole|o| 4| HA A 2] |afse]g|a] | | |>]

—

56.244
o

20 um |

Calismanin 7. guntinde alinan orneklerde DG ile karsilastirildiginda NDG

icin daha iyi olan epitelizasyonun saglandigi bulundu. Bu durum hucre



uygulamalarinin bireysel olanlarinda anlamh (p<0,05) iken birlikte verilmelerinin

oldukga anlamli (p<0,001) etki yaptigi goraldu (Sekil 4.7).

NDG - KG DG - KG

NDG - SH DG - SH

NDG - PKMH DG - PKMH
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20 ym | ’ 20

NDG - FLH DG - FLH

m 20)!{\'1_:

NDG-PKMH+FLH DG-PKMH+FLH
Sekil 4.7. Deri greftlerinin transferi sonrasinda 7. GUN PKMH ve FLH

davranisinin H-E analizi.

Orneklerin morfometrik incelemelerinde histolojik goruntilerini destekler
bicimde hucresel tedavi etkiniligi saptandi. Analizlerde 7. Gun incelemelerinde
uygulamalarin PKMH ve FLH igin anlamh (p<0,05) katkisi izlenirken birlikte
kullanimlarinin oldukga anlamli (p<0,001) etkili oldugu saptandi (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Deri greftlerinin transferi sonrasinda 7. GUN PKMH ve FLH
davraniginin H-E Epitel kalinhgi imageJ ile morfometrik analizi.
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Masson Trikrom Boyama Sonuglari

STZ ile diyabet olusturulmus denekler diyabet modelinin olusturulmasindan
sonraki 3. gin ve 7. gin PKMH ve FLH ile birlikte olan transferinin etkisi
izlendi. MT boyamalarda yara iyilesmesinin degisik duzeylerde gergeklestigi
bulundu.

Doku morfolojisi degerlendiriimesi amaci ile yapilan inceleme sonrasinda tim
gruplarda 1. gun sonuglari arasinda fark olmadigi gézlendi. 3. ginde yara
olusturulan bolgelerde epitel kaybinin oldugu, granul dokusunun bulundugu
g6zlendi ve erken ddnemde gruplar arasinda az bir fark oldugu saptandi. Diyabetik
gruptada uygulamalarin etkili oldugu géruldu (Sekil 4.8).
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NDG - PKMH+FLH DG - PKMH+FLH
Sekil 4.8. Deri greftlerinin transferi sonrasinda 3. GUN PKMH ve FLH davranisinin
MT analizi.

Orneklerin morfometrik incelemelerinde histolojik gériintiilerini destekler
bicimde hicresel tedavi etkiniligi saptandi. Analizlerde 3. Gin incelemelerinde
diyabetik olmayan gruplarda kontrol ve sham ile kargilastirildiginda anlaml
(p<0,05) iyilesmede etkili olduklari géraldi. Uygulamalarin

PKMH ve FLH icin anlamli (p<0,05) katkisi izlenirken birlikte kullanimlarinin
oldukga anlamli (p<0,001) etkili oldugu saptandi (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. Deri greftlerinin transferi sonrasinda 3. GUN PKMH ve FLH

davranisinin MT Kollajen imaged ile morfometrik analizi.

‘d_‘ Image) = X V
File Edit ImageProcess Analyze Plugins Window Help
2 <A Aoz s s]a] | | [»]

Caligmanin 7. giiniinde alinan 6rneklerde DG ile karsilastirildiginda NDG i¢in daha
iyi olan epitelizasyonun saglandigi buulundu. Bu durum hiicre uygulamalarinin bireysel
olanlarinda anlamli (p<0,05) iken birlikte verilmelerinin olduk¢a anlamli (p<0,001) etki

yaptig1 goriildii (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Deri greftlerinin transferi sonrasinda 7. GUN PKMH ve FLH

davranisinin MT analizi.

Orneklerin morfometrik incelemelerinde histolojik goruntilerini destekler
bicimde hicresel tedavi etkiniligi saptandi. Analizlerde 7. Gin incelemelerinde
uygulamalarin PKMH ve FLH icin anlamli (p<0,05) katkisi izlenirken birlikte

kullanimlarinin oldukga anlamh (p<0,001) etkili oldugu saptandi (Tablo 4.8).
Tablo 4.8. Deri greftlerinin transferi sonrasinda 7. GUN PKMH ve FLH

davranisinin MT Kollajen imageJ ile morfometrik analizi.
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PAS Boyama Sonuglari

STZ ile diyabet olusturulmus denekler diyabet modelinin olusturulmasindan
sonraki 3. gin ve 7. gin PKMH ve FLH ile birlikte olan transferinin etkisi
izlendi. PAS boyamalarda yara iyilesmesinin degisik dizeylerde gergeklestigi
bulundu.

Doku morfolojisi degerlendiriimesi amaci ile yapilan inceleme sonrasinda tim
gruplarda 1. gun sonuglari arasinda fark olmadigi gézlendi. 3. ginde yara
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olugturulan bodlgelerde epitel kaybinin oldugu, granul dokusunun bulundugu
g6zlendi ve erken donemde gruplar arasinda az bir fark oldugu saptandi. Diyabetik
gruptada uygulamalarin etkili oldugu gérulda (Sekil 4.10).

NDG - PKMH DG - PKMH

76



NDG - PKMH+FLH DG - PKMH+FLH

Sekil 4.10. Deri greftlerinin transferi sonrasinda 3. GUN PKMH ve FLH
davranisinin PAS analizi.

Orneklerin morfometrik incelemelerinde histolojik goruntilerini destekler
bicimde hicresel tedavi etkiniligi saptandi. Analizlerde 3. Gin incelemelerinde
diyabetik olmayan gruplarda kontrol ve sham ile karsilastirildiginda anlamli
(p<0,05) iyilesmede etkili olduklari gérildi. Uygulamalarin

PKMH ve FLH igin anlamh (p<0,05) katkisi izlenirken birlikte kullanimlarinin
oldukga anlamli (p<0,001) etkili oldugu saptandi (Tablo 4.9).

Tablo 4.9. Deri greftlerinin transferi sonrasinda 3. GUN PKMH ve FLH
davranisinin PAS BEZ SAYISI imageJ ile morfometrik analizi.
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Calismanin 7. guniinde alinan érneklerde DG ile karsilastirildiginda NDG
icin daha iyi olan epitelizasyonun saglandigi buulundu. Bu durum hucre
uygulamalarinin bireysel olanlarinda anlamh (p<0,05) iken birlikte verilmelerinin

oldukga anlamli (p<0,001) etki yaptigi géruldu (Sekil 4.11).
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DG — PKMH+FLH
Sekil 4.11. Deri greftlerinin transferi sonrasinda 7. GUN PKMH ve FLH
davranisinin PAS analizi.

Orneklerin morfometrik incelemelerinde histolojik goruntilerini destekler
bicimde hicresel tedavi etkiniligi saptandi. Analizlerde 7. Gin incelemelerinde
uygulamalarin PKMH ve FLH igin anlamh (p<0,05) katkisi izlenirken birlikte
kullanimlarinin oldukga anlamli (p<0,001) etkili oldugu saptandi (Tablo 4.10).
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Tablo 4.10 Deri greftlerinin transferi sonrasinda 7. GUN PKMH ve FLH
davranisinin PAS BEZ SAYISI imageJ ile morfometrik analizi.

4 ImageJr = »
File Edit Image Process Analyze Piugins Window Help
olz|o| <&« | AlaR 2] |mss|a] | | |»]

4.2.2.2. Mikroskobik immunohistokimyasal Sonuglar

immunohistokimyasal sonuglar icin ¢alisma grubunda 3. Giin ve 7. giin e-
NOS, i-NOS, PCNA, VEGF, IL-1 dagilimlar indirekt immunohistokimya yéntemi
ile incelendi.

STZ ile diyabet olusturulmus denekler diyabet modelinin olusturulmasindan
sonraki 1. haftada olusturulan yara modeli Gzerine PKMH ve FLH ile birlikte olan
transferi gergeklestirildi. IHK boyamalarda yara iyilesmesinin degisik diizeylerde
gergeklestigi bulundu.

PCNA Sonuglan

PCNA, prolifere olan hicrelerde hicre siklusunun o6zellikle S fazinda
cekirdekte bulunan bir proliferasyon belirleyicisidir. PCNA immunoreaktivitesinin
tim gruplarda 3. ve 7. glinlerde immunoreaktivitenin uygulanan gruplarda pozitif
oldugu izlendi. Uygulamalar ile anlamli artislar elde edildi. Ozellikle PKMH+FLH
birlikte verilen gruplarda immunoreaktivitede diger gruplara gore c¢ok daha
anlamh bir fark goruldi (Sekil 4.12).
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NDG - PKMH+FLH

Sekil 4.12. Gruplarin erken doénem

boyamasi X400
Tablo 4.11 Gruplarin erken

boyamasi h-skor.

donem

DG - PKMH+FLH
deri biyopsi orneklerinin anti-PCNA

deri biyopsi o6rneklerinin anti-PCNA

Grup Sayr Ortalama Sapma Ortalama

ND-KR 6 58560 14.650 5.981
ND-SH 6 10245 32.680 13.342
ND-PM 6  222.55 49.980 20.404
ND-LH 6 155.87 38320 15.644
ND-PL 6  266.65 30.250 12.350
D-KR 6 44250 18320 7.479
D-SH 6 95360 28360 11.578
D-PM 6 21232 46330 18.914
D-LH 6 205.36 38.660 15.783
D-PL 6 25536 44.330 18.098
Karsilagtirma Farklilikq P degeri

ND-KR vs ND-PM
ND-KR vs ND-LH
ND-KR vs ND-PL
ND-KR vs D-PM
ND-KR vs D-LH

ND-KR vs D-PL
ND-SH vs ND-PM
ND-SH vs ND-PL
ND-SH vs D-PM
ND-SH vs D-LH
ND-SH vs D-PL
ND-PM vs D-KR
ND-PM vs D-SH
ND-LH vs ND-PL
ND-LH vs D-KR

-163.99 11.180 *** P<0.001

97.310 6.634 *** P<0.001

-208.09 14.186 *** P<0.001
-153.76 10.482 *** P<(.001
-146.80 10.008 *** P<0.001
-196.80 13.416 *** P<0.001

-120.10 8.188 *** P<(0.001

164.20 11.194 *** P<0.001

-109.87 7.490 *** P<0.001

102.91 7.016 *** P<0.001

-152.91 10.424 *** P<0.001

178.30 12.155 *** P<0.001
127.19 8.671 *** P<0.001
-110.78 7.552 *** P<0.001
111.62 7.609 *** P<0.001
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ND-LH vs D-PL -99.490 6.782 *** P<(.001

ND-PL vs D-KR 222.40 15.162 *** P<0.001
ND-PL vs D-SH 171.29 11.677 *** P<0.001
D-KR vs D-PM -168.07 11.458 *** P<(0.001
D-KR vs D-LH -161.11 10.983 *** P<(.001
D-KR vs D-PL -211.11 14.392 *** P<(0.001
D-SH vs D-PM -116.96 7.973 *** P<(.001
D-SH vs D-LH -110.00 7.499 *** P<0.001
D-SH vs D-PL -160.00 10.908 *** P<0.001

Gec¢ dénem immunoreaktvitesinin KH uygulanan gruplarda kuvvetli pozitif

olmasi, kultur ortaminda farklilastirilan hiicrelerin yara yerine transfer edildikten

sonrada canliliklarini devam ettiklerini desteklemektedir (Sekil 4.13)
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NDG - PKMH DG - PKMH

NDG - FLH DG - FLH

NDG - PKMH+FLH DG - PKMH+FLH

Sekil 4.13. Gruplarin ge¢ dénem deri biyopsi Orneklerinin anti-PCNA
boyamasi X400

Tablo 4.12 Gruplarin ge¢ dénem deri biyopsi 6rneklerinin anti-PCNA
boyamasi h-skor

Grup SayiOrtalama SapmaOrtalama Median

ND-KR 6 55.760 16.340 6.671
ND-SH 6 62.870 22.440 9.161
ND-PM 6 167.98 34.770 14.195
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ND-LH 6
ND-PL 6
D-KR 6
D-SH 6 89.360 26.330
D-PM 6
D-LH 6
D-PL 6

11232 26.670 10.888
198.36 44.550 18.187
46.360 13.650  5.573

10.749
146.36 36.340 14.836
11236 33.260 13.578
205.36 38.660 15.783

Karsilastirma

Farkhilikq P degeri

ND-KR vs ND-PM
ND-KR vs ND-PL
ND-KR vs D-PM

ND-KR vs D-PL
ND-SH vs ND-PM
ND-SH vs ND-PL
ND-SH vs D-PM
ND-SH vs D-PL
ND-PM vs D-KR
ND-PM vs D-SH
ND-LH vs ND-PL
ND-LH vs D-KR
ND-LH vs D-PL
ND-PL vs D-KR
ND-PL vs D-SH
ND-PL vs D-LH
D-KR vs D-PM
D-KR vs D-LH
D-KR vs D-PL
D-SH vs D-PL
D-PM vs D-PL
D-LH vs D-PL

eNOS Sonuglari

-112.22  8.929 *** P<(.001
-142.60 11.347 *** P<0.001
-90.600 7.209 *** P<0.001
-149.60 11.904 *** P<0.001
-105.11 8.364 *** P<0.001
-135.49 10.781 *** P<0.001
-83.490 6.643 *** P<0.001
-142.49 11.338 *** P<(.001
121.62 9.677 *** P<0.001
78.620 6.256 ** P<0.01
-86.040 6.846 *** P<0.001
65.960 5.248 * P<0.05
-93.040 7.403 *** P<(.001
152.00 12.095 *** P<0.001
109.00 8.673 *** P<(0.001
86.000 6.843 *** P<0.001
-100.00 7.957 *** P<0.001
-66.000 5.252 * P<0.05
-159.00 12.652 *** P<(.001
-116.00 9.230 *** P<0.001
-59.000 4.695 * P<0.05
-93.000 7.400 *** P<0.001

Oksidatif stress belirteci olarak iINOS immunoreaktivitesinin tUm gruplarda

3. ve 7. gunlerde pozitif oldugu izlendi. Erken donemde yogun gorulen oksidatif

stresin PKMH+FLH verilen gruplarda azaldigi gosterildi (Sekil 4.14).
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NDG - SH

NDG - PKMH DG - PKMH

DG - FLH

NDG - FLH
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NDG - PKMH+FLH DG - PKMH+FLH

Sekil 4.14. Gruplarin erken donem deri biyopsi orneklerinin anti-eNOS

boyamasi X400
Tablo 4.13. Gruplarin erken donem deri biyopsi Orneklerinin anti-eNOS

boyamasi h-skor

Grup SayiOrtalama SapmaOrtalama
ND-KR 6 62360 18.550 7.573
ND-SH 6 17836 36.250 14.799
ND-PM 6 12236 28.690 11.713
ND-LH 6 105.36 35.360 14.436
ND-PL 6  95.320 33.330 13.607
D-KR 6 10236 32360 13.211
D-SH 6 20536 42480 17.342
D-PM 6 14536 35340 14.427
D-LH 6 11238 36.740 14.999
D-PL 6 88.360 42.450 17.330
Karsilagtirma Farklilikq P degeri

ND-KR vs ND-SH -116.00 8.170 *** P<0.001

ND-KR vs D-SH
ND-KR vs D-PM
ND-SH vs ND-LH
ND-SH vs ND-PL

ND-SH vs D-KR
ND-SH vs D-PL
ND-PM vs D-SH
ND-LH vs D-SH
ND-PL vs D-SH
D-KR vs D-SH
D-SH vs D-LH
D-SH vs D-PL

Ge¢ donemde yara iyilesmesinde inflamatuar fazin sonlanmasi ile dokuda
, bununla birlikte PKMH + fLH birlikte verilen

olusan oksidatif stresin azaldigi

-143.00 10.072 *** P<0.001
-83.000 5.846 ** P<0.01
73.000 5.142 * P<0.05
83.040 5.849 ** P<0.01
76.000 5.353 * P<0.05
90.000 6.339 ** P<0.01
-83.000 5.846 ** P<0.01
-100.00 7.043 *** P<0.001
-110.04 7.750 *** P<0.001
-103.00 7.255 *** P<0.001
92.980 6.549 ** P<0.01
117.00 8.241 *** P<0.001



gruplarda oksidatif stresin gok daha anlamli olarak azaldiginin dogrular sekilde
iINOS immunoreaktivitesinin azaldigi gdzlendi (Sekil 4.15).

NDG - PKMH DG - PKMH
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DG - PKMH+FLH

Sekil 4.15. Gruplarin ge¢ dénem deri biyopsi orneklerinin anti-eNOS
boyamasi X400

Tablo 4.14. Gruplarin ge¢ ddénem deri biyopsi Orneklerinin anti-eNOS
boyamasi h-skor

Grup SayiOrtalama SapmaOrtalama

ND-SH 6 156.36 29.360 11.986
ND-PM 6 105.36 32.670 13.337
ND-LH 6 98360 22.550 9.206
ND-PL 6 88360 18320 7.479
D-KR 6 89360 23.360 9.537
D-SH 6 166.22 34320 14.011
D-PM 6 12233 33.660 13.742
D-LH 6 10236 26.320 10.745
D-PL 6 84.330 23360 9.537
Karsilastirma Farkhihkq P degeri
ND-SH vs ND-LH 58.000 5.143 * P<0.05
ND-SH vs ND-PL 68.000 6.029 ** P<0.01
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ND-SH vs D-KR 67.000 5.941 ** P<0.01

ND-SH vs D-LH 54.000 4.788 * P<0.05
ND-SH vs D-PL 72.030 6.387 ** P<0.01
ND-PM vs D-SH -60.860 5.396 * P<0.05
ND-LH vs D-SH -67.860 6.017 ** P<0.01
ND-PL vs D-SH -77.860 6.904 *** P<(.001
D-KR vs D-SH -76.860 6.815 *** P<(.001

D-SH vs D-LH 63.860 5.662 ** P<0.01
D-SH vs D-PL 81.890 7.261 *** P<(.001

iNOS Sonuglari

Oksidatif stress belirteci olarak iINOS immunoreaktivitesinin tim gruplarda

3. ve 7. gunlerde pozitif oldugu izlendi. Erken donemde yogun gorilen oksidatif
stresin PKMH+FLH verilen gruplarda azaldidi gosterildi (Sekil 4.16).
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NDG - PKMH+FLH DG - PKMH+FLH

Sekil 4.16. Gruplarin erken dénem deri biyopsi 6rneklerinin anti-iNOS
boyamasi X400
Tablo 4.15. Gruplarin erken dénem deri biyopsi 6rneklerinin anti-iNOS

boyamasi h-skor

Grup SayiOrtalama SapmaOrtalama

ND-SH 6 147.87 36.240 14.795
ND-PM 6 98.640 26360 10.761
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ND-LH 6
ND-PL 6
D-KR 6

D-SH 6
D-PM 6
D-LH 6
D-PL 6
Karsilastirma

86.360 26.580
72.350 16.880

42.360 16.330
136.32 36.380
112.33 32.360
104.25 25.850
86.360 24.360

Farklilikq

10.851
6.891
6.667
14.852
13.211
10.553
9.945

P degeri

ND-SH vs ND-LH

ND-SH vs ND-PL

ND-SH vs D-KR
ND-SH vs D-PL
ND-PM vs D-KR
ND-PL vs D-SH
D-KR vs D-SH
D-KR vs D-PM
D-KR vs D-LH

61.510 5.442 * P<0.05
75.520 6.682 *** P<0.001
105.51 9.335 *** P<(0.001

61.510 5.442 * P<0.05

56.280 4.979 * P<0.05
-63.970 5.660 ** P<0.01
-93.960 8.313 *** P<0.001

-69.970 6.191 ** P<0.01
-61.890 5.476 ** P<0.01

Ge¢ donemde yara iyilesmesinde inflamatuar fazin sonlanmasi ile dokuda
olusan oksidatif stresin azaldidi, bununla birlikte PKMH + fLH birlikte verilen

gruplarda oksidatif stresin gok daha anlamli olarak azaldiginin dogrular gekilde

iINOS immunoreaktivitesinin azaldigi gozlendi (Sekil 4.17).
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NDG - PKMH

NDG - PKMH+FLH

DG - PKMH+FLH
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Sekil 4.17. Gruplarin ge¢ donem deri biyopsi Orneklerinin anti-iNOS

boyamasi X400

Tablo 4.16. Gruplarin ge¢ donem deri biyopsi oOrneklerinin anti-iNOS

boyamasi h-skor

Grup  SayiOrtalama SapmaOrtalama

ND-SH 6
ND-PM 6
ND-LH 6
ND-PL 6
D-KR 6
D-SH 6
D-PM 6
D-LH 6
D-PL 6

Karsilastirma

122.36 32.360
94.560 24.660
86.340 28.330
68.360 28.560
33.660 18.240
118.36 32.360
94.560 32.880
80.360 20.360
62.330 23.320

Farkhlikq

13.211
10.067
11.566
11.660
7.446
13.211
13.423
8.312
9.520

P degeri

ND-SH vs ND-PL

ND-SH vs D-KR
ND-SH vs D-PL
ND-PM vs D-KR
ND-LH vs D-KR
D-KR vs D-SH
D-KR vs D-PM

D-SH vs D-PL

4.4.4.2 VEGF Sonuglari

54.000 4.850 * P<0.05
88.700 7.967 *** P<0.001
60.030 5.392 * P<0.05
60.900 5.470 ** P<0.01
52.680 4.732 * P<0.05
-84.700 7.608 *** P<0.001
-60.900 5.470 ** P<0.01
56.030 5.033 * P<0.05

VEGF, bir endotel hicre mitojeni, kemotaktik ajan ve vaskuler gegirgenlik

indUkleyicisi olarak islev goren buyume faktoridur. VEGF immunoreaktivitesinin

tum gruplarda 3. ve 7. gunlerde pozitif oldugu erken gruplar arasindaki farkin gok

az anlamli oldugu goriildi (Sekil 4.18).
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NDG - PKMH+FLH DG - PKMH+FLH

Sekil 4.18 Gruplarin erken dénem deri biyopsi 6rneklerinin anti-VEGF
boyamasi X400
Tablo 4.17. Gruplarin erken déonem deri biyopsi érneklerinin anti-VEGF

boyamasi h-skor

Grup  SayiOrtalama SapmaOrtalama

ND-SH 6 102.36 28.690 11.713
ND-PM 6 11236 35450 14.472
ND-LH 6 12233 32360 13.211
ND-PL 6 128.36 36.750 15.003
D-KR 6 105.55 26.340 10.753
D-SH 6 98360 26360 10.761
D-PM 6 14436 32.660 13.333
D-LH 6 16636 36.880 15.056
D-PL 6 17836 38.440 15.693
Karsilastirma Farkhilhikq P degeri
ND-SH vs D-LH -64.000 4.758 * P<0.05
ND-SH vs D-PL -76.000 5.650 ** P<0.01
ND-PM vs D-PL -66.000 4.907 * P<0.05
D-KR vs D-PL -72.810 5.413 * P<0.05
D-SH vs D-LH -68.000 5.055 * P<0.05
D-SH vs D-PL -80.000 5.947 ** P<0.01

Gec¢ donemde VEGF immunoreaktivitesine baktigimizda kontrol ve sham
gruplarina gore hucre verilen gruplarda anlamh bir sekilde arttigini, PKMH ve
FLH birlikte verildigi gruplarda ise bu immunoreaktivitenin belirgin olarak daha
yuksek oldugu goéruldu. Yara iyilesmesinin ge¢ doneminde PKMH+FLH
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verilmesinin damarlanmay1 anlamli bir sekilde arttirdigi VEGF ekspresyonu ile
gOsterildi(Sekil 4.19).

NDG - PKMH DG - PKMH
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DG - PKMH+FLH

NDG - PKMH+FLH

Sekil 4.19 Gruplarin ge¢ dénem deri biyopsi &érneklerinin anti-VEGF

boyamasi X400
Tablo 4.18. Gruplarin ge¢ donem deri biyopsi 6rneklerinin anti-VEGF

boyamasi h-skor

Say1Ortalama SapmaQOrtalama

Grup

ND-SH 89.360 24.560 10.027
ND-PM 146.36 34.880 14.240
ND-LH 15536 34.570 14.113
ND-PL 167.89 38.320 15.644

D-SH 68.360 19.320  7.887
D-PM 136.36 28360 11.578
D-LH 14536 41.880 17.097

6
6
6
6
D-KR 6 10236 22.880 9.341
6
6
6
D-PL 6 15836 38240 15.611

Karsilagtirma Farklilikq P degeri

-66.000 5.002 * P<0.05

ND-SH vs ND-LH
-78.530 5.952 ** P<0.01

ND-SH vs ND-PL
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ND-SH vs D-PL -69.000 5.230 * P<0.05

ND-PM vs D-SH 78.000 5.912 ** P<0.01

ND-LH vs D-SH 87.000 6.594 *** P<(.001

ND-PL vs D-SH 99.530 7.544 *** P<0.001
D-SH vs D-PM -68.000 5.154 * P<0.05
D-SH vs D-LH -77.000 5.836 ** P<0.01
D-SH vs D-PL -90.000 6.821 *** P<0.001

4.4.4.2 IL-1 Sonuglan

IL-1 inflamatuar yanitta merkezi rol oynayan bir mediyatérdir. Yara
iyilesmesinin hem inflamasyon fazinda hem de fibroziste rol oynadigi bilinmektedir.
IL-1 immunoreaktivitesinin tim gruplarda 3. ve 7. Gunlerde pozitif oldugu izlendi.
Ancak yara iyilesmesinin erken fazi olan 3. Ginde ve NDG grup ile
karsilastirildiginda diyabetik gruplarda anlaml olarak (p<0,05) yuksek IL-1
ekspresyonu oldugu, PKMH + FLH verilen gruplarda immunreaksiyonun olduk¢a
anlamh (P<0,001) olarak daha az oldugu goéruldd. (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Gruplarin erken dénem deri biyopsi 6rneklerinin anti-1L-1
boyamasi X400

Tablo 4.19. Gruplarin erken dénem deri biyopsi 6rneklerinin anti-IL-1
boyamasi h-skor

Grup  SayiOrtalama SapmaOrtalama Median

ND-SH 6 96450 32.360 13.211
ND-PM 6 88360 24.560 10.027
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ND-LH 6 82360 26980 11.015
ND-PL 6 55.850 16350 6.675

D-KR 6 23566 58360 23.825
D-SH 6 188.54 42360 17.293
D-PM 6 136.34 33.660 13.742
D-LH 6 102.34 26.360 10.761
D-PL 6 63.990 19.320  7.887
Karsilagtirma Farklilikq P degeri
ND-SH vs D-KR -139.21 10.206 *** P<0.001
ND-SH vs D-SH -92.090 6.751 *** P<0.001
ND-PM vs D-KR -147.30 10.799 *** P<0.001
ND-PM vs D-SH -100.18 7.344 *** P<0.001
ND-LH vs D-KR -153.30 11.239 *** P<0.001
ND-LH vs D-SH -106.18 7.784 *** P<0.001
ND-PL vs D-KR -179.81 13.182 *** P<(.001
ND-PL vs D-SH -132.69 9.728 *** P<0.001
ND-PL vs D-PM -80.490 5.901 ** P<0.01
D-KR vs D-PM 99.320 7.281 *** P<(.001
D-KR vs D-LH 133.32 9.774 *** P<0.001
D-KR vs D-PL 171.67 12.586 *** P<0.001
D-SH vs D-LH 86.200 6.320 ** P<0.01
D-SH vs D-PL 124.55 9.131 *** P<0.001
D-PM vs D-PL 72.350 5.304 * P<0.05

7. Gunde ise immunoreaktivitenin azalarak devam ettigi, PKMH + FLH

verilen gruplarda immunreaksiyonun anlamli olarak daha az oldugu goéraldi(Sekil
4.21).
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Sekil 4.21. Gruplarin ge¢ donem deri biyopsi Orneklerinin anti-IL-1

boyamasi X400

Tablo 4.20. Gruplarin ge¢ donem deri biyopsi orneklerinin anti-IL-1

boyamasi h-skor

Grup SayiOrtalama SapmaOrtalama

ND-SH
ND-PM
ND-LH
ND-PL
D-KR
D-SH
D-PM
D-LH
D-PL

O\O\O\O\O\O\O\O\O\

Karsilastirma

158.68 32.880
141.36 28.360
136.36 28.280
118.36 38.360
244.28 40.250
211.32 30.580
164.38 38.450
133.66 30.670
98.360 24.660

Farkhhikq

13.423
11.578
11.545
15.660
16.432
12.484
15.697
12.521
10.067

P degeri

ND-SH vs D-KR
ND-PM vs D-KR

ND-PM vs D-SH
ND-LH vs D-KR

ND-LH vs D-SH
ND-PL vs D-KR

ND-PL vs D-SH

-85.600 6.374 ** P<0.01

D-KR vs D-PM
D-KR vs D-LH
D-KR vs D-PL
D-SH vs D-LH
D-SH vs D-PL
D-PM vs D-PL

4.4.4.2 TUNEL Sonuglan

-102.92 7.664 *** P<0.001
-69.960 5.209 * P<0.05
-107.92 8.036 *** P<0.001
-74.960 5.582 ** P<0.01
-125.92 9.376 *** P<0.001
-92.960 6.922 *** P<(0.001
79.900 5.950 ** P<0.01
110.62 8.237 *** P<(.001
145.92 10.866 *** P<0.001
77.660 5.783 ** P<0.01
112.96 8.411 *** P<0.001
66.020 4.916 * P<0.05

TUNEL testi, apoptozisin ge¢ evrelerinde yaygin DNA yikimina ugrayan

apoptotik hucreleri saptamak icgin tasarlanmigtir. TUNEL isaretlemesinin tim

gruplarda 3. ve 7. gunlerde pozitif oldugu izlendi. TUNEL pozitifliginin 6zellikle

sham grubunda anlamli olarak yuksek olmasi hucre verilen gruplarda apoptozisin

azaldigina igaret etmektedir. (Sekil 4.22).
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NDG - PKMH+FLH DG - PKMH+FLH

Sekil 4.22. Gruplarin erken donem deri biyopsi orneklerinin TUNEL
boyamasi X400

Tablo 4.21. Gruplarin erken donem deri biyopsi orneklerinin TUNEL
boyamasi Apoptotik indeks

Grup SayiOrtalama SapmaMean

ND-SH 6 45.880 15.660 6.393
ND-PM 6 37.330 11.250 4.593
ND-LH 6 32550 9.360 3.821
ND-PL 6 25360 6.360 2.596
D-KR 6 25.660 8.440 3.446
D-SH 6 66.330 22.880 9.341
D-PM 6 54330 12.550 5.124
D-LH 6 48360 10.360 4.229
D-PL 6 42330 8.360 3.413
Karsilagtirma Farklilikq P degeri

ND-PM vs D-SH -29.000 5.637 ** P<0.01

ND-LH vs D-SH
ND-PL vs D-SH

ND-PL vs D-PM
D-KR vs D-SH
D-KR vs D-PM
D-SH vs D-PL

-33.780 6.566 *** P<0.001
-40.970 7.963 *** P<0.001
-28.970 5.631 ** P<0.01
-40.670 7.905 *** P<0.001
-28.670 5.573 ** P<0.01
24.000 4.665 * P<0.05

Gec¢ donemde PKMH+FLH verilen gruplarda TUNEL pozitifliginin anlamli
olarak azalmasi, transfer edilen hicrelerin yara bolgesinde apoptozisi azalttigini
disundardi(Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Gruplarin ge¢ donem deri biyopsi orneklerinin  TUNEL

boyamasi X400

Tablo 4.22. Gruplarin ge¢ donem deri biyopsi Orneklerinin  TUNEL

boyamasi Apoptotik indeks

Grup SayiOrtalama SapmaOrtalama
ND-PM 6 51.230 23.660 9.659
ND-LH 6 42.880 28330 11.566
ND-PL 6 34360 12360  5.046
D-KR 6 33.660 11.880 4.850
D-SH 6 72360 26340 10.753
D-PM 6 56.440 16340 6.671
D-LH 6 46380 16.780  6.850
D-PL 6 38360 18770 7.663
Karsilastirma Farkhilikq P degeri
ND-PL vs D-SH -38.000 4.662 * P<0.05
D-KR vs D-SH -38.700 4.748 * P<0.05
5.TARTISMA

Diyabetik yara gibi zor iyilesen kronik yaralar tibbi tedavide problem
olusturmaktadir. Yeni tedavi protokolleri arayislar igerinde kok hucre klinikte
kullanilmaya baslanmig dnemli bir Grindur. PKMH periferik dolagsimdan kolaylikla
elde edilip iyi Uretim kosullarinda hastalara kolaylikla uygulanabilecek iyi bir kok
hidcre kaynagidir. Calismamizda PKMH ve FLH basarili bir sekilde izole edilip
karakterizayonu yapildi. Greftler kultur ortamina alindi ve hucreler Gzerine ekildi.
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SEM analizlerinde bir gecelik inkibasyon sonrasinda deride kaldiklari ve
etkilestikleri bulundu. Bu greftler karsilikh yer degistirilerek deneklere trasnsfer
edildiklerinde Uzerlerindeki hucrelerin yara iyilesmesine katkida bulunduklari
izlendi. PKMH ve FLH tek baslarina taklit ile kargilastirildiginda anlamli bir sekilde
etkili olduklari ancak bu iki hucresel tedavi Urinundn birlikte uygulamanin anlaml
ve birbirini stimule edici etkisi oldugu goruldu. Makroskobik goruntilerde imageJ
ile yaranin daha hizli kapandigi ve daha iyi iyilesmenin gerceklestigi saptandi.
Histokimyasal boyamalarda mikroskobik olarak artan hucre sayisi, kollajen
miktari, damarlanma, bez ve kil folikulu ile azalan enflamasyon ve fibrozis goruldu.
immunohistokimyasal sonuglarda PCNA ile hiicre gogalmasinin arttgi, e-NOS ve
i-NOS ile oksidatif stresin azaldigi, VEGF ile damarlanmanin arttigi, IL10 ile
inflamasyonun azaldigi, TUNEL yontemi ile apopotik indeksin azaldigi belirlendi.

Saglikh bir deri butinlugu, insan viucudunun fizyolojik homeostazinin
korunmasinda hayati bir rol oynar. Deri, vicudun en buyuk organ sistemidir. Bu
nedenle, mekanik kuvvetlere, enfeksiyonlara, sivi-elektrolit dengesizligine ve
termal disregulasyona karsi korunmada 6nemli rol oynar. Ayni zamanda, vicudun
bazi bolgelerinde eklem fonksiyonunu saglamak igin esneklik saglar ve avucun
veya ayak tabaninin yer degistirmesini engellemek igin daha guglu sabitleme
saglar (20). Onarim ve yenileme O0Ozelligi derinin tim bu fonksiyonlarinin
merkezinde yer alir (21).

Diabetes Mellitus ginumuzde giderek artan uluslararasi bir saglik sorunu
haline gelmektedir. Diyabet komplikasyonlari, kotu yara iyilesmesinin, kronik
Ulserasyonun ve sonugta olugan ekstremite amputasyonunun ciddi
komplikasyonlari da dahil olmak Uzere sayisiz eslik eden problemleri icerir. Belirli
ve duzenli fazlara sahip olan deri yara iyilesmesinde diyabet, her asamada olumsuz
etkiye neden olur (14). Hlcresel Grunler son yillarda giderek artan genig bir hastalik
yelpazesi tedavisinde kullaniimaya baglanmistir. Bu hdcresel Urlnler igerisinde
PKMH, ozellikle hematolojik maligniteler bagta olmak tzere gesitli hastaliklarin
tedavisinde kullaniimaktadir.

KH son zamanlarda 6nem kazanmig ve klinik uygulamalarda birgok farkl
hastaliklarda 6zellikle de derideki plastik veya cerrahi amacli yara iyilesmesinde
kullanilan bir hdcre olmustur. Bu hucrelerin izolasyonu, karakterizasyonu ve
farklilagmasi rutin olarak yapiimakta ve Klinikte kullaniimaktadir (22). Bir

calismada bir kdk hdcre urinu olan trombositten zengin plazma kullanilarak 3x2
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cm ebath tam kat doku defekti uygulamasinda hem yara iyilesmesinin hem de
mikrodiyaliz yontemiyle metabolizmanin yapilan uygulamaya bagl daha iyi bir
sekilde iyilestigi bulunmustur. Bir bagka c¢alismada yag doku mezenkimal kok
hdcresi kultur ortaminda damarlanma tzerine CD31, CD34, vWF, CD146 ve SMA
belirtecleri Uzerinden anlamh bir sekilde artisa neden olmustur (24).
Biyomuhendislik yolu ile doku iskeleleri Uzerinde vyapilan kok hucre
uygulamalarinin reepitelizasyonu arttirdigi, kollajen birikimini azalttigi, yeniden
damarlanmayi ¢ogalttigi, kil folikuli ve yag bezlerini daha c¢ok urettigi ayrica
parakrin faktorler yolu ile yara iyilesmesini hizlandirarak istenilen iyilesmeyi
sagladigi gosterilmistir (25). Deksametazon ile immunosuprese edilmis sicanlarda
MKH transplantasyonunun daha hizli bir iyilesmeye neden oldugu ve bunu
Ozellikle kollajen fibril formasyonunu arttirarak yaptigi saptanmigtir (26). Ayrica bir
baska calisma ile kok hucre uygulamasinin derinin birgcok degisik hlcresine
farkhlasarak bu hucreler yolu ile de yara iyilesmesine katkida bulundugu
gosterilmigtir (27). Kok hucreyle yapilan birgok galismanin sonucu olarak uygun
doz ve uygulama sekli, verilirken kullanilacak doku iskelesi ve iskele Uzerinde
eklenebilecek adhezyon, matriks ve buyume faktort ozellikleri ayrica verildikten
sonraki hucrenin yonlendiriimesi ve farklilagtirilmasi gibi 6zellikleri iyi anlagildig
takdirde hucresel tedavinin kronik yaralarin sorun olmaktan c¢ikarilacagini
dusundurmektedir (21,28,29) . Radyoterapi ile deride olusan hasara yapilan yag
grefti uygulamasinda siganlarda toraks 6n duvarinda 4x6 cm?lik yara alaninda
radyoterapi sonrasi 0. ve 20. gunlerde yapilan dlgimlerde epitelyum kalinhiginin
arttigi inflamasyona bagli lenfosit ve makrofaj infiltrasyonunun oldugu kapiller
sayisi ve kollajen miktar artarken fibrozisin azaldigi erken ve geg¢ uygulamanin
bir fark olusturmadigi saptanmistir.

MKH’ler, farklilagma potansiyelleri nedeniyle iyilesmeyen ulserlerde ve doku
rejenerasyonunda terapotik uygulama igin bliyuk umut vaat etmektedir. MKH'ler,
yara bolgelerine go¢ edebilir ve anjiyogenezi uyararak revaskularizasyonu tegvik
ederek yara iyilesmesini iyilestirebilir. Tip 2 diyabetes mellitus (T2DM) insidansi
dunya ¢apinda artmaktadir. Periferik noropati ve periferik arteriyel tikayici hastalik
(PAQD) ile iligkilidir, bu da hastalari mindr travma sonrasi iyilesmeyen ayak ulseri
gelistirmeye yonlendirir. Geligtirilen yeni tedavi protokollerine ragmen toplum igin
onemli bir problem olan iyilesmeyen ayak ulserleri nedeniyle diyabetik hastalar
arasinda yuksek oranda amputasyon gorulmektedir. Son yillarda, kok hiucre nakili,
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DAU igin yeni bir tedavi segenegi olarak dusunulmustir. MKH'lerin rejenerasyon
potansiyeli deneysel ve klinik calismalarda gosterilmigtir (125). Yara onariminda
plasenta kaynakli MKH hidrojelinin etkinligini ve guvenligini degerlendirmek ve
yara iyilesme oranini arttirmak i¢in, PDMSC'leri hidrojelin (htcre sayisi: 1 x 10 /
hlcre / cm) topikal olarak yara bolgesine uygulandigi bir galismada hastanin ayak
ulseri iyilesmis ve yuruyuste ayak fonksiyonu iyi korunmustur. Higbir komplikasyon
gozlenmemigtir. Takip eden 6 ayda nuks gorulmemigtir (126).

Plantar deri (izerinde bir DFU kemirgen modeli ve bu modelde KiMKH
terapotik etkinligini degerlendirmek igin yapilan bagka bir galismada yeniden
epitelizasyon, plantar deride iyilesme siirecini baglatmistir ve KIMKH'ler diyabetik
sicanlarda iyilesmeyi hizlandirmigtir. MKH sarthh medyumu ile kultire edilen
keratinositlerde, yuksek glukoz durumundaki azalmis pFAK seviyeleri geri
kazanilmig ve MMP2, EGF ve IGF-1 seviyeleri artmistir. Bu iyilesme, keratinosit
fonksiyonlarinin modifikasyonu ile aciklanabilmektedir (127).

lyilesmeyen diyabetik Ulserlerde merkezi patoloji bozulmus kan akimidir.
MKH’lerin kollajen iskeleler icine ekilerek yara yerine verildigi bir galismada tedavi
edilmeyen yaralarla kargilastirildiginda artmis anjiyogenez ile sonuglanmistir. Yara
iyilesmesinde yluzde yara kapanmasi ile degerlendirilen bir iyilesme sadece en
yuksek hucre dozunda gozlenmistir. Bu hucre bazl tedavinin, yara kapanmasini
arttirmak ve anjiyogenezi guglendirmek igin yeni bir terapdtik strateji sagladigi
dugunulmustar (128).

Obez Olmayan Diyabetik (NOD) farelerde, deri yara iyilesmesinde fare
kemik iligi kaynakl allojenik MKH'lerin (allo-fKi-MKH) ve bunlarin aseliiler
turevlerinin (allo-ast-fMKH'ler) intradermal olarak enjekte edilerek yararh etkilerinin
karsilastirildigi  bir calismada allo-ast-fMKH'lere kiyasla, allo-fKi-MKH’lerin
uygulanmasinin, diyabetik farelerde yara iyilesmesi icin yetersiz oldugu ve
terapotik etkiyi geciktirdigi gorulmastir. Bu durum, MKH'ler tarafindan salgilanan
trofik faktorlerin, cildin yenilenmesi igin kritik oldugu gergegi ile agiklanabilir ve
MKH'lerin, uygulamadan sonra bu faktorleri salgilamak igin biraz zamana ihtiyag
duyabilecegini dusundurmektedir (129).

insan adipoz kdkenli kdk hiicrelerin (iIADSC) lokalizasyonunun ve bu
hdcrelerin diyabetik siganlarda ayak ulserli dokunun onariminda rolundn
arastiriimasinin amaglandigi bir galismada iADSC'lerin, diyabetik siganlarda, 15.

gunde ulser alaninda 6nemli dlgiide azalmig olan, tam kat kalinlikta ayak dorsal
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deri yaralari Uzerinde olumlu etkisi gorulumstur. Daha fazla granulasyon dokusu
olusumu, anjiyogenez, hucresel proliferasyon ve daha yuksek buylume faktori
ekspresyonlari da yara yerinde tespit edilmigtir (130).

DAU ile yapilan baska bir calismada KiMKH’ler intramiiskiiler ve subkutan
enjeksiyon olmak Uzere iki farkli yolla verilerek sonuglar karsilastirildiginda,
proliferasyon belirteci olan Ki67 ekspresyonlarinda iki grup arasinda fark olmadigi
ancak VEGF ekspresyonunun, subkutan KIMKH uygulanan grupta daha yiiksek
duzeyde oldugu gorulmuastur. Her iki MKH verilis yolu da siganlarda DAU'larin yara
iyilesmesini desteklemektedir. Bacak igine yapilan intramuskuler transplantasyon,
daha sonraki asamalarda yara dokularinda daha iyi bir kaliciligi ve daha yuksek bir
VEGF ekspresyon seviyesini gostermigtir (131).

Hucresel urUnler son yillarda giderek artan genis bir hastalik yelpazesi
tedavisinde kullanilmaya baslanmigtir. Bu hicresel drunler igerisinde PKMH,
Ozellikle hematolojik maligniteler basta olmak Uzere c¢esitli hastalarin tedavisinde
kullaniimaktadir. Bunun diginda yara iyilesmesinin ozellikle inflamatuar fazinda
etkin rol oynayan LH igin 6nemli immunolojik fonksiyonlara sahip oldugu
bilinmektedir (132) Literaturde PKMH ve LH igin yara iyilesmesindeki roluyle ilgili
in vivo ¢alismalar sinirli sayidadir. Ayrca LH igin epidermal homeostaziste onemli
bir rol oynadigi ve yara iyilesmesinin 6zellikle erken asamalarinda yararli oldugu
in vivo deneylerle gosterilmistir (13,133). PKMH hucrelerinin bakteri ile uyariima
durumlarinda IL-6-10-17-23, IFN-y, TNF-a TGF-13 duzeylerinin elisa ile
incelendiginde arttirdigr ve bunun TGF-B i¢in anlaml oldugu bulunmustur. Bu
durum PKMH igin immunregulatuar ve antiinflamatuar etkinin varligini
gostermektedir. Bizim c¢alismamizda PKMH verilen gruplarda morfolojik olarak
iyilesmenin daha hizli gergeklestigi, immunohistokimyasal boyamalarda ise IL-1
ekspresyonunun azalmasi ile yara iyilesmesinin inflamatuar fazini etkiledigini
gorduk. PKMH+FLH verilen gruplarda ise bu fark daha belirgindi.

LH'ler, makrofajlar ile ortak bir ontojeni paylagan fakat DC'ler olarak islev
goren epidermis-yerlesik antijen sunan hucrelerdir. Epidermiste gelisimi,
toplanmasi  ve tutulmasi, bircok mekanizma yoluyla keratinositlerle
etkilesimlerliylee duzenlenir. LH ve dermal DH alt kimeleri siklikla fonksiyonel
fazlahk gosterir, ancak antijen epidermiste yogunlastigi zaman spesifik adaptif
bagisiklik yanitlari igin LH'ler gereklidir (134). LH, derinin epidermisi boyunca bir
hicre agi olusturan, fakat epidermisten drenaj lenf dugumlerine go¢ etme
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kabiliyetine sahip olan, dokuya yerlesik makrofajlarin essiz bir populasyonudur.
Deri bariyerlerindeki konumlari bagigiklik sistemi olarak 6nemli bir rol oynar. Ancak,
onlarca yillik arastirmaya ragmen, LH'nin deri bagisikliginda oynadigi rol
belirsizdir; LH'nin ablasyonu, immun regulasyon eksikligi nedeniyle ne deri
enfeksiyonuna ne de o6lumcul otoimmuniteye neden olan 6limcuil sonuglara yol
agmaz. immiin siregler hakkindaki anlayigimiz geleneksel olarak lenfosit priming
ve diferansiasyon bolgeleri olarak ikincil lenfoid organlar Uzerinde merkezlenmisgtir,
bu da baglangicta LH ile olgunlasarak LN'nin maturasyon Uzerine LN'ye go¢ eden
doku dendritik hucreleri igin bir paradigma olarak tanimlanmigtir. Ancak, yakin
zamanda, efektor bagisikhgini sekillendirmede doku ortaminin 6nemi hakkinda bir
farkindalik ortaya ¢ikmistir (135).

Oral mukozaya antijen maruziyetinin genellikle immuin tolerans
indUksiyonuna yol acgtigi dusunulmektedir. Bununla birlikte, insan oral
mukozasindan go¢ eden DH alt kimesinin bilesimi ve iglevi hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. Saghkh insan diseti eksplantlarindan kaynaklanan gé¢gmen DH'nin,
insan derisinden go¢ eden DH ile ayni frekans dagiimindaki ayni fenotipik alt
kimelerden olustugu gosterilmigtir. Gingival CD1a+ LH ve interstisyel DC alt
kimeleri, cX-4 ekspresyonu, kutan6z muadillerinin aksine, farkli go¢
mekanizmalarina isaret etmektedir. Dikkat gekici bir sekilde, gingival eksplantlar
daha yuksek DH migrasyon hizlari ve go¢ etmig DH'nin allojenik T hlcrelerini prime
etme ve tip-1 efektdr T hicresi farklilagsmasini indikleme ile sonug¢lanan daha
yuksek inflamatuar sitokin seviyeleri saglamaktadir. Bu gézlemlerden yola ¢ikarak,
T hucre toleransini induklemek igin i¢sel bir kabiliyetten ziyade, oral mukozadan
goc eden DH'nin efektor T hucresi bagisikligint indikleme egilimi gosterebilecegi
ve kararli durumdaki olasi patojenik davetsiz misafirlere kargi yuksek bir uyaniklik
durumunu koruyabilecegi dusunulmektedir (136).

Kanser hastalarinda DH farklilagmasi ve maturasyonun yaygin sistemik
baskilanmasi, agilama etkinligini engelleyebilir. Bir ¢alismada, insan derisinden
go¢ eden DH alt kumeleri kapsamli olarak tanimlanmis, gé¢ ve T hucresi uyarici
yeteneklerinin, kanserle iligkili baskilayici sitokinler araciigiyla dermal
mikrogevresinin sartlandiriilmasindan nasil etkilendigi incelenmigtir. Karmasik bir
doku yapisi baglamindaki etkileri degerlendirmek icin, yakin fizyolojik bir cilt
eksplant modeli kullanilan galismada 4-renk akis sitometrisi ile, maturasyonun
farkl durumlarinda go¢ etmis LH ve bes dermis kaynakli DH populasyonunu
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tanimlanmistir. Bilinen timorle iligkili baskilayici sitokinlerden olugan bir panelden
IL-10, dusuk seviyelerde eg-uyarici molekuller iceren immatur bir CD14 (+) CD141
(+) DC-SIGN (+) DH alt kimesinin baskin gocunu indiklemek i¢in egsiz bir yetenek
gOstermigtir. Benzer gsekilde immatur bir alt grup kompozisyonu, deride meme
tumorlerinden alinan eksplantlardan go¢ eden DH igin gozlenmigtir. Matur CD1a
(+) alt kimelerinin baskin gogu, IL-12p70 salinimi, Th1 profili ile etkin Th hicre
yayilimi ve fonksiyonel MART-1-spesifik CD8 (+) T hucrelerinin geniglemesi,
immatir CD14'Un migrasyonu ile iligkili olarak gorulmustur. Th yanitlarinin,
koordineli FoxP3 ve IL-10 ekspresyonu ve duzenleyici T hiucresi farklilagsmasi ve
bayumesi lehine eslik ettigi gozlenmistir. Boylelikle, yuksek IL-10 seviyeleri, cilt go¢
etmis DH alt-kimelerinin bilegsimini etkiledigi ve M2-benzeri immattr DH'nin T hicre
toleransina yol acgan iglevsel niteliklerle gocunu destekledigi dusunulmektedir
(137). Biz bu galigmada yara iyilesmesinde inflamatuar fazi kisaltmak amaciyla
PKMH’leri IL4 ve GM-CSF ile induksiyonu ile dendritik hucrelere farklilastirdik. Elde
ettigimiz hucreleri deney modellerinde tek basina fLH olarak veya PKMH ile birlikte
yara bolgesine intradermal olarak uyguladik.

Yapilan calismalarda allojenik olarak uygulanmis kok hucrenin diyabetik
siganlarda immunosupresif etki gosterdigi, benzer sekilde PKMH ile ayni etkinin
goraldugu, hucrelerin uygulama sonrasinda dokularda kaldigi ve fonksiyonel
oldugu saptanmigtir. Ayrica yara iyilesmesinin 6zellikle inflamatuar fazinda etkin
rol oynayan langerhans hucrelerinin Snemliimmunolojik fonksiyonlara sahip oldugu
bilinmektedir. LH epidermal homeostaziste 6nemli bir rol oynadigi ve yara
iyilesmesinin Ozellikle erken asamalarinda yararli oldugu in vivo deneylerle
gosterilmigtir. Bu c¢alismanin 6zgunligu zor iyilesen yaralarda kok hucreden
farklandiriimis  langerhans hucrelerinin  literatirde  bilinmeyen tedavideki
etkinliklerinin ve etki mekanizmalarinin ortaya konmasidir. Calismamizda yapilan
literatur arastirmasi sonucunda elde edilen bilgiler dogrultusunda yaygin bir toplum
sagligi problemi olan 6zellikle diyabet gibi kronik hastaliklarin sebep oldugu koétu
yara iyilesmesinde periferik kandan elde edilen mezenkimal kok hucrelerin ve
bunlarin farklilagtirimasi ile elde edilen bir dendritik hicre olan Langerhans
hlcresinin yara iyilesmesi Uzerindeki etkisi arastirildi.

Sigan sirtinda flep olarak yapilan deneysel bir galismada MKH veya MKH +
VEGF besiyerine emdirilen jelatin matriks ile 7 guin sonrasinda nekroz alaninin

azaldigi, CD31 ile gosterilen kok hlucre sayisinin anlamh bir sekilde arttigi ayrica
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kil koku ve iskelet kasi sayisinin olumlu yonde etkilendigi bulunmustur. Kritik
hacimli yapilan fleplerde yara iyilesmesinin zorlagsmasi nedeni ile curcumin
kullanilan bir galismada histopatolojik olarak PKMH de azalma, damar ve kollajen
yogunlugunda artis oldugu saptanmistir. 3x9cm?lik yaranin 2. glinde nekroza
gittigi 7. gunde nekroz alanlarinin oturdugu ve 7. gunde yapilan histopatolojik
incelemede iyilesmenin basladigi gérilmustir. 2.5 x 2.5 cm?lik tam kat cilt defekti
olusturulan sigan deneysel yara iyilesmesinde kollajen-GAG dermal matriks veya
kollajen-elastin dermal matriks (matriderm) kargilastirmasinda 14. ve 30. gunlerde
dermis ve epidermis kalinlagsmasi, granulasyon dokusu, kollajen depolanmasi,
elastin lifler, inflamatuar hucreler ve miyofibroblastik hicreler degerlendirilmisgtir.
Kontrole gore her 2 dermal analog makroskobik kontraksiyonu azaltmigtir. Diger
parametrelerde de olumlu etki saptanmistir. 1.5 x 1.5 cm?lik olusturulan sigan deri
yarasinda MKH ile bGF birlikte verildiginde integrin-alfa-3 artisiyla gorulen anlamli
bir iyilesmenin olustugu gorilmustir (140). 2x2 cm?lik tam kat cilt defekti yapilan
sican derilerinde fibrin matriks, fibrin matriks Gzerinde keratinosit, keratin matriks
uzerinde YKMKH ve bunlarin birlikte oldugu uygulamasi yapilmigtir. Yaranin
kenarlarindan kontrakte oldugu ve merkezde bir Ulserasyon bulundugu saptanmig
sadece 2 hucre birlikte kullanildiginda kontraksiyonun azaldigi ve normal deriye
benzer gekilde epitelizasyonun oldugu, kollajen miktarinin arttigi ve
damarlanmanin c¢ogaldig1 gorulmustur. Ayrica fibroblastik farklilasmanin ve
matriks sentezinin, endotelyal farklilagsmanin, yeni damarlanmanin ve uygulanan
keratinositlerden olusan epitelin varligi izlenmistir.

Deri yaralanmalarinda tedavi olasiliklari igerisinde otograft seklinde deri
nakli klasik bir ydontemdir. Deriye paralel bir sekilde ince bir tabaka donérden alinip
epidermisi tamamen, dermisi kismen igeren bir sekilde yara yerine yerlestirilir.
Yanik seklindeki bluyuk yaralarda alani buyutmek amagh gerdirilebilir ve bu
durumda daha fazla dermis igeren deri nakli oldukga avantajlidir. Kalinlasan deri
greftinin daha hizli ve daha iyi iyilestigi bilinmektedir. ikinci olasilik allograft veya
ksenograft deri naklidir. Dondr bulmanin sorun oldugu ancak bulunamadiginda
rejeksiyonu goze alinarak bir hafta zaman kazanilabilen deri nakil tipidir.
Allograftin salgiladigi buyume faktorleri sebebiyle otograft bulunana kadar zaman
kazanilabilecegi dusunulmektedir. Ksenografta 6rnek olarak da domuz derisinden
yapilan nakiller bulunmaktadir. Bunlarin digsinda doku muhendisligi ile Gretilen deri

benzeri Urdnler bulunmaktadir. Biyogdzunur matriks materyallerin Uzerinde

114



gogaltilan keratinositler ile deriye naklin yapildidi tiirdir. integra denilen ilk satilan
urin muhendislik trinu gapraz bagh kollajenler ile konroidin-6-sulfatin karigimi
olarak bulundugu dermal matrikstir. Buyuk yaniklar gibi durumlarda gegici
epidermal yaniklar olarak kullanilan bu matriks hastanin hadcreleri ile dolup
¢ogalma ile dermal rejenerasyonu saglar iken yara kontraksiyonunu da azaltir. Bir
diger Urln alloderma olup deselulerize edilmis dondr derisini kullanir. Hucre
icermeyip sadece protein bulundurdugundan immun reaksiyonlara neden
olmadigi gibi hastalik bulagina da sebep olmaz. Diger bir Griin de hucre tabanl
olanlardir. Hastalardan alinan keratinositlerin kultirde ¢ogaltiimasiyla ilk olarak
“‘Epicel” piyasaya surulmustir. Son zamanlarda kulak arkasindan alinan
biyopsilerle birka¢ hucre tabakasi kalinliginda Urunler elde edilebilmektedir. Bir
diger Urin yeni dogan fibroblastlarinin poliglaktin mesh Uzerinde uretildigi ve
matriks olusturan Grinlerdir. ik olarak dermagraft ismi ile diyabetik ayak
ulserlerinde kullaniimigtir. Her durumda rejeksiyon olmasina ragmen dermisin
yeniden yapilanmasina ve yara yerine keratinosit gogunu saglamaktadir. Bir diger
urun ise fibroblast ve keratinositlerin birlikte kullanilarak dermis ve epidermisin
olusturuldugu apligrafttir. Yeni dogan derisinden alinan fibroblastlarin kollajen-1
ile guclu bir matriks olulturmasi ile gok katli bir yapi elde edilir. Ancak yara yerinde
kontraksiyon ve rejeksiyon kacginilmazdir. Yeni bir yaklasim olarak da yara
kenarlarindan alinan tam kat derilerin bir hidrojel yardimi ile karigtiriimasi ve
tekrardan yara yerine kullaniimasidir. Boylelikle hicre c¢ogalmasi ile yara
iyilesmesi saglanir (139). Tam kat deri grefti yapilan bir baska ¢alismada MKH
kullanilarak sistemik ve lokal etkisi incelendiginde kitosan kullaniminin kontrol ile
karsilastirildiginda daha etkili oldugu gorulmustir. Buna sistemik ve lokal verilen
MKH oldukga anlamli bir iyilesmeye neden olmus epidermis ve dermisin yani sira
hipodermis ve altindaki kas dokusundaki kil follikill ve yag bezlerinin de sayisal
olarak arttigi bir iyilesme gorulmustuar. Masson trikrom ile kollajen fibrillerin yizdesi
ve CD31 ile gosterilen dermal kok hicre miktari anlamli bir sekilde artmistir. Doku
muhendisliginin kultir ortaminda deri yapimi ile ilgili mit veren c¢alismalarin
oldugu ve tam kat derinin olusturularak yara yerlerinde kullanilabilecegi
dugunulmaustur (141). Bununla ilgili degigsik modeller onerilmektedir (142).
Diyabetik ayak ulserleri i¢cin endotelyal progenitor hucrelerden yeni damar
olusumunun gergeklestigi gosterilmis ve bunun klinik olarak kullanilabilecegi

dusundimustar.
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Deri yara iyilesimine son yaklagim KH tedavisidir. Dolasan kanda bulunan
hematopoetik ve MKH nedeni ile yara yerinde kok hicre bulunmasi ¢ok sasirtici
degildir. GFP ile isaretlenmis KIMKH fare yara modeline transplante edilmesi
sonrasinda orada kaldiklari ve bir¢cok farkli hicreye donustikleri gosterilmistir.
Allojenik MKH icin ¢ok az immunreaktif oldugu ve anlamli katkilar sagladigi
saptanmistir. KIMKH igin derinin dogal fibroblastlarindan daha fazla kollajen,
bliyume faktori ve angiogenik buyume faktoru salgiladigr saptanmigtir. Birgok
skaffoldlar ile verilen KIMKH larin hem fare hem de insan da yara iyilesmesine
anlamli katkilar sagladigi gosterilmistir. Birkag gun icerisinde dermal kanlanma ve
kalinlik artigi saglamaktadir. Radyasyon yanigina ugramis bir teknisyende 11
aylik KIMKH tedavisinin sasirtici sonuglari olmustur. Ozellikle yara yerinin kritik
hacme ulastigi durumlarda KIMKH daha da anlamli etkiler saglamaktadir. Birgok
sinirlamalari olmasina ragmen embriyonik KH ve iPKH tedavilerinin de oldukg¢a
etkili oldugu gosterilmektedir (139). Bir baska calismada tam kat deri yarasinda
topikal ve sistemik KIMKH karsilastirilmis ve topikal kullaniminin daha etkili
oldugu dusunulmasgtar (138).

MKH deri icinde damarlarin dis kismina perivaskuler hicrelere ve perisitlere
lokalize olabilmektedir. Damar duvarinda olanlari yara dokusunun tamiri i¢in go¢
edebilmektedir. ister intravendz ister intradermal olsun MKH enjeksiyonu zor
iyilesen yaralarda bile etkili olmaktadir. Bu etkinin proangiogenik faktorlerin
sekresyonu ile damarlanmanin artigi, endotel ve perisit hicrelere farklanmanin
olmasi, M2 makrofaj polarizasyonunun saglanmasi, matriks Uretimi ve
immunosupresif etki ile gergeklesmektedir. Bu faktorler icerisinde MFG-E8 yeni
bir hedefe bagimli téropatik olabilir (143). Obez olmayan diyabetik farelerde 1x10°
allojenik KIMKH aseliler membran (izerinde verildiginde reepitelizasyon,
dermaepitel bileske, vyara iyilesmesi, I0kosit infiltrasyonu, damarlanma,
granulasyon dokusu olusumunda ve dermisteki fibrillerin yogunlugu
incelendiginde 16 gun sonrasinda oldukga olumlu sonuglar elde edilmigtir.
Bunlarda inflamasyon ve granulasyon dokusu olugsumunda oldukga anlamh
sonuglar elde edilmistir. Yara yeri incelendiginde IGF-1, KGF, HGF, VEGF, ANG-
2, MMP1, KOL1 ve PGE-2 proteinlerinin anlamli bir sekilde arttigi saptanmistir
(129). Asellller dermisin yanik tedavilerinde de basarili bir sekilde kullanildigi

dusundlmustar.
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Diyabetik yara iyilesmesinde onemli bir problem yeni damarlanmanin
inhibisyonu, makrofajlara bagl fagositozun disfonksiyonudur. Buna bir ¢6zim
olarak MKH uygulamasi diyabetik farelerde énemli miktarda MFG-E8 Uretimine
neden olmustur. Yara alanindaki yeni damarlanma inflamasyon ve apoptotik
hiicre sayisi IHK ve rtPCR ile degerlendirilmis, fagositoz yontemi ile incelenmistir.
Diyabetik olmayan farelerde granilasyon dokusunda MFG-E8 o6nemli ol¢lde
azalirken subkutan yapilan MKH ile diyabetik farelerde de bu azalma saglanmistir.
MKH enjeksiyonu sonrasinda CD31 pozitif EC ler ve NG2 pozitif perisitler ve ayni
zamanda M2 tipi makrofajlar anlamli bir sekilde azalmistir. Ayrica apoptotik hucre
sayisinda ve TNF-alfa sayisinda baskilanma olmustur. MKH nisgi verilmig derilerde
de diyabetik farede peritoneal makrofajlar ile fagositoz edilen apoptoz hicre
sayisinda artma olmustur (9,145). Epidermal rejenerasyon ve tamirde apoptozun
Caspas-8 Uzerinden gercgeklestigi de gosterilmistir.

Biz de galismamizda dermisteki damarlanma artisini géstermek amaciyla
deney modellerinde elde ettigimiz dokulari immunohistokimyasal olarak VEGF ile
boyadik. Boyama sonucunda VEGF ekspresyonundaki en anlaml artisin non
diyabetik hayvanlarda PKMH+FLH verilen grupta gergeklestigini, bunun diginda
hdcre verilen gruplarda kontrol ve sham grubuna gore yine damarlanmada anlamli
fark oldugunu saptadik.

KH igin derideki birgok hlucreye donustugu gosterilmistir. En énemli hicre
olarak keratinosit farklilagmasi calisiimistir. Ekzojen sitokinler, buylime faktorleri,
kimyasallar ve matriks karigimi ile yonlendirilen KH belli oranda keratinosite
donmektedir. Buyume faktorlerinden BMP4, askorbat, ve matriks keratinosite
dondirmede Onemli faktorlerdir. Genetik modulasyon ile de keratinosit
farklilagsmasi saglanabilir. Transfekte edilen KH icin WNT grubundaki
transkripsiyon faktérlerinin daha etkili oldugu gosterilmistir. Ozellikle GATA-3 hem
T hucre farklilagsmasini hem de KH farklilagsmasini saglamada en fazla galisilan
transkripsiyon faktéridir. insan uygulamasinda olusabilecek riskleri yiiziinden
gen tedavisi hala birgok soru icermektedir. Bir diger yaklasimda bazi
transkripsiyon faktorlerin hicreler arasi sinyal molekulleri Uzerine parakrin etki ile
farklilagmayi yonetmesidir. Arastirma agamasinda olana bu dusuncenin gelecekte
onemli bir tedavi Urinu olmasi beklenmektedir (144).

Derideki epitelyal kdk hucreler interfollikiler epidermal ve kil follikila olmak
tizere ikiye ayrilir. interfollikiler epidermal olanlar, epidermisin bazal tabakasinda
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olup yara iyilegmesine katilir. Kil follikilinde olan KH bulge bdlgesinde bulunur.
Epidermal ve yag hucrelerine farklilagir. KH parakrin etki ile neovaskularizasyon,
go¢ ve immunmodulasyonu gergeklestirir. MKH salgiladigi VEGF ile NO ile
endotel hucre proliferizasyonu ve vaskuler permeabiliteyi arttirir. Ayrica MMP ler
tizerinden de bu etkiyi gerceklestirir. insan derisinden elde edilen ¢ogalan MKH
icin VEGF ekspresyonunun sitoplazmik ve nukleer lokalizasyonda oldugu ve ikKisi
arasindaki etkilesimin damarlanmay: arttirarak yara iyilesmesini hizlandirdigi
dusundlmustir (146).Cogalma uzerine olan etkileri dermal fibroblastlar Gzerinde
yaptiklari parakrin etkidendir. MKH niginde yuksek duzeyde bulunan sitokin ve
kemokinler yara iyilesmesinde hicre c¢ogalmasini gergeklestirir. MKH ayrica
immun hucrelerin ve endotelyal hicrelerin gogunu saglar. CCL2, 5, 7, 20, 26,
CX3CL1, 8 ve 10 onemli faktorlerdendir. Ayrica monositler inflamatuar hucreler
natural killer hucreler dendritik hicreler de bu faktorlerden etkilenir. MKH orta
derecede mayor histocompatability compleks class 1 eksprese ederken 2'yi
eksprese etmez. Bu nedenle immunolojik reaksiyona neden olmaz. Yara yerinden
salgilanan proinflamatuar sitokinler MKH lari yara yerine c¢agirarak
immunmodulasyonu yapmasini isterler. Aktive lenfositler tarafindan salgilanan
TNF-alfa ve IL-1 gibi proinflamatuar sitokinler ile SD1 in inflamasyonlu dokuda
artmasini saglar (144).

Sadece deri degil ekleri agisindan da hucre tabanli tedavinin yeri 6nemlidir.
Sag follikult, yag ve ter bezleri, epidermis ile iligkide olan ancak dermisin
derinliklerine kadar uzanan olusumlardir. Kil follikulinin anajen donemdeki aktif
blyumesine, katajen donemdeki yikimina ve telojen denen sessiz donemdeki
durumlarina etki edebilmektedir. Buralara uygulanan kok hucrelerin her bir farkl
hdcre igin degisik bir yaklasimda bulundugu ayrica bu eklerin saglikli olmasi
durumunda deri yara iyilesme durumunun da saglkl oldugu gosterilmigtir. Kil
follikilinin epidermal KH igerdigi bulgede melanosit KH nin bulundugu
saptanmistir. Buralardaki farkli KH izole edilip yara iyilesmesi igin kullanildiginda
aktif bir sekilde fibroblast gibi fonksiyon gostermektedirler. Derideki noral
hacrelerinde izole edilip tekrar deriye verildiginde hem néral hem de mezodermal
hlcrelere donustukleri saptanmistir (139).

Mekanik olarak olusturulmus insan randomize faz I/l klinik denemesinde
normalde gerceklesmeyen rekonsriksiyonun 38 erigkin hastada yapilan Ki

mononukleer hucreler ile intradermal uygulama sonrasi deri yara alaninin
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kugulmesi ve deri kalinliginin dlgulmesi ile gosterilen yara iyilesmesinin 1. ayda
anlamli ve 4. ayda oldukga anlamli tedavi etkisi saptanmistir. 2. yil sonunda
plaseboya gore 4 katina ¢ikan deri alani otolog KH igin mukemmel bir sonug olmus
ve higbir yan etki gorulmemistir (147). Bir baska insan randomize faz I/l klinik
denemesinde insan dermal fibroblastlardan olugsturulmusg biyolojik olarak aktif
epidermisten yapilmis natural killer hicrelerden olusan stratagraft deri dokusu
kullanilmig ve kadavrik allograftlar ile karsilastirmali olarak incelenmig 15 hastanin
yara yerine gegcici allograft olarak verilmigtir. Yara yerinden 1 hafta sonra
kaldirldiginda allojenik immun reaksiyon in vitro lenfosit proliferasyon yontemi,
krom salgilama yontemi ve antikor geligsimi ile incelenmigtir. Kadavra ile
karsilastirildiginda stratagraft B ve T lenfosit veya LH hucrelerinde bir degisiklik
olusturmamistir. Ayrica hastalarin PKMH sayisinda veya keratinosite farklanmada
bir artisa neden olmamistir (148).

Sigan deri orneklerinin SEM ile incelendigi bir galismada tum derinin
kullanilmasi durumunda in vivo ile karsilastirildiginda degisen birgok gen
ekspresyonunun oldugu gosterilmigtir.

Kronik yaralar, kesintisiz bir tamir sureci sergiler; burada genellikle 3 ay
olarak kabul edilen uygun bir sure igcinde anatomik ve fonksiyonel sonuca
ulagilamaz. Deri yaralandiktan sonra, inflamasyon sureci yara iyilesmesini baglatir
(32). Duzenli iyilesme safhalari boyunca ilerleme kaydedilmemis ancak kendi
kendine devam eden bir inflamatuar agamada kalmis ve yeterli yara yonetimine
ragmen bu duruma devam etmiglerdir. Kronik hastalik, vaskuler yetmezlik,
diyabet, malnutrisyon, yaslanma, basing, enfeksiyon ve 6dem gibi lokal faktorlerin
sebep oldugu kronik yaralarda meydana gelen doku hasari, ROS ve destruktif
enzimler ile yaray bol miktarda notrofil infiltrasyonuyla karakterize, uzun suren ve
artmig bir inflamatuar durumda hapseder (33).

Yara onarimi, ongoérulebilir hicre tipleri ve mikrogevre hazirliklari olan
homeostaz fazi, inflamatuar faz, proliferasyon fazi ve remodeling fazi olmak tUzere
bir dizi faz ile koordine edilir. Yara iyilesmesi inflamatuar fazda kanamayi
sinirlayan ve sitokin sinyalizasyonunu baglayan trombosit tikacinin olusmasiyla
baglar. Bu olay koagulasyon kaskadini baslatir ve canli olmayan dokunun
debridmani i¢in hucrelerin ¢ogalmasini ve biraraya gelmesini tegvik eder.
Trombosit agregasyonuna, kanda notrofiller igin kemotaktik olan PDGF ve TGF-b
salinimi eglik eder. Notrofiller, PDGF'ye yanit olarak trombosit tikacina gekilerek
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0lu dokuyu ve bakteri partikullerini fagosite eder, reaktif oksijen urtnleri (ROS) ile
de antibakteriyel ortam yaratir. Notrofiller ayrica proinflamatuar bir sitokin ve
keratinositlerin gogalmasi icin bir uyarici olarak gift etkiye sahip olan IL-1 sunar.
Lokal mikrogevre degismeye baslar ve katekolaminlere yanit olarak
vazokonstruksiyon meydana gelir. Bu vazokonstriksiyon kisa sure i¢inde giderek
azalir ve dolagimdaki mast hucrelerinden histamin salinimina yanit olarak daha
sonra vazodilatasyon meydana gelir. inflamatuar faz ilerledikge, makrofajlar 24 ila
72 saat iginde baskin hicre turu haline gelir. Yara iyilesmesinin
dizenlenmesindeki rolu kritiktir ve vyara iyilesmesi ilerledikge degisiklikler
meydana gelir. Makrofajlarin yara iyilesmesinde merkezi bir rol oynadigi, yara
icinde homeostazi meydana getirdigi ve patolojik inflamasyonu 6nlemek igin
inflamatuvar durumu azalttig1 yaygin olarak kabul edilmektedir (30). Deride immun
yanita katilan antijen sunan hucreler (APC) olan epidermal dendritik hicrelerin
Ozellesmis bir alt grubu olan Langerhans hucreleri (LH) derinin epidermal
tabakasinda sofistike bir gozetim agi olugturur ve ilk sira konak savunucusu olarak
islev goren epidermis ve mukozal epitelde bulunan ve deri immunitesinin
duzenlenmesi igin kritik olan 6zel bir dendritik hicre alt tipidir (15). LH'ler kararl
durum kosullari altinda deride bulunan miyeloid 6ncullerden yenilenirken, patolojik
kosullar altinda da kan dolagimindan toplanan monositlerle yenilenirler. LH'leri,
akut yara iyilesmesinin ilk asamalarinda immunitenin dnemli bir hiicresel bilesenini
temsil eder. LH'leri ile epidermisin repopulasyonunun, fare ve domuz modellerinde
yara re-epitelyalizasyonu sirasinda meydana geldigi gosterilmigtir (13). Guncel
kanitlar, LH'lerinin anormal yara iyilesmesinde ve hipoksik bir cevreyle karakterize
olan hipertrofik yara ve kronik yaralarin olusumunda yer aldigini géstermektedir
(15) Bu hucreler immunolojik bariyerin esas hucrelerinden birini temsil eder ve
akut yara iyilesmesinin inflamatuar fazinda 6nemli bir rol oynamaktadir (13).
inflamasyon gerceklesmis veya vyaralanmis derilerde, ¢esitli hiicre tipleri
tarafindan Uretilen inflamatuar sinyaller, LH aktivasyonunu ve olgunlagsmay tesvik
edebilir. Aktive edilmis LH'leri daha sonra lokal lenf nodlarina dogru go¢ ederek
primer bir immin vyanit ortaya c¢ikarmaktadir. Fonksiyonlarinin, yabanci
molekulleri fagosite etmesinden naif T hucrelerini tetiklemeye kadar degistigi
bilinmektedir. Yine de yara iyilesmesi sirasinda bu immatir dendritik htcrelerin
iglevi hala tam olarak anlasilamamigtir. Ayrica LH sikliginin keratinosit
proliferasyonuyla ters orantili oldugu bilinmektedir. Artmig LH sayisi bazal
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keratinositlerin proliferasyon orani ile ters korelasyona sahip oldugu igin, iyilesen
diyabetik yaralarda LH varliginin artmasi nedeniyle keratinositlerin ¢gogalmasini
durdurdugu ve normal, ayirt edici bir fenotipe donustigu soylenebilir. Kronik
yaralarin iyilesmeyen kenarlarindaki keratinositler, saglikli muadillerinden 6nemli
Olcude farkhdir. Deney hayvani modelinde yara iyilesme surecinde damarlanma,
epitel kalinligi, fibroblast gcogalmasi, keratinosit sayisi birgok calismada ortak
kullanilan kriterler olmugtur (31).

LH histiyositozisi denilen hastalikta insan deri lezyon orneklerinde I6kosit
hidcre adezyon molekullerinin incelemesi yapiimigtir. TUm hastalarda CD11c, 44,
54 ve 58 in pozitif oldugu 3 hastada CD11a ve b nin pozitif oldugu ve CD58 Lokosit
Fonksiyon antijen-3 icin epidermis LH lerinde pozitif oldugu gosterilmigtir. Bu
hacrelerin  aktif bir sekilde migrasyon yaptigi da saptanmistir(13). Deri
yaslanmasinda kullanilan mekanizmalar henlz tam olarak anlasiimamistir.
Bunlardan bir tanesi dendritik hiicre ailesinin bir Gyesi olan LH olup epidermise
yerleserek antijen prezentasyonu ve T huicre cevabini indikleme ile immun
sistemi module etmektedir. Yash deride LH sayisal ve hareketsel olarak
azalmaktadir. Dolasan kandaki monosit dncullerinden LH benzeri hicreler izole
edilerek flowsitometrik analizi ile olusan degisiklikler incelenmistir. IL-1 ve retinoik
asit etkisi ile bu degisikliklerin duzeltilebilecekleri diugunulmustir (15). LH i¢in yara
iyilesmesinde 2 gun igerisinde yeni olusan epitelde bulundugu saptanmigtir. Bir
bagska calismada artmis fizyolojik stresin anlamh bir sekilde makrofaj ve LH
hlcresini azalttigi ve yara iyilesmesini kotu yonde etkiledigi bulunmustur (135).
Yaranin olugsmasindan sonraki ilk saatte epidermal ve dermal MHC-2 pozitif
hlcrelerin gegici olarak arttigi gorulmus, CD-1a pozitif hicrelerden iyi farkhlasmig
LH lerin de arttigi gorulmustur. MHC-2 pozitif hucrelere perivaskuler alanda DH,
CD-11 negatif hicreler eklenmistir. Ayrica sayica artan mast hucrelerin degrandle
oldugu ve bunun LH ile iligkili oldugu bulunmustur (152). Bir bagka ¢alismada CD-
14 pozitif DH prekursorlerinin CXCL14 kemokinine duyarli olduklari ve bunlarin
suprabazal yerlesenlerinin LH benzeri hicrelere farklilagtiklari gosterilmistir (150).
Mononukleer fogositer sistemde DH makrofajlar fenotip ontogeni transkripsiyon
paterni epigenetik adaptasyon ve fonksiyonuna gore siniflandirilir. FLT-3L bagiml
dendritik hucrelerin monositlerden koken alanlardan farkli oldugu ve monosit
kokenlilerin periferik kandaki CD-14 (+) hucrelerden uretildigi bilinmektedir.

Makrofaj genellikle bu hicrelere benzerken embriyolojik olarak yolk salk ve fetal
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karaciger ile LH benzeri orijini gOsterir. (150). Yapilan bir calismada PDGF
reseptorlerinin damar duz kasinda ve endotel hucrelerinde var oldugu ve
epidermisteki LH tarafindan eksprese edildigi gosterilmigtir. Ayrica yaraya infiltre
olan makrofajlarda bu buyume faktorinu eksprese etmislerdir.

Son zamanlarda kok hucre temelli tedaviler cilt yenileme igin kullaniimigtir
ve deneysel olarak da birtakim hastaliklarda etkili oldugu gosterilmigtir. Parakrin
sinyalizasyon, kok hucrelerin terapotik etkilerinin arkasindaki altta yatan ana
mekanizmalardan biri olarak dugunulmustar (32 ). MSC'lerin baslica islevlerinden
birisi hasarli dokularin onarimini desteklemektir. inflamasyona cevap olarak,
MSC'ler yarali bolgelere dogru gog eder, farkli hicrelere (¢ogunlukla fibroblastlar)
differansiye olur ve sitokinler (yani, PGE2, GM-CSF, interlokin [IL] -1, RA, IL-7, IL-
8, IL-10 ve IL-11 gibi), buyume faktorleri ve kemokinler gibi doku rejenerasyonuna
katilan molekullerin salinmasi yoluyla calisirlar. Ek olarak MKH'ler doku
iyilesmesini pro-anjiyojenik, anti-fibrotik ve anti-apoptotik yollarla degigtirir. MKHler
inflamatuar fazda tumor nekroz faktoru-a Uretimini ve dusuk NK hucresi
fonksiyonunu modifiye eder ve boylece interferon-y aktivitesini dugurur. Bu etkilere
kollajen Uretiminde ve fibroziste bir dusus eslik eder. Yine ek olarak MSC'ler,
antimikrobiyal proteinlerin salgilanmasi veya immun module edici faktorler yoluyla
antimikrobiyal aktiviteler de gosterirler (34).

Orneklerde yara iyilesmesinde oksidatif stres durumunu belirlemek igin NOS
immunohistokimyasi yapildi. Onceki bir caligmada flap modelinde dimetil arginin
artisina bagli damarsal endotelyal NO Uretiminin ve buna bagl oksidatif stresin
iskemi ile arttigi goralmustar (10). Artan nitrik oksit ve oksidatif stresin bazal kan
akimini etkileyerek iyilesme alaninda kanlanmayi azalttigr dusunalmuagtur (11).
Artan NOS ekspresyonunun dermisin intimasindaki mikrodamarlarda, sag¢
folikullerinde, ter bezlerinde ve inflamatuar hicrelerde oldugu saptanmistir ve L-
name tedavisinin oksidatif stresi azalttigi goriimustiir. iskemiye bagli endotelyal
ve induklenebilir NOS aktivitesinin artmasinin mikrodolagimin artmasi ile paralel
oldugu ve endotel hucrelerinde membranlarda katlanmalar, sismeler ve hicre
kayiplarinin esliginde gerceklestigi bulunmustur. (12). Diyabetik sican yara
iyilesmesinde yag kokenli mezenkimal kok hucre (YKMKH) kullaniminin hidrojel
ile uygulanmasi sonrasinda CD31 belirteci ile gosterilmis artmis yeni damar
olusumu ve Ki67 ile gosterilmis artmis hucre proliferasyonu yara kenarinda

gosterilmigtir (35). Bu galismada elde edilen veriler sonucunda eNOS ve iNOS
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immunoreaktivitesinin kontrol ve sham grubunda hucre verilen gruplara gore
anlamli derecede artmis olmasi, Ozellikle PKMH+FLH verilen gruplarda ise
anlamli bir azalma olmasi bu hucrelerin yara onarimina PKMH+FLH tedavisinin
yaralanma sonrasi ortaya c¢ikan oksidatif stresi azaltarak iyilesmeye Kkatki
sagladigini gostermektedir.

Orneklerde yara iyilesme siirecinde damarlanmanin incelenmesi igin VEGF
boyamasi yapilmis olup yeni damarlanma, morfometrik analize ek olarak
immunohistokimya ve H-Score ile gosterildi (36). Sigcan modeli deri flap
canhliginda artmis superoksit dismutaz aktivitesi ile VEGF duzeyi damarlanma ve
oksidatif stres igin anlamli bulunmustur (37).

Bir bagska cgalismada tam kat deri greft modelinde sigcanlarda YKMKH
uygulanarak dolagsim doppler kan akimi cihazi ile damarlanma ve VEGF ile
oksidatif stres INOS ile inflamasyon IL-1,IL-6,IL-10, TGF-b, TNF-alfa ile
degerlendiriimis kOk hucre uygulamasinin iINOS, IL1b ve TNF-alfayr anlamli
sekilde dugurdugu, IL-10 ve Arg-1 ise daha sonra dugurdugu anlasiimistir. Hem
antiinflamatuar etki hem de makrofaj polarizasyonunun greft iyilesmesinde kok
hlcre etkisini gostermistir (38). Polarize makrofajlar tarafindan yaratilan kaltur
ortaminin kemik iligi kokenli mezenkimal kok hucrelerinin hicresel davraniglarina
etkisinin incelendigi bir calismada makrofajlar tarafindan kosullandiriimig
besiyerinin fibronektin, Col 1 ve integrin b1 gibi ekstraselliler matriks
bilesenlerinde artisa neden oldugu gosterilmigtir (16). Yine bir baska ¢alismada
adipoz doku kokenli kok hucrelerden salinan eksozomlarin hiicre gogu, ¢cogalmasi
ve kollajen sentezini doza bagiml bir sekilde stimule etmek igin fibroblastlar
tarafindan igeri alinabilecegi N-cadherin, siklin-1, PCNA ve kollajen I, Il artigi ile
gOsterilmigtir.  Histolojik analizler, yara iyilesmesinin erken safhasindaki
eksozomlarin sistemik uygulamasiyla kollajen | ve Il Gretiminin arttigini, ancak
ge¢ evrede eksozomlarin skar olusumunu azaltmak igin kollajen ekspresyonunu
inhibe edebilecegini gostermigtir (17). Plasental mezenkimal kok hucrelerin
(PKMH) dermal fibroblasta farklilagsma olasiligini ve kutan6z yara iyilesmesinde
kullanilan PKMH'lerin potansiyelini arastirmak igin yapilan bir galismada bag doku
buylume faktord induksiyonundan sonra, PKMH'ler belirgin fibroblast morfolojisine
donugerek, Vimentin, FSP-1, kollajen I, kollajen Il ve Lamininin artigi gostermesi,
dermal fibroblastlara spesifik proteinler ile desmin ifade etmeye baglamasi,
osteojenik ve adipogenik diferansiyasyon yetenegi azalma sergilemesi
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PKMH’lerin deri yara iyilesmesinde potansiyel bir terapotik ajan oldugunu
gOstermigtir (18). Porokeratoz gelisiminin altinda yatan mekanizmalari agiklamak
icin yapilan bir calismada lezyondan alinan 6rneklerde CD1a, langerin, Ki67, CD3,
CD4, CD8, FOXP3 ve RANKL (nukleer faktor kB ligand reseptor aktivatorl)
antikorlan ile yapilan immunhistokimyasal boyama sonucunda epidermisdeki
CD1a + Langerhans hucrelerinin sayisi azaldigr goézlenmistir. Cesitli lenfosit
altkimeleri, Langerhans hucreleri ve dermal dendritik hicreler gibi immun
hacrelerin dagilmindaki bu degisikligin epidermal keratinizasyon bozukluguyla
karakterize olan porokeratozun patomekanizmalarinda ©Onemli bir rol
oynayabilecedini dusundurmustir (19). Calismamiza ait Oorneklerde hucre
¢ogalmasini gOstermek igin immunohistokiyasal olarak PCNA
immunoreaktivitesine baktigimizda yaralanmanin erken doneminde tum gruplarda
immunoreaktivitenin anlamli olarak daha fazla oldugunu, hicre verilen gruplarda
kontrol ve sham grubuyla karsilastirildiginda ¢ok daha anlamli oldugunu her iki
hacre tipinin birlikte verildigi gruglarda ise en anlamli immunoreaktivite artisininin
oldugunu gozlemledik. Bu sonuglar PKMH+FLH birlikte uygulamasinin hucre
¢ogalmasini arttirarak yara iyilesmesini olumlu etkiledigini digiindurmektedir.
Kullandigimiz PKMH ve FLH, diyabetik ayak gibi kronik yaralarin
iyilesmesinde destekleyici tedavinin yapilmasina katki sagladigi gosterildi. Kronik
deri yaralarinin tedavisinde kullaniimalarina yonelik katki saglayacak olan bu
calismanin tedavi maliyetlerini azaltarak ve iyilesme suresini kisaltarak hastalarin

yasam kalitesini arttiracagini dugunulmektedir.

6. SONUCLAR

Calismada amacimiz; PKMHlIerin ve bunlardan farklilagtirilan langerhans

hdcrelerinin diyabet olusturulan deney hayvanlarinda yara iyilesmesi ve yara
iyilesmesinin molekuler dizeyine etkisinin arastiriimasiydi.
Doku ornekleri 3. ve 7. gunlerde alinarak yara iyilesmesinin erken ve ge¢ donem
sonuglarini gérme sansimiz oldu. Calisma sonucunda deneysel diyabet modelinde
PKMHIeri ve farklandiriimis langerhans hdcrelerinin  yara iyilesmesine
histomorfolojik ve immunohistokimyasal olarak olumlu katki sundugu goruldu.

Peirferik kan mononukleer hucrelerin uygulanan protokol ile langerhans
hicresi gibi 0zellesmis dendritik hucrelere diferansiye edilebildigini gozlemledik.
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Diferansiyasyon, calismamizda histolojik ve molekuller c¢alismalar sonucunda
gorulda.

PKMHleri ve bunlarin langerhans hucrelerine diferansiye edilmesi bu yonde
protokoller gelistiriimesi sayesinde; vyara iyilesmesi arastirmalari, gen
calismalari, deri ile iligkili biyomateryal ve ilaglarin klinik kullanim o6ncesi
calismalarina da yardimci olacaktir.

PKMHleri eldesi kolay ve etik sakincalari olmamasi nedeniyle klinik ve
deneysel calismalarda kullaniimaktadir. Ancak PKMHlerin stimulds yoklugunda
kultr ortaminda prolifere olamamasi deneysel c¢alismalara kisitlamalar
getirmektedir.

PKMHIlerinin farklandiriimis langerhans hucreleri ile birlikte kullaniminda
diyabet modelinde yara iyilesmesine etkisinin gorilmesi bu hucresel Urtnlerin bu

alanda yeni tedavi modalitesi gelistirebilecegini dusundurmektedir.
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