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I. GIRIS

Deri, insan vicudunun en bluyuk organidir ve toplam vicut agirhigimnin
yaklasik %16'sini olusturur. Viicudu bir dizi ¢cevresel stres etkeninden
korumak ve duzensiz su ve elektrolit kaybini onleyerek homeostazi
surdurmek icin bir bariyer gorevi goren i¢ ve dis ortamlar arasindaki birincil
arayuzdur (1). Yanik, travma veya herhangi bir deri hastaligi nedeniyle cildin
olusturdugu bariyerin akut veya kronik kaybi organizmanin butunlagunt

korumak icin basit doku onarimi gerektirir (2).

Steroid; antiinflamatuar, immunosupresif ve antialerjik etkileri
nedeniyle en ¢ok kullanilan ilaglardan bir tanesidir. Steroid kullanimi;
inflamatuar yaniti bozarak, kollajenolizi artirarak, enfeksiyona kargi normal
direnci engelleyerek ve epitelizasyonu zayiflatarak yara iyilesmesini negatif

etkiler.

Fare embriyonik kdk hicreleri, blastosistin i¢ hiicre kitlesinden
turetilen pluripotent kdk hicrelerdir. Uygun bir ortam saglandiginda, bu
hicreler farklilasma olmadan ¢ogalabilir ve bu hicrelerin farkhlagsmasi ortam

degistirilerek de saglanabilir.

Kronik, sistemik ve lokal faktorlerin etkisiyle sistemik kronik ilag
kullaniminin giderek artmasi nedeniyle yara iyilesmesi kotulestikge ve yara
enfeksiyonlarinin sikhgi arttikga iyilesmeyen kronik yaralar ortaya ¢ikar. Bu,
hastanin hastanede yatis slresini uzatir ve yuksek morbidite ve mortalite ile
yiksek maliyetlere yol acar. Yara iyilesme surecinin desteklenmesi ve
sorunsuz yara iyilesmesinin saglanmasi yukarida sayilan olumsuz sonuglarin

onlne gececektir.



Bu uzmanlik tezinde fare embriyonik kdk hucrelerden farklilastirilan
keratinositlerin, uzun sureli steroid ile immun sistem baskisi olusturulan fare
modeline uygulanmasi sonrasinda yara iyilesmesi surecinde rol oynayan

molekdllerin etkilerinin arastiriimasi amacglanmistir.

Bu ¢calismamizda 6nceki calismalardan farkli olarak fare embriyonik
kok hacrelerinden farklilastirilan keratinositlerin uzun sureli (tekrarlayan
dozlarda) steroid baskisi altindaki yarada iyilesme Uzerine olan etkisinin
incelenecek olmasi ile birlikte klinik kullanilabilirliginin de analizi 5Gnem

tasimaktadir.



. GENEL BILGILER

2.1. Deri Embriyolojisi ve Histolojisi

Deri vucuttaki en buyuk organdir ve vicudun tum dis yuzeyini
kaplar. Epidermis, dermis ve hipodermis olmak tzere u¢ tabakadan olusur ve
bunlarin Ggu de anatomileri ve islevleri agisindan énemli dlgude farklihk
gosterir (Sekil 1). Cildin yapisi, viicudun patojenlere, UV isidina, kimyasallara
ve mekanik yaralanmalara karsi ilk bariyeri gérevi goren karmasik bir agdan

olusur. Ayrica sicakligi ve ¢evreye salinan su miktarini da duzenler (3).

Hair shaft

Epidermis—{ Pore

Dermal papillae

Eccrine sweat gland
Arrector pili muscle
Sebaceous (oil) gland
Hair follicle

Hair root

— Cutaneous vascular
plexus

Nervous structures

Sensory nerve fiber

Adipose tissue
Lamellar corpuscle

Hair follicle receptor
(oot hair plexus)

Sekil 1. Deri kesiti. Epidermis, Dermis (Papiller ve Retikiler Tabakalar) ve
Hipodermis histolojik tabakalari. Epidermis ve dermis tabakalari boyunca kil

kokleri, arrector pili kasi, yag bezleri, ekrin ter bezleri ve adipoz doku (3).



2.1.1. Deri Kalinhgi

Deri kalinh@i vicudun farkh boélgelerinde degisiklik géstermekle birlikte
epidermis kalinligi ile paralel olarak el ayasi ve ayak tabani gibi bolgelerde kil
icermeyen ve keratinize olmus kalin deri seklinde iken diger bolgelerde daha

ince bir epidermise sahip, kil folikili ve yag bezi iceren ince deri seklindedir

(4).

2.1.2. Embriyoloji

Epidermis ylzey ektoderminden koken alirken dermis mezensim
kokenlidir. Epidermis yuzey ektoderminin Uzerinde yassi hucrelerden olusan
periderm tabakasinin olusmasindan sonra bazaldaki hicrelerin gogalarak 3.
ara bir bolge olusturmalari ile 4. ayda dort tabaka halini alir. Dermis lateral
plak mezodermi ve somitlerden olusan dermatomlardan koken almaktadir. 3.
ve 4. aylarda korium adi verilen bu doku epidermisin i¢cine uzanan dermal

papillalari olusturur (5) .



2.1.3. Epidermis

2.1.3.1. Epidermis Tabakalari

Epidermisin tabakalari arasinda stratum bazale (epidermisin en derin
kismi), stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum ve stratum

corneum (epidermisin en yuzeysel kismi) bulunur (Sekil 2) (3).

Epidermis

Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Sekil 2. Epidermisin tabakalari. Stratum corneum, stratum lucidum, stratum

granulosum, stratum spinosum, stratum bazale, dermis (3).



Stratum germinativum olarak da bilinen stratum bazale, dermisten
bazal membran (bazal lamina) ile ayrilan ve bazal membrana
hemidesmozomlar ile baglanan en derin tabakadir. Bu tabakada bulunan
hicreler, surekli keratinosit Ureten kiiboidalden kolumnara mitotik olarak aktif

kok hicrelerdir. Bu tabaka ayrica melanositleri icerir (3).

Dikenli htcre tabakasi olarak da bilinen 8-10 hticreli tabaka
olan stratum spinosum, disa dogru uzanan ve komsu hucrelere
desmozomlarla temas eden, bazen "dikenler" olarak adlandirilan sitoplazmik
sureclere sahip duzensiz, polihedral hiicreler icerir. Dendritik hiicreler bu
tabakada bulunabilir (3).

Stratum granulosum, 3-5 hiicre tabakali, keratohyalin granlleri ve
lameller grandller iceren elmas sekilli hiicreler icerir. Keratohyalin grandlleri,
sonunda bir araya gelen, ¢apraz baglanan ve demetler olusturan keratin
onculeri igerir. Lamellar granuller, hicrelerin yuzeyine salgilanan ve
hiicrelerin birbirine yapismasini saglayan bir yapistirici gérevi goren

glikolipidleri icerir (3).

Avug igi ve ayak tabanlarinda bulunan daha kalin deride bulunan 2-3
hicreli tabaka olan stratum lucidum, keratohyalinin bir transformasyon

artind olan eleidinden olusan ince ve seffaf bir tabakadir (3).

Stratum corneum, 20-30 hiicre tabakasi, ¢ekirdeksiz skuamdz
hlcreler olarak bilinen keratin ve 6lU keratinositlerden olusan en Ust
tabakadir. Bu, 6zellikle nasirli deride, kalinli§i en ¢cok degisen tabakadir. Bu
tabaka i¢inde, 0lU keratinositler, ilk bagisiklik savunmamizin bir pargasi olan

defensinleri salgilar (3).



2.1.3.2. Epidermisin Hucreleri

Keratinositler
Melanositler
Langerhans hicreleri

Merkel hiicresi

2.1.3.2.1. Melanositler

Melanositler, noral krest kokenlidir, stratum bazale hicreleri arasinda
bulunurlar ve esas olarak cildin pigmentinden sorumlu olan melanini
uretirler. UVB 1511, UV radyasyonuna karsi koruyucu olan melanin salgisini
uyarir. Melanin, tirozinaz enzimi tarafindan tirozinin DOPA'ya donustiriimesi
sirasinda Uretilir. Melanin daha sonra melanositlerden komsu epidermal
hiicrelere uzanan uzun sureclere dayanan bir siirecle hiicreden hicreye
gider. Melanositlerden gelen melanin grandlleri, uzun sirecler yoluyla bazal

keratinosit sitoplazmasina aktarilr (3).

2.1.3.2.2. Langerhans Hucreleri

Langerhans hucreleri, dendritik hicreler, derinin ilk hat savunucularidir
ve antijen sunumunda 6nemli bir rol oynarlar. Bu hicrelerin gorilebilmeleri
icin, oncelikle stratum spinosumda bulunan 6zel boyamalara ihtiyaci
vardir. Bu hucreler, kemik iliginin CD34 pozitif kok hicrelerinden tiretilen
mezenkimal kdkenli hicrelerdir ve monontkleer fagositik sistemin bir

parcasidir. Birbeck grantllerini igerir. Bu huicreler hem MHC | hem de MHC Il



molekdllerini eksprese eder, derideki antijenleri alir ve lenf dUgumune tasinir

(3).

2.1.3.2.3. Merkel Hicreleri

Merkel hucreleri, bazal membranin hemen Uzerinde, stratum bazalede
bulunan oval sekilli modifiye epidermal hicrelerdir. Bu hicreler, hafif
dokunma igin mekanoreseptorler olarak duyusal bir iglev gorur ve avug ici,
ayak tabanlari, agiz ve genital mukozada da bulunsalar da en ¢ok parmak
uclarinda bulunurlar. Desmozomlarla bitigik keratinositlere baglanirlar ve ara
keratin filamentleri icerirler ve zarlari derideki serbest sinir uclariyla etkilesime

girer (3).

2.1.3.2.4. Keratinositler

Keratinositler, epidermisin baskin htcre tipidir ve bazal tabakadan koken
alir, keratin Uretir ve lipidleri Uretip salgilayarak epidermal su bariyerinin
olusumundan sorumludur. Keratinositler ayrica, D vitamini olusturmak igin
UVB 15131 ile kolesterol oncullerinin aktivasyonu ile kalsiyum emilimini de

duzenler (3).

Keratinosit farklilagsmasinin yeri epidermistir (6). Epidermiste,
keratinosit proliferasyonu bazal hiicre tabakalariyla sinirlidir (7), oysa daha
yuzeysel tabakalarda farklilasir (8) ve sonunda 6lur. Bazal tabakadaki
mitozdan sonra, keratinositler epidermis boyunca stratum corneuma dogru
farkhlasir. Farkhlasma sirasinda, epidermiste, stratum bazale ve ardindan
stratum spinosum, stratum granulosum ve stratum corneum ile baslayarak,
her farklilagsma asamasinda ayirt edici igaretleyici genleri ifade eden birkag
keratinosit tabakasi gelisir (Sekil 3) (9,10). Keratinler esas olarak bazal



(keratin 5 ve keratin 14) ve spindz keratinositler (keratin 1 ve keratin 10)
tarafindan ifade edilir. Transglutaminaz ve involukrin spindz keratinositlerde
uretilirken granudler keratinositler lorikrin ve filagrin Uretir (Sekil 3) (11). Bu
proteinlerin yani sira, stratum granulosumdaki keratinositler, lameller
govdelerde depolanan sfingolipid dncullerini sentezler. Bu lamellar gévdeler,
farkhlasma sireci sirasinda plazma zari ile birlesir ve lipid dnctlerini stratum
granilozum ve korneumdaki hiicre disi bosluga birakir. Enzimatik islemden
sonra, gecirgenlik bariyerini olusturan, kornifiye zarf keratin dolgulu
korneositlerle birlikte gémuli olan lipid tabakali membranlara dahil edilirler

(12). Keratinosit farklilagmasi i¢in ana tetikleyici kalsiyumdur (11).

Stratum corneum

TRPC1, C4,Cé6
Stratum granulosum TRPVI, V3, V4, V6
STIM, Orai 3

differentiation | ) proinflammatory
proliferation cytokines |

Stratum spinosum

gradient of calcium con

Stratum basale

Sekil 3. Epidermisin farkli tabakalarinda (stratum bazale, stratum spinosum,
stratum granulosum ve stratum corneum) diferansiyasyon belirteclerinin
gosterimi (keratin 1, 5, 10 ve 14, involucrin, transglutaminase, filaggrin ve

loricrin) ve epidermal tabakalar arasindaki kalsiyum gradienti (11).



2.1.4. Dermis

Dermis, bazal membran seviyesinde epidermise baglanir ve net bir
sinir olmaksizin birlesen bag dokusu, papiller ve retikuler tabakalardan
olusur. Epidermise papilar uzantilar yapan papiller tabaka Ust tabakadir,
daha incedir, gevsek bag dokusu yapisindadir. Retikiler tabaka ise daha
derindeki tabakadir, daha kalindir, daha az hucreseldir ve yogun bag
dokusu/kollajen lif demetlerinden olusan duzensiz siki bag dokusu
formundadir. Dermis ter bezlerini, killari, kil kdklerini, kaslari, duyu

ndronlarini ve kan damarlarini icermektedir. (Sekil 1) (3).

2.1.5. Hipodermis

Hipodermis, dermisten daha derindedir ve ayrica subkutan fasya
olarak da adlandirilir. Derinin en derin tabakasidir ve kil foliktlleri, duyusal

ndronlar ve kan damarlari gibi bazi deri ekleriyle birlikte yag lobulleri igerir

(Sekil 1) (3).

2.1.6. Kan Temini ve Lenfatik

Derinin dermal tabakasinda kan damarlari ve lenf damarlari
bulunur. Cilde kan temini iki pleksusun bir diizenlemesidir, ilki dermisin
papiller ve retikuler tabakalari arasinda, ikincisi dermis ve deri alti dokulari
arasinda uzanir. Epidermise beslenme, ylizeyel arteriyovendz pleksus
(subepidermal/papiller pleksus) yoluyladir. Kan akisi sicaklik regtlasyonu igin
onemlidir. Vucudun sicakhgi deri yoluyla duzenledigi mekanizma ¢ok etkilidir
ve cilde artan kan akisiyla ¢aligir, 1siy1 vucuttan gevreye aktarir. Kan
akisindaki degisiklikler otonom sinir sistemi tarafindan kontrol edilir, sempatik

10



stimulasyon vazokonstriksiyona (is1 tutulmasi) neden olur ve vazodilatasyon

Isi kaybina neden olur (13,14).

2.2. Yaralarin Siniflamasi

Yaralanan dokular, yaralanmadan sonra normal islevlerini ve yapisal
batunluklerini geri kazanmaya cgaligirlar. Mekanik butunlugu saglamaya, sivi
kaybina ve enfeksiyona engel olusturmaya,normal kan ve lenfatik akis
dizenlerini yeniden kurmaya yonelik girisimlere yara onarimi denir. Yara
onarimi sirasinda, normal iglevine geri ddnmenin aciliyeti nedeniyle kusursuz
onarimdan vazgegilir. Buna karsilik, yara iyilesmesinin amaci olan
rejenerasyon, onceden var olan doku mimarisinin skar olusumu olmadan
muikemmel bir sekilde restorasyonudur; rejenerasyon sadece embriyonik
gelisim sirasinda, 6rnegin, alt organizmalarda veya kemik ve karaciger gibi
belirli dokularda, elde edilebilir.

Tam yaralar ayni temel onarim adimlarindan gecer. Akut yaralar, yapi
ve iglevin surekli restorasyonunu saglamak igin duzenli ve zamanl bir onarim
surecinde ilerler. Kronik bir yara, strekli bir inflamatuar faz sirasinda durur ve

iyilesmez (15).

Yaralar akut veya kronik olarak siniflandilirlar.

2.2.1. Akut yaralar

Akut yaralar tahmin edilebilir bir diizen ve zaman diliminde iyilegirler.
Sireg, varsa, nadir komplikasyonlarla gergeklesir ve sonug iyi iyilesmis
yaradir. Cerrahi yaralar birkag yolla iyilesebilir. Temiz ve sutlrlerle kapatiimis

insize edilmis bir yaranin primer kapanma ile iyilestigi sdylenebilir. Genelde,

11



bakteriyel kontaminasyon veya doku kaybi nedeni ile bir yara granulasyon
dokusu olugsumu ve kontraksiyon ile iyilesmek Uzere agik birakilir; bu
sekonder kapanma ile iyilesmeyi teskil eder. Gecikmis primer kapanma veya
tersiyer kapanma ile iyilesme ilk ikisinin kombinasyonudur, suturlerin
yerlestiriimesi, yaranin birka¢ gun agik birakilmasi ve takiben sutarlerin

kapatilmasini kapsar.

Akut yaralarin iyilesme spektrumu genistir. iyilesme esnasinda
mekanik butunligun ve kuvvetin edinilmesi incelendiginde, normal sureg¢
yaralanma sonrasindaki ile ayni seviyeye ulasan surekli ve kararli bir artisla
karakterizedir. Geg iyilesen yaralar normal oranda iyilesen yaralara kiyasla
yara yikim kuvvetinde azalma ile karakterizedir; ancak, sonunda her ikisi de
normal iyilegen yaralarla ayni batunlik ve kuvvete erisirler. Beslenme
yetersizligi, enfeksiyonlar veya ciddi travma gibi durumlar altta yatan
patofizyoloji duzeltildiginde normale gelen gecikmis iyilesmeye neden olabilir.
Bozulmus iyilesme, normal iyilegen yaralara esit mekanik kuvvete erismede
yetersizlik ile karakterizedir. Diyabet, kronik steroid kullanimi veya
radyoterapi nedeniyle doku hasarlanmasi gibi nedenlerle immun sistemi
tehlikede olan hastalar bu tip bozulmus iyilesmeye yatkindir. Olasi
komplikasyonlar olmaksizin iyilesme sansini maksimize etmek icin insizyon
yeri belirleme ve sitlr segimi, postoperatif bakim ve yardimci tedaviler

konusunda blyuk dikkat gostermelidir.

Normal iyilesme hem sistemik hem lokal faktorlerden etkilenir. Yiksek
riskli yaralarda olusan komplikasyonlar iyilesmenin bozulmasina veya kronik

iyilesmeyen yaralar gelismesine neden olabilir (16).

2.2.2. Kronik yaralar

Kronik yaralar, anatomik ve fonksiyonel butunligu saglayan iglemlerin
uygun bir sekilde ilerletilemedigi veya onarim islemlerinin yeterli anatomik ve

fonksiyonel sonuglari saglayamadidi yaralar olarak tanimlanir. Ug ay iginde
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iyilesmeyen yaralarin buyuk kismi kronik olarak kabul edilir. Deri Ulserleri,
bunlar siklikla travmatize veya damarsal yetmezlikli yumusak dokularda
olugur, yapisal olarak kronik kabul edilir ve kronik yaralarin gogunlugunu
olustururlar. Yara iyilesmesini geciktiren faktorlere ilaveten diger nedensel
mekanizmalar kronik yara etiyolojisinde rol oynayabilir. Tekrarlayan travma,
zayIf perflUzyon veya oksijenasyon ve/veya asiri inflamasyon yaranin

kronikligini sureklilestirir.

Normal regulatuar sinyallere yanitsizlik da kronik yaralar i¢in bir neden
olabilir. Bu durum normal buylime faktdrt sentezinin eksikligi olarak ortaya
cikabilir. Bu nedenle buyume faktorlerinin yara ¢evresinde asiri yikimi olur ki
belirgin sekilde proteolitiktir. Kronik yaralardaki fibroblastlarin gogalma
potansiyellerinin azaldigi bulunmustur ve belki de buyume reseptorlerinin

uyumasi veya azalmig sunumlarindan kaynaklanmaktadir.

Kronik ulserlerin malign dontusumleri herhangi bir uzun sireli yarada
gOrilebilir (Marjolin Ulseri). Uzun bir zaman diliminde iyilesmeyen herhangi
bir yara malign dontusume yatkindir. Malign yaralar, malign olmayan
yaralardan klinik olarak yara kenarlarinda disa donmenin olup olmamasi ile
ayirt edilebilir. Kronik yaralardan kaynaklanan kanserler hem skuaméz hem

de basal hicreli kanserleri icerir (16).

2.2.3. Yara lyilegsmesinin Evreleri ve Genel ilkeleri

Yara derinin ve alttaki yumusak dokunun normal yapisinin ve iglevinin
kaybolmasidir. Bu esnada doku butunlagunun bozulmasi s6z konusudur.
Yara iyilesmesi ise travma ile baslatilan hucresel ve biyokimyasal olaylarin
yeni doku olusumuyla sonuglanmasidir. Yara iyilesmesi doku hasarina
hicresel bir yanit olarak olusur ve keratinositler, fibroblastlar, endotel
hiicreleri, makrofajlar ve trombositlerin aktivasyonunu icerir. Bu slrec,

organize hicre goc¢uni ve anjiyogenez icin endotel hicrelerinin iglev
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gormesini igerir. Bu hucre tipleri tarafindan salinan birgok bluyime faktoru ve

sitokin, yara iyilesmesini koordine eder ve surdurdar.

Yara iyilesmesi hemostaz ve inflamasyon, proliferasyon ve remodeling
(yeniden yapilanma) olmak Uzere i¢ ice gecmis 3 evreden olusmaktadir
(Sekil 4) (15).

Healing Responses

—h

Hemostasis — 1. Stop bleeding

. Chemotaxis Inflammatory (reactive)

n

Inflammation —-

- 3. Epithelial migration -

Connective tissue

o i i = Proliferative (regenerative
Rtioarton 4. Proliferation (reg )
- 5. Maturation
3. Contraction -
—» Maturational (remodeling)
Contracture —+= 4. Scarring -
5. Remodeling of scar

Sekil 4. Yara iyilesme sirecinin sematik diyagrami (15).

2.2.3.1. Hemostaz ve inflamasyon:

Hemostaz, damar yaralanmalarinda kan kaybini sinirlayan kompleks
bir surectir. Bu hemostatik surece dort ana mekanizma katilir. Bunlar
vaskuler kontraksiyon, trombosit tikaci olusumu, fibrin olugsumu ve
fibrinolizistir. Kan damari yaralanmalarinda lokal arteriol ve kapillerdeki
vazokontruksiyonu vazodilatasyon takip eder ve permeabilite artmasi
saglanir. Eritrosit ve trombositler hasar gormus kapiller endoteline yapigir ve
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kapilerlerin tikanmasini saglayarak kanama durdurulur. Hemostazi saglamak
icin olusan fibrin pihtisi polimorfonukleer I6kositler ve monositler gibi
inflamatuar hicrelerin yaraya migrasyonu igin bir iskele gérevi yapar.
Hemostazi takiben yara yatagindan kemotaktik faktorlerin salinimi ile
inflamasyon baglatilir. Bu agsamada kanama durdurulmakta; yara yuzeyi
kapatilmakta ve nekrotik doku, yabanci kalintilar ve mikroorganizmalar
uzaklastiriimaktadir. inflamasyon ise; artmis vaskiiler gecirgenlik, hiicrelerin
kemotaksis ile yara boélgesine gocl, sitokin ve blylume faktorlerinin ortama
salinmasi, go¢ eden hicrelerin aktivasyonu ile karakterizedir. Yaralanmadan
sonraki 24 saat icinde yara alanina ilk olarak nétrofil ulagir (Sekil 5). Notrofil
migrasyonunu interlékin-1 (IL-1), Tiumor Nekroz Faktér Alfa (TNF-a) ve
Doénasturicu Buylime Faktort Beta (TGF-B) uyarir. Yaralanma sonrasi
keratinositlerde makrofaj kemoatraktan proteini (MCP-1) induklenir.
Monositler/makrofajlar, T lenfositler ve mast hucreleri igin guclu bir kemo-
cekicidir. Bu kemokinin ekspresyonu, kronik yaralarda devam eder ve
polimorfonikleer hiicrelerin ve makrofajlarin uzun sireli mevcudiyeti ile
sonuglanir, bu da uzun sureli inflamatuar yanita yol agar. 48. saatten sonra
ise makrofajlar yara alanina gelerek Matriks Metalloproteinaz-1,2,3 ve 9
(MMP-1, MMP-2, MMP-3 ve MMP-9) proteazlarini ekstraseltler matriksi
(ECM) degrede etmek igin salgilarlar (Sekil 5). Bunun yaninda makrofajlar IL-
1 eksprese ederek hemostaz, vazodilator salinimi ve koagulasyonda rol
oynar. Ayrica kollajenaz uretimi ile iligkili olup adezyon molekdillerini duzenler.
Makrofajlar hiicre proliferasyonunu, matriks sentezini ve anjiyogenezi TGF-f3,
Vaskiler Endotel Buyume Faktort (VEGF), Epidermal Blyime Faktori
(EGF) ve Instlin Benzeri Bliylime Faktori (IGF) ile saglar. 120. saatten sonra
ise lenfositler ulasir. Lenfositler yara iyilesmesinin 7. giiniinde en yuksek
seviyelerine ulasir (Sekil 5). Lenfositler interldkin-2 (IL-2) eksprese ederek
fibroblastlari stimiile etmesiyle birlikte TGF-B, TNF-a ve interferon gama
(IFN-y) salinimi da yapar (15,16).
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2.2.3.2. Proliferasyon:

Bu evre anjiyogenez, kollajen sentezi, granilasyon doku formasyonu,
ECM yeniden olusumu, re-epitelizasyon ve yara kontraksiyonundan olusur.
Bu evre 4. gunden 12. gliine kadar surer (Sekil 5). Doku devamliliginin tekrar
saglanmasi bu evrede olur. Bu asamada trombositler ve aktive makrofajlar
tarafindan salinan sitokinler ve blylime hormonlarinin etkisiyle yara
bdlgesindeki fibroblast ve endotel hlicrelerinin godalmasi 6n plandadir.
lyilesen yaraya en son infiltre olan hiicreler fibroblastlar (Sekil 5) ve
endotelyal hicrelerdir ve fibroblastlar igin en kritik kemotaktik faktor Platelet
Kokenli Buyume Faktort (PDGF)’dur. Fibroblast proliferasyonunu takiben
yara makrofajlarindan salinan sitokinler ve buylime faktorleri tarafindan
matriks sentezi igin aktivasyonu saglanir. lyilesmenin bu evresinde endotel
hdcreleri intakt venullerden go¢ ederler ve yogun olarak proliferasyon
gecirirler. Bu gog, replikasyon ve yeni kilcal damarlarin olusumu, biytime
faktorleri ve TNF-a, TGF-B ve VEGF gibi sitokinlerden etkilenir. PDGF ve
TGF-3, trombositler ve aktive makrofajlar tarafindan salgilanir. PDGF,
noétrofillerin, makrofajlarin, diz kas hucrelerinin ve fibroblastlarin
kemotaksisini baslatir. Ayrica fibroblastlarda ve diiz kas hicrelerinde mitoz
bélinmeyi uyarir. TGF-B makrofajlar etkileyerek esansiyel fibroblast bliyime
faktort (bFGF), PDGF, TNF-a ve IL-1 gibi sitokinlerin salgilanmasini uyarir.
Fibroblastlar ¢evre dokudan yaraya go¢ eder. Yara bolgesine yakin saglam
venullerden ¢cogalan endotel hicreleri bolgeye gelir ve anjiyogenezi bagslatir

ve yeni bir kapiller agd olusturur (15,16).
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2.2.3.3. Maturasyon ve Yenilenme:

Skar dokunun maturasyonu ve remodelingi fibroblastik evrede bagslar
ve daha 6nce sentezlenen kollajenin reorganizasyonu ile karakterizedir.
Kollajen MMP’lerce kirilir ve ECM'nin tekrar yapilanmasi, nispeten aseluler
kollajenden zengin bir skardan olusur. Bu asamanin ana 6zelligi, yara
bdlgesinde kollajen birikmesidir. Bu sureg, kollajen birikiminin miktari, orani
ve kalitesinin yara gerilme mukavemeti Gzerindeki etkisinden dolayi klinik
olarak en dnemli asamadir. Yara yataginda matriks birikimi karekteristik bir
diizeni takip eder. Oncelikle fibronektin ve tip 3 kollajen erken matriks
iskeletini olusturur (Sekil 6). Daha sonra glikozaminoglikanlar ve
proteoglikanlar matriks bilegenlerini olusturur. Tip 1 kollajen son matrikstir
(Sekil 6). Kollajen sentezi ve birikimine ek olarak, olusan bag dokusunun
anatomik ve fonksiyonel optimal seklinde 6nemli rol oynayan diger faktorler
kollajenazlar ve bazi proteazlardir. Fibroblastlar, epitel hlicreleri ve aktive
makrofajlar tarafindan salgilanan kollajenaz, yara bélgesinde depolanan
kollajeni pargalayip yeniden sekillendirerek yara izlerinin olusumuna yol agar.
Yara iyilesmesi sirasinda meydana gelen tim hiicresel ve biyokimyasal
olaylarin en 6nemli sonucu maksimum yara gerilimidir. Yaralanmadan birkag
hafta sonra, yaradaki kollajen miktari bir plato degere ulasir, ancak gerilim
kuvveti birkag ay daha artmaya devam eder (17). Yara maksimum gerilim
kuvvetine 12. haftada ulasir (Sekil 6) (18,19,20). Fibroblastlardan salgilanan
fibrillin, bag dokuda bulunan elastik liflerin olusumu igin esansiyeldir.
Yaralanma sonrasi skar remodeling uzun sure (6-12 ay) devam eder,
kademeli olarak matur, avaskiler ve aselller skar olusur. Skarin mekanik
kuvveti asla yaralanmamis dokununkine ulagsamaz (15,16). Son yara izi,
normal derinin gerilme mukavemetinin sadece %80'ini sergileyecektir
(18,19,20).
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Sekil 5. Yara iyilesmesi evreleri ve baskin hicre gruplari (15).

Relative Amounts of Matrix Synthesis

L Maturation

. Proliferation

Inflammation
Collagen |

Fibronectin

Wound breaking strength

Collagenll| l

-
4 6 8 10 12 14 16
Days Postwounding

Sekil 6. Yara evrelerine bagli matriks bilesenlerinin birikimi (15).

18




2.2.4. Anormal Yara iyilesmesi

Yara iyilesmesi gibi karmasik bir dizi olayda, birgok faktdr sonucu
engelleyebilir. Kaybedilen veya hasar géren doku miktari, yabanci madde
veya bakteri agsilama miktari ve toksik faktoérlere maruz kalma suresi iyilesme
suresini etkileyebilir. Yag, kemoterapaétik ajanlar, ateroskleroz, kalp veya
bobrek yetmezIigi ve vucuttaki konum gibi i¢csel faktorlerin timu yara
iyilesmesini etkiler. Sonug olarak, skar tipi-yeterli, yetersiz veya ¢ogalma-
kollajen birikimi miktari tarafindan belirlenir ve kollajen bozunma miktari ile

dengelenir (15).

2.2.5. Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

2.2.5.1. Sistemik Faktorler

1. ileri yas: Hastanede yatan cerrahi hastalarla ilgili galismalar ileri
yasin yara ayrismasi ve insizyonel herni ile korele oldugunu gostermektedir.
(21,22). Yapilan bir calismada saglikli insan gonulltlerde, genc gonulltlere
kiyaslandiginda 70 yas Uzeri olanlarda yuzeyel deri defektlerinin

epitelizasyonunda 1.9 gunlik belirgin bir gecikme mevcuttu (23).

2. Beslenme: Yara iyilesmesi ile daha yakindan ilgili vitaminler,
vitamin C ve A’dir. Vitamin C eksikigi, kollajen sentezinde ve g¢apraz
baglanmada yetersizlik yoluyla yara iyilesmesinde gecikmeye yol agar.
Vitamin A lizozamal membranlarin labilitesini artirarak yara iyilesmesinde
inflamatuar cevabi artirir. Bunun sonucunda da makrofaj gogu artar ve

kollajen sentezlenir. Yara iyilesmesinde en ¢ok bilinen element ginkodur.

19



Eksikliginde fibroblast proliferasyonunda azalma, tum yara kuvvetinde

bozulma ve epitelizasyonda gecikme olur (16).
3. Travma

4. Metabolik hastaliklar: Yara enfeksiyonu ve yetmezligine yol agan
en iyi bilinen metabolik bozukluk diabetes mellitustur (24). Kontrolstiz diyabet

azalmis inflamasyon, anjiogenez ve kollajen sentezi ile sonuglanir.

5. immunsupresyon (Steorid ve Kemoterapotik ilaclar):
Steroidlerin yara iyilesmesinin bozulmasindaki temel etkisi inflamatuar evreyi
ve lizozomal enzim salinimini inhibe etmesidir. YUksek doz ve kronik
kullanimi kollajen sentezini ve yara kuvvetini azaltir. Kullanim zamanindan
bagimsiz olarak epitelizasyonu ve kontraksiyonu inhibe eder ve artmis yara
enfeksiyon oranlarina yol agar (25). Tum kemoterapotik ilaclar erken hiicre
proliferasyonu, DNA ve protein sentezini engelleyerek yara iyilesmesini
olumsuz etkiler. Yaranma sonrasi 2 hafta sure ile bu ilaglarin kullaniminin

ertelenmesi ile yara iyilesme bozuklugunun azaldigi gozlenir (26).

6. Bag dokusu hastaliklari: Ehler- Danlos Sendromu, Marfan
Sendromu, Osteogenezis imperfekta, Epidermolizis Biillosa gibi
hastaliklar kollajen, elastin veya mukopolisakkarid gibi bag dokusunun
elementlerinin birinin primer bozuklugudur (16).

7. Sigaraicme

2.2.5.2. Lokal Faktorler

1. Mekanik yaralanma

2. Enfeksiyon: En yaygin mikroorganizmalar siklik sirasina gore
Staphylococcus suglari, koagulaz negatif Streptococcus ve Escherichia
coli'dir. Antibiyotik profilaksisi en ¢ok insizyon aninda dokularda yeterli
konsantrasyonda oldugunda etkindir ve yeterli preoperatif antibiyotik

dozlamasi ve zamanlamasi yapiimahdir (27).
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3. Doku 6demi

4. Hipoksi, Anemi, Hipoperfuizyon: Duslk oksijen basinci yara
iyilesmesinin her asamasinda zararli etkiye sahiptir. Cerrahi sirasinda ve
hemen takiben kisa araliklarla solunan havanin solunan oksijeninin
yukselmesi artmis kollajen birikimi ve elektif cerrahi sonrasi azalmig yara

enfeksiyonu oranlarina neden olur (28,29).

5. iyonize radyasyon: Endotel hasarlanmasi yaparak, dokuda atrofi
gelisimine, yogun fibrozise neden olur ve hiicre bélinmesi bozarak yara
iyilesmesini yavaglatir. Radyoterapi almis dokuda yara iyilesmesinin eski

haline donebilmesi i¢in gerekli latent periyod 6 ay- 1 yildir (30).
6. Yabanci cisimler

7. Lokal steroid kullanimi

2.3. Yara iyilesmesi ve Keratinosit iligkisi

2.3.1. Yara iyilesmesinde Keratinositlerin Bagisiklik Fonksiyonlari

Epidermisi olusturan en baskin hicre tipi olan keratinositler, deri
onarimi i¢in gerekli olan birgok gorevde rol alir ve keratinleri salgilar.
Keratinositler yeniden epitelizasyon surecinde epidermal bariyeri olusturmak
icin go¢ eder, cogalir ve farklilagirlar. Keratinositlerin bu dontsumleri blyime
faktorleri, sitokinler, kemokinler ve MMP’ler dahil olmak Gzere ¢evresel
faktorler tarafindan kontrol edilir (31). Keratinositten tretilmis sitokinler,
kemokinler, antimikrobiyal peptidler ve hucre digi vezikiller, keratinositler ve
hematopoietik immun hicreler arasindaki kapsamli etkilesimlere aracilik eder
ve yara iyilesmesini saglamada 6nemli rol oynar (32). Sitokeratinler epitelyal

dokunun intrasitoplazmik hiicre iskeletinde bulunan keratin proteinleridir.
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Bunlar, hucrelerin mekanik strese direnmesine yardimci olan ara filamanlarin

onemli bir bilesenidir (33).

2.3.2. Keratinositlerde Patern Tanima Reseptor Aracili Sitokin ve

Kemokin ifadesi

ilk savunma hatti olarak keratinositler, patojenle iliskili molekdiler
modeller (PAMP'ler) olarak adlandirilan bakteri ve diger mikroorganizmalar
uzerinde bulunan spesifik kiglik molekuler motifleri algilayabilir (34).
Bakteriyel lipopolisakkaritler (LPS), endotoksinler veya viral kaynakl nikleik
asitler gibi PAMP'ler, model tanima reseptorleri (PRR'ler) tarafindan acgikga
taninir. Keratinositler, Toll benzeri reseptorler (TLR'ler), C tipi lektin
reseptorleri, nukleotid baglayici oligomerizasyon alani benzeri reseptorler ve
retinoik asit ile induklenebilir gen | (RIG-I) benzeri reseptoérler dahil olmak
uzere cesitli PRR'leri eksprese eder (35). Spesifik PRR'ler araciligiyla ligand
tanima, farkli sinyal yollarinin miteakip aktivasyonuna ve inflamatuar
sitokinlerin, kemokinlerin ve konakg¢i antimikrobiyal molekullerin tGretimine yol
acar (36). Keratinositlerden salindiktan sonra, bu faktorler deride yerlesik
bagisiklik hicrelerinin etkinlestiriimesinde ve dolagimdaki bagisiklik

hicrelerinin yara bolgesine alinmasinda dnemli bir iglev gorur (34).

TLR aktivasyonu, deri yaralanmasindan sonra iltihabi baslatmada ve
guclendirmede kritik bir unsurdur. Epidermisin ana bileseni olarak
keratinositler, TLR-1, -2, -4, -5 ve -6 dahil olmak tzere coklu TLR'leri ve akut
yaralarda seviyeleri 6nemli élgiide yukari duzenlenen endozomal TLR-3 ve -

9'u eksprese eder (37).
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2.3.3. Deri Yarasinin lyilesmesinde Keratinosit-immiin Hiicre

Karigsmasi

Keratinosit tarafindan salgilanan proinflamatuar sitokinler ve kemokinler,
yaralanma bélgesine noétrofillerin ve makrofajlarin alinmasina katkida
bulunur. Nétrofil ve makrofajlar, hiicresel kalintilari ortadan kaldirir ve
fagositoz ve reaktif oksijen tirlerinin, proteazlarin ve antimikrobiyal
proteinlerin (AMP'ler) salinimi yoluyla istilaci patojenleri yok eder. Daha fazla
bagisiklik hicresi toplamak igin gesitli pro-inflamatuar sitokinler ve
kemokinler salgilayarak inflamatuar yaniti daha da giiclendirirler. interldkin-1
beta (IL-1B), TNF-a ve interlkin-6 (IL-6) gibi salgilanan bu faktorlerin
bazilari, keratinosit proliferasyonunu ve immun yanitlari uyarir. Doku
yaralanmasindan sonra, Langerhans hucreleri (LC), karacigerden (KC)
turetilen faktorlere tepki verir ve T hicrelerini aktive etmek igin drene olan
lenf dGgumune gog eder, adaptif bir bagisiklk tepkisini tetikler. Karacigerden
turetilen sitokinler ve kemokinler, aktive edilmis T hucrelerini yaraya almak
icin bir kemoatraktan gorevi gorir. Epidermal gama delta (yd) T hicreleri
(insan) ve dendritik epidermal T hicreleri (DETC'ler, fare) doku hasarina
hizla yanit verir ve karaciger proliferasyonunu ve yeniden yara

epitelizasyonunu aktive etmek igin blyume faktorleri Gretir (33).

2.4. Yara lyilesmesi ve Steroid iliskisi

Bircok hastalikta ve travmada sistemik nonspesifik anti-inflamatuar
olarak siklikla kullanilan steroidler yara iyilesmesinde gecikmeye neden
olabilmektedirler (38,39).
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2.4.1. Glukokortikoid Fizyolojisi

Steroid sentezinin esas yapim yeri adrenal bezin zona fasikulata
tabakasidir (40). Plazma lipoproteinlerindeki kolesterol hammadde olarak
subkapsiler pleksustan merkeze dogru dik kordonlar arasinda uzanan
arteriyel sistemle buradaki polihedral hiicrelere ulastirilir. Sonrasinda
mitokondrilerde hiz kisitlayici desmolaz enzimi ile pregnenolona
donugturulmekte ve bir dizi igslem sonrasi kortizol (hidrokortizon)

sentezlenmektedir (41).

Periferik dokulardaki enfeksiyon, travma, operasyon gibi stres halleri
sonucu olusan enflamasyon varliginda ortamda Uretilip sistemik dolasima
gecen IL-1, IL-6 ve interferon gibi sitokinler hipotalamo pituiter adrenal aksi
uyarirlar. Ardindan adrenokortikotropik hormona (ACTH) duyarl ditrnal ritm
kaybolmakta ve 48 saat icinde sonlanan fizyolojik adaptasyon ile sentez

kapasitesi onlarca kat artabilmektedir (42).

2.4.2. Glukortikoid Etki Mekanizmasi

Hucre icine giren steroid molekull 1si sok proteini ayrilmasi sonrasi
ilgili reseptériine baglanarak niikleusa aktariimaktadir. Ozel deoksiribo
nukleik asit (DNA) sekanslari ile etkilesim sonrasi ilgili genlerde
transkripsiyon gerceklesmekte ve cgesitli post-translasyonel ya da post-
transkripsiyon basamaklar etkilenmektedir (43). Neticede gesitli enzim ve
hormonal etkiler tasiyan proteinlerin yapim hizinda degisim
gerceklesmektedir. Transkripsiyonu artan proteinler arasinda basta lipokortin
gelmektedir. Lipokortin membrana bagli fosfolipidlerin arasidonik aside
doénlsiminl saglayan fosfolipaz A2 enzimi inhibe eder ve prostaglandin,
|6kotrien, interlokin, interferon a ve TNF- a gibi ¢esitli sitokinlerin olusumunu

engeller. Sentezi artan diger bir molekul inhibitér kappa B’dir. Bu molekdl
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sayesinde transkripsiyon faktoru olan ve birgok enflamatuvar proteinin
sentezini artiran nukleer faktor kappa B’nin serbest hale gegisi engellenir. Bu
etkiler sonucunda nétrofillerin endotele yapismasi ve inflamasyon alanina
kemotaksisi azalir. Ayrica lizozomal membranlari stabilize ederek proteolitik

enzimlerin salinimi engellenmeye c¢aligilir (44).

Glukokortikoidler (GC), siklooksijenaz-1 (COX-1) uzerine etkisizdir,
ancak COX-2'yi baskilayarak kompleman sistemini inhibe ederler. Tium bu
asamalar sonrasinda birka¢ saat icerisinde enflamasyon yolundaki cesitli

basamaklarda inhibisyon elde edilmektedir (45).

Glukortikoidler genel olarak humoral bagisikliktan ziyade hiicresel
bagisiklik Gzerine etkindirler. B-hlcre fonksiyonlarini fazla etkilemeden
makrofaj ve T-lenfositlerde apoptoza yol acarlar ve bilhassa yiiksek dozlarda

T-hicre fonksiyonlarini baskilarlar (41).

Endotele etkisi sonucu damar gegirgenligi ve adezyon molekullerinde
ekspresyon azaltiimaktadir. Bu sayede inflamasyon bdlgesindeki hiicre
proliferasyonu engellenebilmektedir. Ozellikle yiiksek doz kullanimda kronik
inflamasyonda rolu olan fibroblastlar baskilanir. Neticede kollajen, elastin ve

glikozamin olugumu inhibe edilerek onarim sureci geciktirilir (41).

2.4.3. Yara lyilesmesi Sirasinda Glukokortikoid Aktivitesinin

Mekanizmasi

Glukokortikoidlerin yara iyilesmesi Uzerindeki inhibe edici etkileri
beklenmesine ragmen, etki mekanizmasina iligkin veriler oldukga yenidir.
Spesifik olarak, bir dizi deney yoluyla, yazarlar, sentetik bir GC olan
deksametazonun, zara bagli GC reseptorlerine bagdlandiktan sonra, glikojen
sentaz kinaz 3b'nin inhibisyonu ile fosfolipaz C / protein kinaz C sinyal

sistemini uyardigini ve bunun sonucunda (3-katenin ve c-myc aktivasyona yol
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actigini gosterdiler. Bu sinyalleme devresinin son bir fenotipik sonucu,

keratinosit gogunun ve yara kapanmasinin engellenmesidir (46).

2.4.4. Glukortikoidlerin Hemostaz Uzerine Etkisi

Deri, bazi yazarlar tarafindan hipodermis olarak adlandirilan ve
bltinlesmenin ayrilmaz bir pargasi olarak kabul edilen deri alti yag ile
birlikte, sadece stres hormonlarinin hedefi degildir, ayni zamanda onlari
uretme ve merkezi Uretimlerini sofistike sistemler araciliiyla baslatma
yetenegine de sahiptir (47). insanlarda bir ana GC olan kortizol, agirlikli
olarak adrenal korteks tarafindan salinir ve hipotalamo-hipofiz-adrenal (HPA)
ekseninin (surekli strese ana vucut tepkisi) son adimini temsil eder. Kortizol,
optimal homeostaz (Ostasis olarak adlandirilir) altinda stres kaynakli hasari
onler ve merkezi ve ¢evresel organlarda bir dizi pleiotropik aktivite uygular.
Kortizol eksikligi veya fazlalidi, allostasis (kakostaz) adi verilen zararli etkilere
sahip olabilir (48).

Ostasis sirasinda deride, endojen veya sistemik GC, lokal HPA eksen
elemanlari ve sitokinler gibi dizenleyicileri i¢in optimal homeostatik aktiviteler
uretmelidir, cinkd bunlarin etkileri allostasis sirasinda zararh olacaktir.
Kutan6z kakostaz sirasindaki yetersiz homeostatik aktivite drnekleri arasinda
sedef hastaligi, alerjik reaksiyonlar ve otoimmun suregler gibi inflamatuar
durumlar yer alir. Ote yandan, GC icin asiri kakostasis, epidermal bariyer
fonksiyonunun inhibisyonunu (49), yara iyilesmesinin inhibisyonunu (46) ve
enfeksiyona yol acabilecek immunosupresyonu icerecektir. GC'nin derideki
asiri allostatik aktiviteleri, organizmayi enfeksiyona, harici fizikokimyasal
ajanlarin zarar gormesine, su ve enerji kaybina karsi savunmasiz hale

getirecektir.

GC'nin homeostatik aktivitelerindeki bu ikilik i¢in olasi bir agiklama,
HPA ekseninin (sHPA) butlnlesik kdkenini 6neren teoride bulunabilir (50). Bu

teori, sitokinlerin, kortikotropin salma faktord, trokortinler ve
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proopiomelanokortin tirevli peptitler gibi ilgili peptitlerin, derinin bariyer ve
koruyucu islevlerinin geligtiricileri olarak GC'nin ise bu tepkilerin
sonlandiricilari olarak hareket ettigini éne siirer. ilging bir sekilde, son
bulgular keratinosit farklilasmasinin indiklenmesinin sHPA elementlerinin
ekspresyonunu duzenleyebilecegini gostermigtir (51). Boylece, sHPA
ekseninin ekspresyonu ve aktivitesi, epidermal bariyer fonksiyonunu

dizenleyen mekanizmalarla siki bir sekilde baglantilidir (39).

2.4.5. Glukokortikoidlerin epidermal bariyerin yenilenmesi veya

yenilenmesi Uzerindeki etkisi

Kortizol, topikal olarak uygulandiginda, endojen olarak uretildiginde
veya dolagimdan turetildiginde, keratinosit proliferasyonunu ve migrasyonunu
engelleyerek yara iyilesmesini bozar. Enfeksiyonda epidermal bariyere
verilen hasar, HPA ekseninin deri esdegerini aktive eder ve lokal
steroidogenez de 11-BHSD1'i uyarabilir. sSHPA elementlerinin inhibisyonu,
11-BHSD1 aktivitesi ve 11-BHSD2 aktivitesinin uyariimasi, 6zellikle GC alan
hastalarda iyilesmesi zor yaralarin tedavisi icin potansiyel farmakolojik
hedeflerdir (Sekil 7A).

Keratinositlerde, GC'nin klasik nukleer (GR) reseptorunun yani sira
yakin zamanda ac¢iklanan membrana bagh GR'yi (mbGR) (46) ve
mineralokortikoid reseptorini (MR) aktive ettigi gosterildi (52). GC'nin
mbGR'ye baglanmasiyla tetiklenen bu yeni yol, protein kinaz ¢ (PKC)'nin
aktivasyonuna, GSK3-p'nin asagi regulasyonu, ardindan -katenin ve son
olarak c-myc'nin uyariimasina yol agar. ikinci olarak, MR, GC'yi dogal ligandi
aldosteron ile esit gugte baglar; bu nedenle, fazla GC, resept6rin surekli
aktivasyonu ile sonuglanir. Son g¢alismalar, mbGR veya MR'nin devre disi
birakilmasinin, GC ile tedavi edilen hastalarda deri atrofisini dnleyebilecegini
gostermektedir. sSHPA'nin uyariimasinin ve/veya 11-HSD1'in asiri

ekspresyonunun bir sonucu olarak artan endojen GC Uretimi, ayni zamanda,
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yasa bagl deri atrofisinin yani sira yara iyilesmesinde gecikmis yeniden
epitelizasyona da yol acgabilir (Sekil 7B) (53).
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Sekil 7. A.B. GC'nin epidermal bariyerin yenilenmesi veya yenilenmesi
Uzerindeki etkisi (39).

2.5. Kok Hicre

Kok hucreler, insan vicudunun 6zellesmemis hicreleridir. Bir
organizmanin herhangi bir hicresine farklilasabilir ve kendini yenileme
yetenegdine sahiptirler. Kok hicreler hem embriyolarda hem de yetiskin
hicrelerde bulunur. Ozellesmenin birgok asamasi vardir. Gelisim potansiyeli
her adimda azalir, bu da unipotent bir kok hlcrenin pluripotent bir kdk hicre

kadar ¢ok hucre tipine farklilagamayacagi anlamina gelir (54).
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2.5.1. Kok Hiicre Siniflamasi

Totipotent kdk hicreler, bolunebilir ve tim organizmanin hicrelerine
farkhlasabilir. Totipotens en yuksek farklilagsma potansiyeline sahiptir ve
hicrelerin hem embriyo hem de ekstra embriyonik yapilar olusturmasina izin
verir. Bir totipotent hlicre 6rnegi, fertilizasyonun sonucu olusan zigottur. Bu
hlcreler daha sonra ya U¢ germ tabakasindan herhangi birine donutsebilir ya
da bir plasenta olusturabilir. Yaklasik 4 glin sonra blastosistin i¢ hticre kitlesi

pluripotent hale gelir. Bu yapi pluripotent hicrelerin kaynagidir (Sekil 8) (54).

Pluripotent kék hicreler (PSC'ler), tim germ katmanlarinin
hlcrelerini olugturur, ancak plasenta gibi ekstraembriyonik yapilari
olusturmaz. Embriyonik kok hicreler (ESC'ler) bir 6rnektir. ESCller,
implantasyon dncesi embriyolarin i¢ hicre kutlesinden elde edilir (Sekil
8). Bagka bir 6rnek, implante edilmis embriyolarin epiblast tabakasindan
turetilen indiklenmis pluripotent kok hicrelerdir (iPSC'ler) (Sekil 9) (54).

Multipotent kok hucreler, PSC'lerden daha dar bir farklilasma
spektrumuna sahiptir, ancak belirli hlicre soylarinin ayri hiicrelerinde
uzmanlasabilirler. Bir ornek, ¢esitli kan hucrelerine donusebilen bir
hematopoietik kok hiicredir. Farklilasmadan sonra hematopoietik bir kdk

hiicre, oligopotent bir hiicre haline gelir (54).

Oligopotent kok hicreler birkag htcre tipine farklilagabilir. Bir miyeloid
kok hucre, beyaz kan hucrelerine bolunebilen ancak kirmizi kan hucrelerine

bélinemeyen bir érnektir (54).

Unipotent kdk hicreler, en dar farklilagsma yetenekleri ve tekrar tekrar
bollinme 6zel bir dzelligi ile karakterize edilir. ikinci dzellikleri onlari rejeneratif
tipta terapotik kullanim igin umut verici bir aday yapar. Bu hicreler sadece bir

hdcre tipi olusturabilir; dermatositler rnek olarak verilebilir (54).
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2.5.2. KOk Hicre Biyolojisi

Fertilizasyondan sonra implantasyondan 6nce olugsan blastosist iki
farkh hicre tipine sahiptir: epiblastlara donusen ve bir fetisun geligimini
induikleyen i¢ hiicre kiitlesi (ICM) ve trofektoderm (TE) hiicreleri. i¢ hiicre
kitlesini olusturan hticreler kisa dGmurli embriyonik kék hicrelerdir (Sekil
8). Blastosist ICM mikrocevresinin diizenlenmesinden sorumludur. TE,
plasenta gibi embriyonun basarili bir sekilde orijini i¢in gerekli olan
ekstraembriyonik destek yapilarini gelistirmeye ve olusturmaya devam
eder. TE 6zel bir destek yapisi olusturmaya basladiginda, ICM hucreleri
farkhlagsmamis, tamamen pluripotent ve proliferatif olarak kalir (55). Kok
hiicrelerin pluripotensi, organizmanin herhangi bir hiicresini olusturmalarina
izin verir. Insan embriyonik kék hicreleri (hESC'ler) ICM'den
turetilir. Embriyogenez sirecinde hicreler, germ tabakalarini olusturur:
endoderm, mezoderm ve ektoderm. Her biri sonunda fetlsun farklilasmis
hiucrelerine ve dokularina ve daha sonra yetiskin organizmaya yol acar (Sekil
8) (56). hESC'ler germ tabakalarindan birine farklilastiktan sonra, potensi
yalnizca germ katmaninin hicreleriyle sinirli olan multipotent kdk hiicreler
haline gelirler. Bu streg insan gelisiminde kisadir. Bundan sonra, pluripotent
kok hucreler organizmanin her yerinde farklilagsmamig hucreler olarak ortaya
cikar ve temel yetenekleri, yeni nesil kdk hicrelerin olusumuyla ¢gogalma ve

belirli fizyolojik kosullar altinda 6zel hicrelere farkhlasmadir (54).
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Sekil 9. insan viicudunun gelisiminde kék hiicrelerin potensindeki
degisiklikler. Potens, blastosistin pluripotent hiicrelerinden deri, CNS veya
kemik iligi gibi bir insan vuicudundaki belirli bir dokunun unipotent hucrelerine
kadar degisir. Ters pluripotens, oktamer baglayici transkripsiyon faktori
(Oct4), cinsiyet belirleyici bélge Y (Sox2), Kruppel benzeri faktor 4 (Klf4) veya
Myc geni kullanilarak induklenmis pluripotent kdk hicrelerin olusturulmasiyla
elde edilebilir (54).

2.5.3. Embriyonik Kok Hiicrelerin Ozellikleri

Fare ESC’lerinin 6zellikleri, ESC 6zelliklerinin tanimlanmasinda bir
referans saglar. Anahtar 6zellikler sunlardir; ESC'ler pluripotent hiicre
populasyonundan elde edilmis ve stabil olarak diploid olmalidirlar. Primitif
embriyonik durumunda sonsuz miktarda ¢ogaltilabilmeli ve kulttrde ileri
pasaijlar takiben normal karyotiplerini korumalidirlar. Greftten sonraki
teratomalarda ve in vitro uygun kosullar altinda 3 germ yapragdinin gesitli
hicre tiplerine, alici blastosistte kolonize oldugunda da vicuttaki herhangi bir

hicre tipine farklilasabilmelidirler (57,58).

ESC'lerin pluripotentligi geleneksel olarak 3 farkli yaklasimla saptanir.
Fare ESC'leri fare embriyolarina transfer edilirler, kimerik embriyonun tum
somatik dokularini olustururlar. ikinci yaklagim ESClerin in vivo 3 germ
tabakasinin da tiirevlerine farklilastiginin gésterilmesidir. insan ESC'leri
immun yetersiz farelere enjekte edildiklerinde teratomalari olustururlar.
Uclincl yaklasim ise in vitro farklilasma sirasinda ESC pluripotentligini ortaya
koyar. Hem fare hem de insan ESC'lerinin farklilasmalarina izin
verildiklerinde embriyoid cisim (EC) denilen 3 boyutlu hiicre agregatlari
olusturabilirler ki bu EC'ler ektoderm, mezoderm ve endoderm koékenli doku

turevlerini igerirler (59,60).
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2.5.4. Embriyonik Kok Hiicre Kultura ve Farkhlagmasi

Kendini yenileme kapasitesine iligkin belirte¢lerin belirlenmesi, bu
kapasitenin surdurulmesi igin ilk 6nemli sorunu yaratmaktadir (61). Fare ve
insan embriyonik kok htcreleri; besin tabakasi olarak farklilagsmasi ve
proliferasyonu inhibe edilen fare embriyolarinin fibroblastlarindan elde edilen
serum iceren kultir ortaminda buyataltrler (61). Fare ve insan embriyonik
kok hicrelerinin pasajlanmasi farkhdir. Fare embriyonik kok hicreleri her 2-3
glinde bir taze besi yerine ekilir. Tek hiicre elde etmek i¢in koloniler, tripsin ile
enzimatik olarak ayrilir ve daha sonra fare embriyonik fibroblast ortamina
transfer edilir. insan embriyonik kdk hiicreleri, her 6-7 giinde bir taze besi
yerine ekilir ve kiigiik hiicre gruplari seklinde pasajlanir. insan embriyonik kok
hiicreleri, tek hiicrelerden ziyade koloniler halinde ¢ogalabilir ve mekanik
farkhlasma siklikla tercih edilir (61).

Fare embriyonik kok hicrelerinin morfolojisi tipiktir ve alttaki fibroblast
tabakasindakilerden kolaylikla ayirt edilebilir. Hiicrede g¢ekirdek/sitoplazma
orani daha yuksektir ve gekirdekgik belirgindir (62). Farelerde Octamer
Baglayici Transkripsiyon Faktort-4 (Oct-4), Nanog ve Zinc Finger Proteini
(Rex-1/Zfp-42) gibi transkripsiyon faktorleri ve hiicre ylzeyi belirtecleri Stage
Spesifik Embriyonik Antijen-1 (SSEA-1) bulunurken, insanlarda SSEA-3,
SSEA-4, TRA-1-81 bulunur (62, 63).

Kendini yenilemeyi tesvik etme ve farklilasmayi inhibe etme
kabiliyetine sahip olan I6semi inhibe edici faktor (LIF) , besleyici hiicre
topluluklari tarafinca meydana getirilir (62, 63, 64). LIF yardimiyla embriyonik
kok hiicrelerin besleyici hiicrelere ihtiya¢ duymadan serum ortaminda,
jelatinli bir doku kultirt kabinda gelisebildigi gosterilmigtir. Ancak embriyonik
kok hicreler LIF bazh kultirlerde buyurken, LIF veya LIF reseptorlerinden
yoksun embriyolar da gerekli normal gelisimi gostermektedir (62). LIF’in fare
embriyonundaki etkisinin; embriyonik geligsimin yavaslamasi sirasinda i¢

hdcre kitlesinin canhligini devam ettirmek oldugu tahmin edilmektedir (62).
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Bir fare modelinde, embriyonik kék hicreler kendiliginden ¢ boyutlu
kimeler olusturur ve LIF'nin kultir ortamindan gikariimasiyla farkhlasir (61,
65). Bu U¢ boyutlu kiimelere embriyoblastlar denir. Fare embriyonik kok
hiicrelerinden embriyogenez, kolonilerin tek hiicrelere donustirilmesi ve
hiicrelerin kiimeler olugturmasina izin veren bir ortama yerlestiriimesiyle
gergeklestirilir. Ancak ayni buyuklikte embriyoblastlarin elde edilebildigi ve
hiicre sayimlarinin kontrol edilebildigi damla yontemi en sik kullanilan
yontemlerden biridir (61, 65).

Mekanik yontemle elde edilen koloniler uygun bir ortama yerlestirilerek
insan embriyonik kok htcreleri icin embriyoblast olusumu saglanir (61).
Enzim (kollajenaz) veya kimyasal ayirma yontemlerinin (EDTA) hlcrelere
zarar verebilecegi disunuldiginden tercih edilmez. Bircok kok hicre
replasman tedavisi uygulamasi, diyabet icin 8 hiicreleri veya Parkinson
hastaligi icin dopaminerjik néronlar gibi spesifik hiicre tiplerinin Gretilmesini
gerektirir (61). Tek bir hticre sinifina veya embriyoblastlara kendiliginden
farkhlasma, gesitli tiplerde kontrolstiz bir karisik hiicre populasyonu ile
sonuglanir. Embriyonik kok htcrelerin belirli bir ydonde farklilasmasina izin
vermek igin, belirli hicre tiplerinin farklilagsmasini, gogalmasini veya hayatta
kalmasini saglamak icin baylime faktorlerine ihtiyag vardir. Buyume
faktorlerinin kullanilmasi, istenen hiicre populasyonunun mevcudiyetini
arttirsa da, farkhlasmig hucrelerden olusan karisik bir populasyon varhgini
surdardr (61, 63, 64, 65).
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l1.GEREC VE YONTEM

Calismamiz universitemiz Bilimsel Arastirma Koordinasyon Birimi
(Proje No: 2021-049) tarafindan desteklenmistir. Calismamiz 16/02/2021

tarihinde 77.637.435 numarali karar ile etik kurul tarafindan onaylanmistir.

3.1. STO Besleyici Tabakasinin Hazirlanmasi ve Kiilttiru

Fare embriyonik kok hicre hatti (CGR8, 07032901, ECACC) hiicreleri kilturu
icin, fare embriyonik fibroblastlar (STO, 86032003, ECACC) besleyici
tabakasini olugturmak amaciyla éncelikle %0,1 oraninda jelatin (G9391-
500G, SIGMA), distile su ile hazirlanarak otoklavlandi ve 6 gozlu kultir
kaplarina her géze 1’er ml olacak sekilde eklenerek 37°C’de %5 CO2'li
ortamda 2 saat inkube edildi. Es zamanli olarak STO hucrelerinin kulttr
ortami [%10 fotal sigir serumu (FBS, FBS-11B, CAPRICORN), %1 L-
Glutamin (GLN-B, CAPRICORN), %1 Penisilin/Streptomisin (PS-B,
CAPRICORN), 4500mg/L glukoz ve sodyum purivat iceren Dulbecco
modified Eagle’s medium (DMEM, DMEM-HXA, CAPRICORN)] hazirlandi.
Inkiibasyonun sonunda jelatin aspire edilerek Manisa Celal Bayar
Universitesi Tip Fakdiltesi Histoloji-Embriyoloji AD’da halihazirda Prof. Dr. H.
Seda Vatansever’in laboratuvarindaki stoklarda bulunan STO hucrelerinin
ekimi gerceklestirildi. Her iki ginde bir kaltir ortami degistirilerek konfluent
olana dek kultire devam edildi. STO hucreleri konfluent olduktan sonra
mitotik inaktivasyon i¢in 20 ug/ml mitomisin-C igeren kiltlr ortaminda 1,5
saat 37°C’de %5 CO2’li ortamda kdlttire edilerek embriyonik kék hicrelerin

kalturd icin hazir hale getirildi.
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3.2. Fare Embriyonik Kok Hucre Kulttru

Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakdltesi Histoloji-Embriyoloji
AD’da halihazirda Prof. Dr. H. Seda Vatansever’in laboratuvarindaki
stoklarda bulunan CGR8 (07032901, ECACC) hicreleri embriyonik kdk hiicre
kaltur vasati [%15 fotal sigir serumu (FBS, FBS-11B, CAPRICORN), %1 L-
Glutamin (GLN-B, CAPRICORN), %1 Penisilin/streptomisin (PS-B,
CAPRICORN), 0.1Mm MEM Non-essantial amino asid (NEAA-B,
CAPRICORN), 10-°M B-mercaptoethanol (A1108,0100, APPLICHEM) 1000
U/ml I6kemia inhibit6r faktor (LIF, L9545-10UG, SIGMA), 4500mg/L glukoz
ve sodyum purivat iceren Dulbecco modified Eagle’s medium (DMEM,
DMEM-HXA, CAPRICORN)] igerisinde STO hucrelerinden olusan besleyici
tabaka ile kultlre edildi. STO hucreleri Uzerinde koloni olusturmus CGR8
hicreleri tripsin/EDTA (T4049-100ML, SIGMA) sollsyonu kullanilarak
kaldirildi ve ardindan hucreler LIF igermeyen embriyonik kok hicre kulttr
vasatl igerisinde damla yontemi ile 37°C’de %5 CO2’li ortamda 2 guin kultire
edildi (Resim 3.1). Daha sonra olugsan embriyoblastlar toplanarak matrijel
(354234, CORNING) kaph kiltir kaplarina (Resim 3.2) akratildi ve 2 gin
kulture edildikten sonra 3. gunden itibaren kultir ortamina her gun 0,5 nM
kemik morfogenetik proteini-4 (BMP-4, 120-05ET, PEPROTECH) ilavesi ile
keratinosite farkllastiriima igin 10 giin boyunca kultire edildi. CGR8
hicrelerinden farklilastirilan keratinositlerin karakterizasyonu igin sitokeratin-
8 ve sitokeratin-14 ekspresyonlarina akis sitometrisi ve immunositokimya

yontemleri ile bakildi.
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Resim 3.1. Embriyonik kdk hiicrelerin tripsin/EDTA sollsyonu kullanilarak
kaldirildiktan sonra LIF icermeyen embriyonik kok hicre kiltir vasati

icerisinde yapilan damla yéntemine ait fotograflari.

Resim 3.2. Matrigel ile kaplanmig kultlr kaplari.

3.3. Hucrelerin Analizi

3.3.1. immiinositokimya ile Hiicrelerin Karakterizasyonu

immunositokimyasal analiz igin hiicreler fosfat tamponlu soliisyon ile
(PBS, 404.100, BIOSHORP) ile yikandiktan sonra %4’luk paraformaldehit
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(PFA, 1.04004.0800, MERCK) ile 30 dk. tespit edildi. Tespit isleminden sonra
3x5 dakika PBS ile yikanan hucreler endojen peroksidaz aktivitesini inhibe
etmek icin 10 dakika %3’lUk hidrojen peroksit (1.08597.2500, MERCK) ile
inkiibe edildi. Hucrelerin 3x5 dakika PBS ile yikanma isleminden sonra
permeabilizasyon igin hicreler %0,1 Triton-X-100 (A4975,0100,
APPLICHEM) ile 15 dakika buz tstinde bekletildi. Tekrar 3x5 dakika PBS ile
yikandiktan sonra bloklama solisyonu (TA-125-UB, THERMOFISHER) ilave
edilerek 1 saat inkibasyonun ardindan anti-sitokeratin 8 (SC-8020, SANTA
CRUZ) ve anti-sitokeratin 14 (SC-53253, SANTA CRUZ) antikorlari ile bir
gece +4C'de inkube edildi. Ertesi guin 3x5 dakika PBS ile yikanan hicreler
anti-mouse ve anti-rabbit biotinlenmis sekonder antikorlari (TP-125-BN, TS-
125-HR, THERMOFISHER) ile 30’ar dakika inklibe edildi. Yikanan
hdcrelerde immunoreaktivitenin gorinurligunu saglamak tzere
diaminobenzidine (DAB, TA-125-HD, THERMOFISHER) kromojeni uygulandi
ve distile su ile yikamanin ardindan Mayer’'s Hematoksilen (TA-125-MH,
THERMOFISHER) ile artalan boyama yapildiktan sonra kapatma medyumu

ile kapatilarak Olympus marka BX40 mikroskop ile incelendi.

3.3.2. Akig Sitometrisi ile Hiicrelerin Karakterizasyonu

Akis sitometrisi analizi igin ise hicreler 1 defa PBS ile yikandiktan
sonra 300 g’de 3 dakika santrifij edildi ve sUpernatant atildi. Ardindan tim
hucreler PFA ile 20 dakika fikse edildi (1x108hiicre/ml) ve daha sonra 300
g'de 3 dakika santriflij edildi. Supernatant atilip tekrar PBS eklenerek 10
dakika bekletilen hlcreler tekrar santrifij edildi. Bu iglem 2 kez
tekrarlandiktan sonra 50ul hicre suspansiyonundan alindi ve Uzerine antikor
karigimi (sitokeratin-8 (17514-1-AP, PROTEINTECH) ve sitokeratin-14
(10143-1-AP, PROTEINTECH)) eklenerek 20 dakika inkubasyona birakildi.

inkiibasyon sonunda 1 ml PBS ile yikanip tekrar santrifiij edilen 6rnekler
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500ul PBS ile suspanse hale getirilerek akis sitometrisi cihazi (Accuri C6, BD

Bioscience) ile analiz yapildi.

3.4. Yara Modelinin Olusturulmasi, Hiicrelerin Transferi ve Analizi

3.4.1. Fare Yara Modelinin Olusturulmasi

Steroid uygulanacak gruplara (Grup 3 ve Grup 4) ait deneklere yara
modeli olusturulmadan 6nce 1 hafta sure ile gunde 2 mg/kg dozunda
deksametazon (Deva Holding A.S) intramuskuler olarak uygulandi (Resim
3.3). Tum fareler 90 mg/kg ketamin ve 100mg/kg ksilazin ketamin-ksilazin
kombinasyonunun intraperitoneal ( enjeksiyonu ile anestezi altina alindi.
Ardindan tum gruplardaki deneklerde steril cerrahi set kullanilarak ense
bolgesinde tuylerden temizlenen alana 0.5x0.5 cm boyutunda epidermis ve

dermisi iceren yara modeli olusturuldu (Resim 3.4).

Resim 3.3. intramuskuler deksametazon uygulamasi
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Resim 3.4. Yara Modeli Olusturulmasi

3.4.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi ve Hiicrelerin Transferi

48 adet 8 haftalik yaklasik 20-30 gr. araliginda balb-C tipi erkek fare
Manisa Celal Bayar Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuvari'ndan temin

edildi. Her bir grupta 12 adet fare olacak sekilde 4 deney grubuna ayrildi.

Grup 1 (yara grubu): Cerrahi yara olugturulmasi (Bagka herhangi bir

uygulama yapilmamis)

Grup 2 (hicre grubu): Cerrahi yara olugturulmasi+ Farklilagtirilmig keratinosit

uygulamasi
Grup 3 (steroid grubu): Steroid uygulamasi + Cerrahi yara olusturulmasi

Grup 4 (steroid+hlcre grubu): Steroid uygulamasi + Cerrahi yara

olusturulmasi+ Farkhlagtinimis keratinosit uygulamasi
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Yara modeli olusturulduktan sonra 3 hafta boyunca her gun Grup 3 ve
Grup 4’e yukarida belirtilen dozda deksametazon uygulamaya devam edildi.
Grup 2 ve Grup 4’e ait deneklerin yara yerine Uizerinde kiltire edilen
keratinositler bulunan vazeline gauze konularak kapatildi. Keratinositler yara
yeri Uzerine gelecek sekilde vaseline gauze konduktan sonra saat 5 ve 10
yonunde saglam deri ile birlikte suture edildi (Resim 3.5 1-J). Her 2 gtinde bir
yara yeri pansumani yapildiktan sonra transferden sonraki 10. ve 21.

gunlerde yara yerinden biyopsi 6rnekleri alindi (Resim 3.5 A- H).
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Resim 3.5. Deney gruplarinin olusturulmasi ve biyopsi alinmasi. (A) Grup 1
10. Gun biyopsi, (B) Grup 2 10. Gun biyopsi, (C) Grup 3 10. Gun biyopsisi,
(D) Grup 4 10. Gin biyopsi, (E) Grup 1 21. Gun biyopsi, (F) Grup 2 21. Gln
biyopsi, (G) Grup 3 21. Guin biyopsi, (H) Grup 4 21. Gun biyopsi, (I-J) Grup 2
ve 4’ e keratinosit uygulamasi.
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3.4.3. Dokularin Eldesi ve Takibi

Dokular %10’luk formalin solisyonu (2014P6, OSTIM) igerisinde 48
saat tespit edildikten sonra rutin parafin takip prosedurine uygun sekilde her
bir doku etiketlenip kasetlenerek tespit sollisyonunun uzaklastiriimasi igin bir
gece akarsu altinda yikandi. Ertesi sabah dokular, derecesi giderek artan etil
alkol (1.00983.2511, MERCK) serileri ile (%60-70-80-96) dehidratasyonlari
yaplilip, iki degisim ksilen (SURGIPATH) ile seffaflagtirmalari saglandiktan
sonra, parafine emdirme asamasi uygulanip etiketlenerek parafine gomulda.
Ardindan rotary mikrotomla (RM-2245, LEICA) polilizin ile kapli lamlara 5 ym

kalinliginda kesitler alindi.
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Tablo 3.1. Parafin Doku Takibi

Yapilan islem Madde Zaman
Tespit %10’luk formalin 48 saat
Akar su 1 gece
Dehidratasyon %60’lik etil alkol 30 dakika
%70’lik etil alkol 30 dakika
%80’lik etil alkol 30 dakika
%96'lik etil alkol 1 saat
Seffaflastirma Ksilen-Alkol 30 dakika
Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Emdirme 60°C etlivde Ksilen-Parafin 30 dakika
Parafin 1 saat
Parafin 1 saat
Gomme Parafin
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3.4.4. Hematoksilen Eozin Boyamasi

Alinan doku kesitleri dncelikle etivde 60°C’de bir gece bekletildikten
sonra, bir saat ksilenle deparafinizasyonu saglanip azalan etil alkol serilerinin
(%96-80-70-60) her birinde ikiser dakika tutularak rehidratasyon iglemi
yapildi. Fazla alkolin uzaklastiriimasi i¢in beg dakika akarsu altinda
yikandiktan sonra ¢gekirdek boyamasi i¢in bes dakika hematoksilende
(HISTO-MED MEDIKAL) bekletilen, fazla boyanin uzaklastiriimasi i¢in bes
dakika akarsu altinda yikamasi yapilip diferansiyasyon igin bir saniye asit
alkole batirilan kesitler tekrar akarsuda bes dakika yikandiktan sonra
sitoplazma boyamasi i¢in eozinde (05-11007/L, BIO-OPTICA) iki dakika
bekletilip tekrar 5 dakika akarsu altinda yikama yapilip dehidratasyon igin
sirasiyla %80’lik ve %96’lik etil alkolde birer dakika bekletildikten sonra
seffaflastirma islemi icin bir saat ksilende bekletilip entellan (107961.0500,
MERCK) ile kapatilarak 1sik mikroskobunda fotograflari ¢ekildi ve gruplar

arasi degerlendirmeleri yapildi.
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Tablo 3.2. Hematoksilen Eozin Boyamasi

Yapilan islem Madde Zaman
Deparafinizasyon 60°C etlivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon %96’lik etil alkol 2 dakika
%80’lik etil alkol 2 dakika
%70’lik etil alkol 2 dakika
%60’k etil alkol 2 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Boyama Hematoksilen 5 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Diferansiyasyon Asit alkol 1 saniye
Yikama Akar su 5 dakika
Boyama Eosin 2 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Dehidratasyon %80’lik etil alkol 1 dakika
Dehidratasyon %96’k etil alkol 1 dakika
Seffaflagtirma Ksilen 1 saat
Kapama Entellan

46




3.4.5. immiinohistokimyasal Boyama

Alinan tim orneklerden daha 6nce elde edilen polilizinli lamlara alinan
doku kesitleri deparafinizasyon icin 1 gece 60°C etlvde bekletildikten sonra
iki degisim ksilen ile muamele edildi. Rehidratasyon igin, azalan etil alkol
serilerinden (%96-80-70-60) gegirilip distile su ile 10 dakika yikandiktan
sonra PBS ile 3x5 dakika yikandi. Permeablizasyon igin %0,5’lik tripsin
(TSS155, SCYTEK) solusyonu iginde 37°C’de 10 dakika tutularak ve PBS ile
3x5 dakika yikandi. Doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5
dakika %3’lUk hidrojen peroksit uygulandiktan sonra kesitler 3x5 dakika PBS
ile yikandi. Bloklama solusyonu ile oda sicakliginda 1 saat bekletildikten
sonra anti-Sitokeratin 8 (SC-8020, SANTA CRUZ), anti-Sitokeratin 14 (SC-
53253, SANTA CRUZ), anti-MCP1 (AB25124, ABCAM), anti-kollajen1 (SC-
293182, SANTA CRUZ), anti-IL1B (SC-52012, SANTA CRUZ), anti-VEGF
(SC-7269, SANTA CRUZ) ve anti-TNFa (SC-52746, SANTA CRUZ) primer
antikorlari ile 18 saat +4°C’de inkUbasyona birakildi. PBS ile 3x5 dakika
yikanan kesitler 30 dakika sekonder antikor ile ardindan PBS ile 3x5 dakika
yikandiktan sonra kesitlere 30 dakika biotinli sekonder antikor uygulanip
tekrar PBS ile 3x5 dakika yikandi, ardindan 30 dakika avidin-HRP sekonder
antikor uygulanip 3x5 dakika yikama yapildi. Immunoreaktivitesi DAB ile
saglanip 1x5 dakika PBS ile 2x5 dakika distile su ile yikama yapildiktan
sonra, artalan boyamasi ise Mayer’s hematoksilen ile saglanip 3x5 dakika
distile su ile yikanan kesitlerin dehidratasyonu 1’er dakika sirasiyla %80 ve
%96’l1k alkollerde gergeklestirildi. Seffaflagtirma igin 2x30 dakika ksilende
tutulan kesitler entellan ile kapatilip 1s1k mikroskobunda fotograflari ¢ekildi ve

gruplar arasi degerlendirmeleri yapildi.
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Tablo 3.3. immiinohistokimyasal Boyama

Yapilan islem Madde Zaman
Deparafinizasyon 60°C etlvde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon %96’lik etil alkol 2 dakika
%80’lik etil alkol 2 dakika
%70’lik etil alkol 2 dakika
%601k etil alkol 2 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Permeablizasyon Tripsin 10 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Endojen peroksit bloklama %3’ Uk hidrojen peroksit| 5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Bloklama Blok soliisyonu 1 saat
Primer Antikor ile inkiibasyon 1 gece, 4°C de
Yikama PBS 3x5 dakika
Biotinli Sekonder Antikor ile inkiibasyon| Biotinli Sekonder Antikor| 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Avidin-HRP ile inkiibasyon Avidin-HRP 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Boyama DAB 5 dk.
Yikama PBS 1x5 dakika
Yikama Distile su 2x5 dakika
Zit Boyama Mayer’s hematoksilen 10 dakika
Yikama Distile su 3x5 dakika
Dehidratasyon %80’lik etil alkol 1 dakika
%96’k etil alkol 1 dakika
Seffaflastirma Ksilen 2x30 dakika
Kapama Entellan
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Tablo 3.6: Deneyde Kullanilan Antikorlar

Antikor Adi Katalog Tara Firma Diltisyon
No

Sitokeratin-8 |sc-8020 |Mouse Santa Cruz 1/100
Monoklonal Biotechnology

Sitokeratin-14 | sc-53253 | Mouse Santa Cruz 1/100
Monoklonal Biotechnology

MCP-1 ab25124 | Rabbit Poliklonal ABCAM 1/100

TNF a sc-52746 | Mouse Santa Cruz 1/100
Monoklonal Biotechnology

Kollajen-1A1 |sc-293182| Mouse Santa Cruz 1/100
Monoklonal Biotechnology

IL-1B sc-52012 | Mouse Santa Cruz 1/100
Monoklonal Biotechnology

VEGF sc-7269 | Mouse Santa Cruz 1/100
Monoklonal Biotechnology
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IV.BULGULAR

4.1. Embriyonik Kok Hucre Kultart

CGRS8 hucreleri igin besleyici tabaka olusturulacak STO hucreleri
jelatin kapli kilthr kaplarina ekilerek konfluent oluncaya kadar kultire edildi.

Kultlrdn 3. ve 7. guninde STO hcrelerinin 6kromatik ¢ekirdege sahip ve

fibroblastlara benzer fuziform sekilli olduklari gézlendi (Resim 4.1).

Resim 4.1. STO hucrelerinin hiicre kaltirandn 3. gin (A) ve 7. gine (B) ait
fotograflari. Olgek:100um

STO hicreleri konfluent olunca (Resim 4.2A) mitotik inaktivasyonu icin
mitomisin-C uygulanmasi yapildi ve sonugta hicrelerin canhliklarini

koruduklari ve konfluent olarak kaldiklari saptandi (Resim 4.2B)
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Resim 4.2. STO hucrelerinin mitomisin-C uygulamasi 6ncesi (A) ve

sonrasina (B) ait hicre kiiltur( fotograflari. Olgek:100um

Mitomisin-C uygulamasindan sonra STO besleyici tabakasi Gzerine
CGRS8 hucreleri ekilerek birlikte kilture edildi (Resim 4.3A), hicre kultirinin
7. gununde CGRS8 hicrelerinin STO hucrelerinden kolaylikla ayirt edilebildigi
ve kiguk koloniler olusturmaya basladiklari gézlendi (Resim 4.3B).

Resim 4.3. Mitomisin-C ile muamale edilmis STO hucreleri Gzerinde
kaltartnan 0. (A) ve 7. (B) gunlerinde embriyonik kdk hticre kolonileri
(yuvarlak alan icerisinde). Olgek:100um
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CGRS8 hicrelerinin damla yontemi kullanilarak embriyoblastlar elde
edildi, kUltdr vasati igerisinde ylzen, yuvarlak sekilli, dizensiz kontlrlere
sahip hulcre kolonileri seklinde oldugu gdézlendi (Resim 4.4). Kiltire devam
edilerek embriyoblastlarin buylimesi saglandi ve embriyoblastlar matrigel

kaplh kultar kaplarina transfer edildi.

5L

Resim 4.4. Damla yéntemi sonrasi elde edilen embriyoblast. Olgek:100um

Kaltardn ilk 2 gunu embriyoblastlarin matrigele yapigsmasi beklendikten
sonra 3. gunden itibaren kultur ortamina BMP-4 ilave edilerek hiicrelerin
keratinositlere farklilagsmasi saglandi (Resim 4.5A). Keratinosit benzeri
hicreler fuziform seklinden epiteloide farklilagsmasiyla ayirt ediliyordu (Resim
4.5B). Farklilagan hucreler tekrar yeni matrijel Uzerinde kultire edilerek
¢ogaltildi. Her bir pasajda bir dncekine gore epiteloid hicre oraninin fuziform

sekilli hucrelere gore arttigi izlendi (Resim 4.5C).
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Resim 4.5. BMP-4 uygulanan embriyoblastlarin kultarinin 1. (A), 5. (B) ve
10. (C) glinlerine ait keratinosit farklilagsma streci. Olgek:50um.

4.2. Keratinositlerin Karakterizasyonu

4.2.1. immunositokimya

CGRS8 hucrelerinin, STO besleyici tabakasi Uzerinde BMP-4
uygulamasi ile keratinositlere farkhlastiriimasinin 10. gininde erken donem
keratinosit farklilagma belirteci olan sitokeratin-8 (Resim 4.6A) ve ge¢ donem
keratinosit farklilagma belirteci sitokeratin-14 (Resim 4.6B)
immunoreaktivitesinin pozitif oldugu gézlendi. immiinositokimya kontrol

boyamasi negatif (-) idi (Resim 4.6C).
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Resim 4.6. Keratinositlerin immunositokimyasal karakterizasyonu. (A)
Sitokeratin-8, (B) Sitokeratin-14, (C) Kontrol. Olgek: 10um

4.2.2. Akis Sitometrisi

STO besleyici tabakasi tuzerinde BMP-4 uygulamasi ile keratinositlere
farklilagtirilan CGR8 hucrelerinin farklilastirimasinin 10. gununde sitokeratin-
8 (Resim 4.7B) ve sitokeratin-14 (Resim 4.7C) dagihiminin pozitif oldugu ve
erken dénem farklilagma belirteci sitokeratin-8 dagiliminin daha fazla oldugu
gozlendi (Resim 4.7).
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Resim 4.7. Keratinositlerin akis sitometrisi ile karakterizasyonu. (A) Kontrol,
(B) sitokeratin-8, (C) sitokeratin-14.

4.3. Yara Yerine Transfer Edilen Keratinositlerin Histokimyasal ve

immiinohistokimyasal incelenmesi

4.3.1. Hematoksilen Eozin Boyamasi

Deri doku kesitleri histopatolojik degerlendirme amaciyla hematoksilen
eozin boyamasi yapilarak 1sik mikroskobunda fotograflari ¢ekildi. Sadece
yara modeli olusturulan (yara grubu) deneklerden 10. guinde alinan doku
orneklerinde yara yerinin saghkl deri ile devamlilik gosterdigi gozlendi
(Resim 4.8A1 ve A2). Yara iyilesmesi evrelerinden ilki olan hemostaz ve
inflamasyon evresinin saglikh bir sekilde tamamlandigdi, alinan doku
orneklerinin proliferasyon evresinde oldugu, deri eklerinin gézlenmemesi ve
yara bdlgesinin epidermisinin epitelinin kalinlagsmaya baslamasi ile
dogrulandi (Resim 4.8A1 ve A2). Yara olusumunun 21. giininde ise
epidermis tamamen kalinlasmig ¢ok katli yassi epitel seklinde gozlenirken,

deri eklerinin kayboldugu ve yara yerinin tamamen saglikh deri ile
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devamliligini saglamis oldugu gozlendi (Resim 4.8B1 ve B2). Yara modeli
olusturulduktan sonra keratinosit uygulanan deneklerin (hiicre grubu) 10. gin
doku orneklerinde yara grubu ile benzer sekilde iyilesme gozlenmis; ek
olarak yara bolgesinde eksuda olustugu (Resim 4.9C1 ve C2), 21. gunde ise
epidermisin tamamen ¢ok katli yassi epitele donusmus ve dermis ile birlikte
saglikli deri ile devamlilik gosteren, deri eklerinden yoksun bir yapida oldugu
izlendi (Resim 4.9D1 ve D2). Oncesinde steroid uygulandiktan sonra yara
yeri olusturulan ve steroid uygulamasina 21. gine kadar devam edilen
deneklerin (steroid grubu) 10. gtinine ait doku 6érneklerinde yara
iyilesmesinde gecikmenin oldugu, krut varligi ve vaskularizasyonun devam
ettigi izlenirken (Resim 4.10E1 ve E2); 21. gunde yara iyilesmesinin devam
ettigi epitelizasyonun tamamlanmadigi izlendi (Resim 4.10F1 ve F2). Yara
modeli olusturulmadan 6nce steroid uygulanan; yara modeli olusturulduktan
sonra keratinosit uygulanan ve steroid uygulamasina devam edilen
(steroid+hucre grubu) deneklerin 10. gununde yara iyilesmesinin (Resim
8.11G1 ve G2) yara (Resim 4.8A1 ve A2) ve hiicre (Resim 4.9C1 ve C2)
grubuna gore geciktigi ancak steroid grubuna goére (Resim 8.10E1 ve E2)
yara iyilesmesinin daha ylksek oldugu, 21. ginde (Resim 4.11H1 ve H2)
steroid grubuna (Resim 4.10F1 ve F2) benzer sekilde oldugu
epitiliazasyonun henlz tamamlanmadigi izlendi. Uzun dénem steroid
uygulamasi yapilan steroid ve steroid+hlcre grubunda yara iyilesmesinin
yara ve hicre grubuna gére hem 10. hem de 21. giinde daha ge¢ oldugu,
keratinosit uygulanan hicre ve steroid+htcre grubunda ise iyilesmenin
yalnizca hucre uygulandiginda normal iyilesme surecine benzer yonde

etkilendigi, steroid varliginda gecikmeyi yavaslattigi sonucuna varildi.
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Grup 1
(yara grubu)

10. GUN

21. GUN

Resim 4.8. Yara grubuna ait 10. giin (A1 ve A2) ve 21. giin (B1 ve B2)
hematoksilen eozin boyamalari. Olgek: Al ve B1: 200um A2 ve B2: 50 ym
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Grup 2
(htcre grubu)

200um | TSoum |
200um | TSoum |

Resim 4.9. Hucre grubuna ait 10. giin (C1 ve C2) ve 21. gun (D1 ve D2)
hematoksilen eozin boyamalari. Olgek: C1 ve D1: 200um C2 ve D2: 50 ym
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Grup 3
(steroid grubu)

10. GUN

21. GUN

Resim 4.10. Steroid grubuna ait 10. giin (E1 ve E2) ve 21. gun (F1 ve F2)
hematoksilen eozin boyamalari Olgek: E1 ve F1: 200um E2 ve F2: 50 um
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Grup 4
(steroid+hiicre

grubu)

10. GUN

21. GUN

Resim 4.11. Steroid ve Hucre grubuna ait 10. giin (Al ve A2) ve 21. gun (B1
ve B2) hematoksilen eozin boyamalari Olgek: G1 ve H1: 200um G2 ve H2:
50 pm
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4.3.2. immiinohistokimya

Embriyonik kok hucrelerden farklilastirilan keratinositlerin farelerdeki

yara modellerine uygulanmasinin 10. ve 21. gununde elde edilen deri doku
kesitlerinde sitokeratin-8, sitokeratin-14, MCP-1, TNF-a, VEGF, IL-1p3 ve
COL1AL1 (kollajen tip 1 alfa 1 zinciri) ’in dagihmlari immunohistokimyasal
olarak degerlendirildi (Tablo 4.1)

Tablo 4.1. Tum deney gruplarinin 10. ve 21. glinline ait sitokeratin-8,

sitokeratin-14, MCP-1, TNF-a, VEGF, IL-13 ve COL1A1 dagilimlari.

10. Giun 21. Gln
Grupl | Grup2 | Grup3 | Grup4 | Grupl | Grup2 | Grup3 | Grup 4
(Yara | (Hucre | (Steroid | (Steroid | (Yara | (Hucre | (Steroid | (Steroid
Grubu) | Grubu) | Grubu) | + Grubu) | Grubu) | Grubu) | +
Hucre Hucre
Grubu) Grubu)
Sitokeratin- | ++ + + - + ++ + ++
8
Sitokeratin- | ++ + + + + ++ + ++
14
IL-1B + - ++ - - ++ ++ -
TNF-a +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
VEGF +++ ++ +++ + ++ +++ +++ ++
MCP-1/ ++ + - - + + ++ ++
CCL2
COL1A1 +++ + ++ + ++ +++ ++ +++
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4.3.2.1. Sitokeratin-8 Dagilimi

Sitokeratin-8 imminoreaktivitesinin steroid grubunda 10. ve 21. ginde
ayni ve zayif siddette (+) (resim 4.12C ve 4.12G), yara grubunda 21. glinde
10. guine (++) (Resim 4.12A) gore azaldigi ve zayif siddette (+) (Resim
4.12E) oldugu izlendi. Buna kargi hucre grubunda 21. giinde (++) (Resim
4.12F) 10. gune (+) (Resim 4.12B) gore artan sitokeratin-8’in benzer sekilde
steroid+htcre grubunda 10. ginde negatif (-) (Resim 4.12D) iken 21. giinde
orta siddette (++) (Resim 4.12H) goézlendi (Tablo 4.1).
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Sitokeratin-8  10. GiUn 21. Giun
Grup 1
(yara grubu)

Grup 2
(hticre grubu)

Grup 3
(steroid grubu)

Grup 4
(steroid+hiicre

grubu)

Resim 4.12. Grup 1(A,E), Grup 2(B,F), Grup 3(C,G), Grup 4(D,H) sirasiyla
10.(A-D) ve 21. giin (E-H) sitokeratin-8 dagihmlari. Olgek: 100um.
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4.3.2.2. Sitokeratin-14 Dagilimi

Sitokeratin-14 imminoreaktivitesi 10. glinde yara grubunda orta
siddette (++) (Resim 4.13A) iken hlicre, steroid ve steroid+hlcre grubunda
zayIf siddette (+) (Resim 4.13B, C ve D) gézlendi. Yara grubunda 21. glinde
azalarak zayif siddette (+) (Resim 4.13E) olan sitokeratin-14 dagilimi, steroid
grubunda 10. glne benzer sekilde zayif siddette (+) (Resim 4.13G) iken
hicre ve steroid+hicre gruplarinda orta siddette (++) (Resim 4.13F ve H)

olup arttigi izlendi (Tablo 4.1).

64



Sitokeratin-14 10. Gin 21. Gin
Grup 1
(yara grubu)

Grup 2

(hticre grubu)

Grup 3
(steroid grubu)

Grup 4
(steroid+hiicre
grubu)

Resim 4.13. Grup 1(A,E), Grup 2(B,F), Grup 3(C,G), Grup 4(D,H) sirasiyla
10. (A-D) ve 21. giin (E-H) sitokeratin-14 dagihimlari. Olgek: 100um
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4.3.2.3. IL-1B8 Dagilimi

IL-1B’nin 10. gln immuUnoreaktivitesi, yara grubunda 10. gunde zayif
siddette (+) (Resim 4.17A) iken, 21. ginde negatif (-) (Resim 4.17E) oldugu
goOzlendi. Hiicre ve steroid+hticre grubunda 10. ginde IL-1B dagdilimi negatif
(-) (Resim 4.17B ve D) iken, 21. glinde hucre grubunda orta siddette (++)
(Resim 4.17F) ve arttigi, steroid+hucre grubunda ise negatif (-) (Resim
4.17H) oldugu goruldi. Steroid grubunda ise hem 10. hem 21. ginde benzer
Ozellikte ve orta siddette (++) (Resim 4.17C ve G) idi (Tablo 4.1).
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IL-18 10. Gin 21. Gun
Grup 1
(yara grubu)

Grup 2
(hticre grubu)

Grup 3
(steroid grubu)

Grup 4
(steroid+hiicre

grubu)

Resim 4.14. Grup 1(A,E), Grup 2(B,F), Grup 3(C,G), Grup 4(D,H) sirasiyla
10. (A-D) ve 21. giin (E-H) IL-1B dagiimlari. Olgek: 100um
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4.3.2.4. TNF-a Dagihmi

TNF-a immunoreaktivitesi tum gruplarda ve gunlerde benzer ve
siddetli (+++) oldugu gézlendi (Resim 4.15) (Tablo 4.1).

TNF-a 10. Giin 21. Gln
Grup 1 T FS e | |

(yara grubu)

Grup 2

(hticre grubu)

Grup 3
(steroid grubu)

Grup 4
(steroid+hiicre

grubu)

Resim 4.15. Grup 1(A,E), Grup 2(B,F) , Grup 3(C,G), Grup 4(D,H) sirasiyla
10. (A-D) ve 21. giin (E-H) TNF-a dagihmlari. Olgek: 100um
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4.3.2.5. VEGF Dagilimi

VEGF immunoreaktivitesi steroid grubunda 10. ve 21. gunlerde siddetli
(+++) (Resim 4.16C ve G), hucre grubunda 10. glinde orta siddette (++)
(Resim 4.16B) ve steroid+hUlcre grubunda zayif siddette (+) (Resim 4.16D)
iken 21. glnde iki grupta da benzer miktarda artarak sirasiyla siddetli (+++)
(Resim 4.16F) ve orta siddette (++) (Resim 4.16H) oldugu gozlendi. Yara
grubunda ise 10. glinde siddetli (+++) (Resim 4.16A) izlenen VEGF, 21.
glnde orta siddette (++) (Resim 4.16E) goOstererek azalmigti (Tablo 4.1).
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VEGF 10. Gin 21. Gin
Grup 1
(yara grubu)

Grup 2
(hticre grubu)

Grup 3
(steroid grubu)

Grup 4
(steroid+hiicre

grubu)

Resim 4.16. Grup 1(A,E), Grup 2(B,F) , Grup 3(C,G), Grup 4(D,H) sirasiyla
10. (A-D) ve 21. giin (E-H) VEGF dagilimlari. Olgek: 100um
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4.3.2.6. MCP-1 Dagilim

MCP-1 immunoreaktivitesi hiicre grubunda 10. ve 21. giinde benzer
ve zayif siddette (+) (Resim 4.14B ve F) izlendi. Yara grubunda 10. ginde
orta siddette (++) (Resim 4.14A) iken 21. ginde azalarak zayif siddetteydi (+)
(Resim 4.14E). Hem steroid hem de steroid+hiicre grubunda 10. giinde
negatif (-) (Resim 4.14C ve D) olan MCP-1 dagilimi 21. gunde artarak orta
siddette (++) (Resim 4.14G ve H) gozlendi (Tablo 4.1).
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MCP-1
Grup 1
(yara grubu)

Grup 2
(hticre grubu)

Grup 3
(steroid grubu)

Grup 4
(steroid+hiicre

grubu)

Resim 4.17. Grup 1(A,E), Grup 2(B,F), Grup 3(C,G), Grup 4(D,H) sirasiyla
10. (A-D) ve 21. giin (E-H) MCP-1 dagihmlari. Olgek: 100um
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4.3.2.7. COL1A1 Dagilimi

COL1A1 immunoreaktivitesi yara grubunda 10. ginde siddetli (+++)
(Resim 4.18A) iken 21. gunde azalarak orta siddette (++) gézlendi (Resim
4.18E). Steroid grubunda hem 10. (Resim 4.18C) hem de 21. giinde (Resim
4.18G) benzer ve orta siddette (++) izlenen COL1A1, 10. ginde hucre
(Resim 4.18B) ve hlcre+steroid grubunda (Resim 4.18D) zayif siddette (+)

gbzenirken 21. gunde artarak benzer sekilde siddetli (+++) izlendi.
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COL1A1 10. Gin 21. Gin
Grup 1
(yara grubu)

Grup 2
(hticre grubu)

Grup 3
(steroid grubu)

Grup 4
(steroid+hiicre

grubu)

Resim 4.18. Grup 1(A,E), Grup 2(B,F), Grup 3(C,G), Grup 4(D,H) sirasiyla
10. (A-D) ve 21. giin (E-H) COL1A1 dagihmlari. Olgek: 100um
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V. TARTISMA

Derinin temel iglevi, cevreye kargi koruyucu bir bariyer gorevi
gormektir. Yaralanma veya hastalik sonucu derinin buyik bélimlerinin
batlinltgunan kaybi, blytk sakatliklara ve hatta 6lime neden olabilir. Deri-
yara iyilesmesi yaralanmadan hemen sonra baslar (66). Yara iyilesmesinin
fizyolojik streci dort adimdan olusur: hemostaz, inflamasyon, proliferasyon
ve olgunlagsma (2,67). Buyume faktorleri, sitokinler ve kemokinler, iyilesme
surecinde ¢oklu hicre tiplerini koordine etmek icin cok dnemlidir ve kutantz
yara iyilesmesini mimkun kilar. Akut yarada iyilesme sureci, bu biylime
faktorlerinin, sitokinlerin ve kemokinlerin mekansal-zamansal etkisiyle kontrol
edilir ve iyilesmenin ilerlemesine yol agar ve derinin bariyer fonksiyonunun
yeniden kurulmasina neden olur (68). Deri yaralarinin diinya ¢apinda saglik
sistemleri ve ekonomi Uzerinde muazzam bir olumsuz etkisi vardir. Son
zamanlarda dinya ¢apinda yaklasik bir milyar insanin akut ve kronik

yaralardan muzdarip oldugu bildirilmistir (67).

Glukokortikoidler (GC), ana stres sinyalleri olmanin yani sira, hem
lokal hem de sistemik inflamatuar bozukluklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan terapétik ajanlardir. GC'lerin uzun sureli terapétik kullanimi, yara
iyilesmesinin guclu inhibisyonu dahil olmak Uzere ¢ok sayida yan etkiye
sahiptir (46). GC'ler, insanlarda ve farelerde Nr3c1 adi verilen tek bir gen
tarafindan kodlanan, her yerde eksprese edilen hicre igi GC reseptdri (GR)
araciligiyla hareket eder. GC'leri bagladiktan sonra, GR sitoplazmik
komplekslerden ayrisir, dimerize olur ve gen transkripsiyonunu modiule ettigi
cekirdege yer degistirir (69). Jozic ve ark. (2017) tarafindan yapilan bir in
vitro galigmada membrana bagli glukokortikoid reseptorunun bir Wnt-benzeri
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fosfolipaz (PLC)/protein kinaz C (PKC) sinyal kaskadini aktive ederek

keratinosit gocini ve yara kapanmasini engelledigi bulundu (46).

GR fonksiyonu, klasik olarak transaktivasyon (TA) ve transrepresyon
(TR) olarak adlandirilan DNA baglanma bagimh ve bagimsiz mekanizmalar
yoluyla uygulanir. Ginumuzde hem TA hem de TR'nin GR'nin aracilik ettigi
terapotik etkilere katkida bulundugu diastnutlmektedir. Sanchis ve ark. (2012),
transgenik farelerde deri yara iyilesmesini, vahsi tip GR'nin keratinosit kisitli
ekspresyonu veya TR'de TA-defektif ancak etkili olan mutant bir GR
(sirasiyla K5-GR ve K5-GR-TR fareler) ile degerlendirdi. GR ve GR-TR'nin
keratinosit hedefli asiri ekspresyonunun erken reepitelizasyonu bastirmak

icin yeterli oldugunu gosterdiler (69).

Calismalar, GC'lerin glukokortikoid reseptorunun asagi regulasyonu ile
anjiyogenez surecini inhibe ettigini ve VEGF'nin inhibisyonuna neden
oldugunu goéstermektedir. Langendorf ve ark. (2021), primer insan gobek
damari hicreleri (HUVEC) ile yaptigi galismada 10 yM deksametazonun
hicre proliferasyonunu 6nemli dl¢ude artirdigi, 100 pM'nin ise ters etkiye
neden oldugu bulunmustur. Sonuc olarak, yuksek deksametazon
konsantrasyonlarinin endotel hicre canhligini ve proliferasyonunu

baskiladigi ve anti-anjiyojenik etkisini dogruladigi ortaya koyulmustur (70).

Calismamizda ise diger ¢calismalara benzer sekilde hematoksilen
eozin boyamasi yapilarak bakilan drneklerde uzun dénem deksametazon
uygulamasi yapilan steroid ve steroid+hucre grubunda yara iyilesmesinin
yara ve hiicre grubuna gére hem 10. hem de 21. giinde daha geg¢ oldugu

sonucuna varildi.

ESCl'ler ilk olarak 1981 yilinda fare blastosistlerinin i¢ hiicre
kitlesinden (ICM) elde edilmis ve "embriyonik kok (ES) hicre" terimi
litaratre dahil olmugtur. Preimplantasyon blastosistinin (35 ginltik embriyo)
i¢ huicre kitlesinden turetilen ES hicreleri, farelerden, insanlardan ve insan
olmayan primatlardan elde edilen pluripotent kok hiicrelerdir. ES hicreleri,
sinir hicreleri, kan hicreleri, adipositler, kondrositler, kas hicreleri ve deri

hiicreleri dahil olmak tizere hicre tiplerini ayirt etme yetenegine sahiptir (71).
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Guenou ve ark. (2009), ESC'lerin olaganustu rejeneratif potansiyelini kutanoz
onarim igin kullanma girisiminde, BMP-4 (kemik morfogenetik protein-4) ve
askorbik asit iceren induksiyon ortaminda buyuyen insan embriyonik kdk
hdcrelerinin, daha sonra farklilagsmis hicrelerin goklu katmanlarindan olugsan
epidermisi yeniden olusturmak i¢in kullanilan bazal keratinositler arasinda
ayrim yapabilecegini gostermistir. Bu dokular ayrica yara iyilesmesini

kolaylastirmak i¢in nude (immun yetersiz) farelere basariyla nakledildi (72).

Kok hticrelerin keratinosit soyuna in vitro olarak yonlendirilmesi
muhtemelen Ug farkli adimi gerektirir. Birinci adim ES hiicrelerinin ve yetigkin
kok hicrelerinin (epidermal kokenli olmayan) keratinosit progenitorlerine
baglanmasini induklemektir. ES hicrelerini ve yetigkin kdk hucrelerini
(epidermal kdkenli olmayan) in vitro keratinosit soyuna dahil etmek igin bir
yaklasim, hicreleri bir stire boyunca eksojen sitokinler, blylime faktorleri,
kimyasallar ve hicre digi matris (ECM) alt katmanlarindan olusan bir kokteyle
maruz birakmak olacaktir (73). Boyle bir yaklagsimi kullanan Coraux ve ark.
(2003), insan normal fibroblastlarindan turetilen kemik morfogenetik protein-4
(BMP-4), askorbat ve mezenkimal kdkenli insan normal fibroblastlarindan
(HNF) ve NIH-3T3 hcrelerinden tiretilen ECM'nin bir kokteyl
kombinasyonunun varliginda, murin ES hucrelerinin keratinosit soyuna

baghligini ve ardindan farklilagmasini saglamayi basardi (74).

Keratinosit soyuna ES hucresi ve epidermal olmayan yetigkin kok
hidcre baglihgini indukledikten sonraki adim, diger soylarin karigimindan
kararli keratinosit progenitorlerini secmek ve saflastirmak olacaktir. Uglincii
adim ise keratinosit progenitdrlerinin in vitro proliferasyonunu ve terminal
farkhlasmasidir. Bunu tegvik etmek igin ideal kultur ortami kimyasal olarak
tanimlanmali veya serumsuz olmali ya da gerekirse spesifik rekombinant
sitokinlerin ve blyume faktorlerinin olasi takviyesi ile sentetik
serum replasmanlari kullaniimalidir. TGF super ailesinin Gyeleri olan yapisal
olarak iligkili BMP'lerin de in vitro keratinosit farklilagsmasini destekledigi
gosterilmigtir (73). Epidermal doku, yapisal butunluguni korumaya hizmet
eden hucresiz bir ECM igine gomulu hicre tiplerinin (yani keratinositler,

melanositler ve Langerhans hicreleri) heterojen bir karisimindan olusur. Bu
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nedenle, in vitro kaltlr icine uygun ECM alt tabakasinin eklenmesi,
keratinosit soyuna bagl kdk hicrelerin terminal farklilasmasini kesinlikle
arttiracaktir (73).

Epidermal ve noronal éncullerin ortak bir noroektodermal dncilden
turedigi varsayilmaktadir. Erken gastrilasyon agamasinda, ventral
ektodermal alan epidermise farklilasirken, dorsal bélge sonunda nérallesir.
Bu ayrilma, hem ventral morfojen BMP-4'iin (TGF-f3 super ailesi) hem de
dorsallastirici antagonist faktorlerinin (yani Noggin, Chordin, Follistatin) bir
gradyanindan kaynaklanmaktadir. Xenopus embriyolarinda, embriyonik
epidermal baglilik, oositin ventral kisminda BMP-4 tarafindan indtklenirken,
dorsal kisimdaki yoklugu 'varsayilan néral' bir farklilagsma sirecine yol acar.
Memelilerde, BMP-4 epidermal baglilikta benzer bir kritik rol oynar ve noral
induksiyon tzerinde inhibitdr bir etki gosterir (75,76). Aberdam ve ark. (2007)
yaptidi bir caismada ES hiicre kiltiriine BMP-4 3. giinden 5. giine kadar
ortama eklendiginde, noral bagliigin tamamen 6nlendigi, ektodermal hicreler
(K8 / K18) cok sayida uretilirken, bazilarinin serum ilavesinden sonra

keratinositler (K5 / K14) haline geldigi gosterilmistir (75).

Calismamizda embriyonik kdk hiicrelerden damla yontemi kullanilarak
embriyoblastlar elde edildi. Daha 6nce bildirilen hlicre bazli ¢galismalarin ¢ogu
2 boyutlu (2D) kosullar altinda gergeklestirilmistir. Bununla birlikte, bir
organizmadaki hiucrelerin gogu u¢ boyutlu (3D) bir mikro ortamda bulunur. 2D
kaltar yontemi, dokularin gergek fizyolojisini tam olarak yansitmazken, 3D
kaltdr, hicre baylimesi sirasinda mikrogevrenin 6zgulliguna taklit eder (77).
Calismamizda embriyoblastlar 10 gun boyunca BMP-4 ilavesiyle matrijel
uzerinde kuilturlendi. Proliferasyon yapan hicrelerin bir kisminin gog ettigi
g6zlendi. Kok hiicrelerin keratinositlere farklilagmasi igin hiicre digi matriks
ortami saglayan Matrigel ve kdk hiicrelerin keratinositlere farklilasmasini
saglayan BMP-4 kullandik; hicreler bu durumda 10 gunlik kultirden sonra
keratinositlere benziyordu. Sonuclar, Matrigel ve BMP-4'U kullanarak, diger
calismalarla karsilastirildiginda ESC'yi kisa slrede farklilastirabilecegimizi
destekledi.
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Bircok calisma da sitokeratin-8 erken epidermal belirte¢ olarak,
sitokeratin-14 ise olgun epidermal belirteg¢ olarak kullanilmistir (74, 75, 76).
Bu ¢alismada da kultirun 10. gintinde embriyonik kok hicrelerden
keratinosite farklilastirilan hlcrelerin sitokeratin-8 ve 14 immunoreaktiviteleri
pozitifti. Embriyonik kok hiicrelerden keratinosit benzeri hiicrelerin
farkhlastirilmasinin degerlendiriimesi icin in vitro galismalarda sitokeratin-8 ve
14'Un ekspresyonlari 6nemli belirtegler olarak kullaniimaktadir (78, 79, 80).
Calismamizin hicre karakterizasyonu asamasinda yapilan imminositokimya
sonuglari, sitokeratin-8 ve 14'in ekspresyonunun pozitif olmasi nedeniyle
farkhlasan hicrelerin keratinosit benzeri hicreler oldugunu desteklemistir.
Ayrica erken epidermal belirteci olarak caligilan sitokeratin-8

immunoreaktivitesi sitokeratin-14’e gore daha fazla gozlenmigtir.

Sitokeratin, genellikle dokuya 6zgu ve farklilagsmaya 6zgu paternlerde
spesifik ciftler olarak birlikte eksprese edilen tip | (sitokeratin 9-23) ve tip I
(sitokeratin 1-8) proteinlerinin heterodimerlerinden olusur. Bir tip | keratin olan
sitokeratin-14, epidermisin bazal keratinositlerinde ve tabakalasmis
epitellerde ve kil folikllinin dis kék kilifinda yapisal olarak bulunur. Normal
fare derisinde, sitokeratin-14, tek ektodermal asamanin erken evresinde
ortaya cikar ve tabakalasmadan sonra bazal tabakada kalir. Sitokeratin-8 ve
18 tipik olarak birlikte eksprese edilir ve ¢esitli parankimatoz epiteller de dabhil
olmak Uzere basit epitel hucrelerinin birincil keratin ¢iftini olusturur.
implantasyon éncesi embriyolarda oldugu gibi embriyogenezde ortaya cikan
ilk keratinlerdir (81). Laukka ve ark. (2020) farelerde preperitonel yag
greflemenin karin i¢i adezyonlara etkisini inceledikleri calismada 7. ve 30.
gunde sitokeratin-8’i pozitif gdzlemlemiglerdir (82). Bunun diginda epitelyal-
mezenkimal gegiste dnemli rolleri bilinen transkripsiyonel regulatér Snai2
bulunmayan farelerde 6., 24., 48. ve 72. saatte yara reepitelizasyonu
incelenmisg, sadece yara olusturulan kontrol grubunda hem sitokeratin-8 hem
de sitokeratin-14 ekpresyonu gozlenmistir (83). Benzer olarak galismamizda
sitokeratin-8 ekspresyonunun steroid ve hlicre grubunda negatif diger
glnlerde ve gruplarda pozitif gézlenmistir. Vatansever ve ark. (2013) fare

embriyonik kok hlcrelerinden farklilastirdiklari keratinosit benzeri hticrelerin
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yara iyilesmesine etkilerine baktiklari calismada 3., 5., ve 7. giinde hem
sitokeratin-8 hemde 14 in vitro olarak eksprese edildigini rapor etmiglerdir
(81). Bulgularimiz yara yerine transfer edilen keratinosit benzeri hiicrelerin
yara yerinde in vivo olarak sitokeratinleri eksprese ettigini desteklemis, hucre
gruplarinin hem tek basina hem de steroid varliginda uzun dénemde

sitokeratin ekspresyonunu arttirdigini géstermistir.

Derinin yaralanmasi Uzerine, epidermal bariyer bozulur ve
keratinositler dnceden depolanmis IL-1’i serbest birakir. IL-1 ve TNF-a
cevredeki hucreleri bariyer hasarina karsi uyaran ilk sinyaldir (1, 3). IL-1
ailesi, hepsi insan epidermisinde eksprese edilen ve deri
immunopatolojisinde iyi kurulmus rollere sahip olan buyuk bir sitokin
grubudur. IL-1, vUcutta daha 6zel bir ifade profiline sahiptir, ancak deride
bulunan ¢ogu hucre tipi bu sitokini eksprese edebilir: 6zellikle keratinositler,
fibroblastlar ve miyeloid hticreler (84). IL-1a ve IL-1B dlzeyleri doku
hasarindan hemen sonra artar, ilk 12-24 saatte zirveye ulagir, alarmin
fonksiyonlarini vurgular ve yara iyilesmesinin proliferasyon agsamasi
tamamlandiktan sonra normale doner. TNF-a'ya benzer sekilde, hem IL-1a
hem de IL-1, fibroblast ve keratinosit proliferasyonunu indikleyerek, hicre
dis1 matriks (ECM) proteinlerinin (kollajenler, elastinler, fibronektinler ve
lamininler), fibroblast kemotaksisin Uretimini ve bozulmasini ve immun
modulator fonksiyonlari uygulayarak yara iyilesmesini kolaylastirir (84).
Proinflamatuar sitokinler, 6zellikle IL-1 ve IL-6 ve TNF-a, yara iyilesmesinin
enflamatuar fazi sirasinda yukari regiile edilir (3). inflamatuar sitokinler igin
RT-PCR ve in-situ hibridizasyon teknikleri ile mRNA ekspresyonlari
gosterilebilmektedir. Bu yontem ile IL-6’nin 6 saat, IL-1a ve IL-13 ile TNF-
a’nin 48-72 saat arasinda artmig ekspresyonu gosterilmigtir. TUm sitokin
ekspresyonlarinda 240 saat sonra normale donus gozlendigi belirtilmigtir
(85). Hubner ve ark. (1996) disi balb-c tipi fareler ile yaptidi bir calismada,
yiksek IL-18 mRNA seviyeleri yaralanmadan 7 saat sonra tespit edildi ve
maksimum seviyeler yaralanmadan 15-24 saat sonra bulundu. IL-1B'ye
benzer sekilde, yara iyilesmesinin erken fazinda (yaralanmadan 15-72 saat

sonra) en yuksek TNF-a ve IL-1a mRNA seviyeleri goruldu. Yaralanmadan
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sonraki 5. guinde tim proinflamatuar sitokinlerin ekspresyon seviyeleri azaldi.
Yara iyilesmesinin proliferatif fazinin tamamlanmasindan sonra
(yaralanmadan 13 giin sonra), ekspresyon seviyeleri bazal seviyeye
donmustar (86).

Calismamizda yara iyilesme sureciyle benzer olarak sadece yara
olusturulan grupta 10. gunde IL-1B dlzeyi hafif siddette iken 21. glinde
g6zlenmemigtir. Al-Otaibi ve ark (2022) yara modeli olusturduklari siganlara
21 gunluk melatonin uygulanmis kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hicre
tedavisi sonunda IL-1[ seviyesinin kontrole gére azaldigini rapor etmislerdir
(87). Ancak galismamizda literatirden bagimsiz olarak sadece hiicre
uygulanan grupta 10. giinde IL-13 immunoreaktivitesi gbzlenmezken hiicre
uygulamasinin 21. ginde orta siddette gézlenmesi keratinosit benzeri

hicrelerin keratinositlere benzer sekilde IL-1f salgiladigini disundirmustir.

Hubner ve ark. (1996) ayni ¢calismada farelere 1 hafta deksametazon
enjeksiyonu yapildiginda 3. gunde bakilan érneklerde IL-18, IL-1a ve TNF-a

seviyelerinin dnemli 6lcide dustugu gozlenmistir (86).

Calismamizda sadece steroid uygulanan grupta hem 10. giinde hem
de 21. guinde IL-1B varligi steroidin yara iyilesmesini geciktirdigini ve yaranin
proliferasyon fazinda oldugunu gdstermistir. Bununla birlikte hem steroid hem
hdcre uygulandiginda IL-1 seviyesinin negatif olmasi keratinosit benzeri
hdcrelerin steroid varliginda yara iyilesmesini destekledigini

dusundurmektedir.

Normal yara iyilesmesinde TNF-a en yuksek dizeyleri yaralanmadan
12 ila 24 saat sonra gorulur. Yara iyilesmesinin proliferatif fazinin
tamamlanmasindan sonra, TNF-a bazal seviyelere geri déner. Yara
onariminin erken evresinde, agirlikh olarak polimorfonikleer I6kositlerde ve
daha sonra makrofajlar tarafindan ifade edilir. Ayrica yara kenarindaki
hiperproliferatif epitelde de eksprese edilir. TNF-q, fibroblastlarin ve
keratinositlerin uyarilmasina katkida bulunur, biytme faktorlerinin
ekspresyonuna ve antimikrobiyal savunmalarin yukari regulasyonuna katkida
bulunur (88).
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Grover ve ark. (2021) sigcanlarla yaptidi bir calismada yara iyilesmesini
hizlandirdi§i dastntlen STS jelinin TNF-a ekspresyonunun asagi
regulasyonuna yol ac¢tigi gézlenmistir (89). Ma ve ark. (2021) mezenkimal
kok hucrelerin (MSC) yara iyilesmesine etkisini gostermek amaciyla
sicanlarla yaptigi ¢galismada tedaviden sonraki 5. gun ve 14. ginde pro-

inflamatuar sitokinlerin (IL-6 ve TNF-a) seviyesini azaltmistir (90).

Galismamizda tum gruplarda benzer seviyelerde TNF-a izlenmesi
yara iyilesmesinin erken doneminde artarak sonrasinda bazal seviyede
seyrettigini, ayni zamanda yara yerine transfer edilen keratinositlerin TNF-a
salinimini destekleyerek yara iyilesmesini olumlu yonde etkiledigini

dusundurmasgtar.

Yara iyilesmesinde proliferatif ddonemde yeni grantlasyon dokusu
olusur. Burada angiogenez temel olaydir. VEGF ve bFGF gucli angiogenetik
faktorlerdir. Takayami ve ark. (2003) fare derisinde VEGF ve bFGF’Un
zamanla iligkili ekspresyonunu gostererek yara yasi degerlendirmesinde bu
belirteclerin yararl oldugunu vurgulamislardir (85, 91). Hayashi ve ark.
(2004) VEGF’Un makrofaj ve fibroblastlardan eksprese edildigini gostermistir.
Bu ¢alismada morfometrik analizle VEGF’nin %50 Uzerinde gdsterilmesinin

yara iyilesme surecinde 7-21 glne karsilik geldigini saptamislardir (85, 92).

VEGF-C yara iyilesmesi sirasinda yukari regtle edilir. Bu bluylime
faktor dncelikle makrofajlar tarafindan salinir ve yara iyilesmesinin
enflamatuar agsamasinda énemlidir. in vitro ¢alismalar, bu biyiime
faktoranan, vaskuler gecirgenligi artiran VEGFR-2'ye baglanarak hem
dogrudan hem de dolayli olarak yara boélgesine hematopoetik ve inflamatuar

hidcre alimini kolaylastirmada rol oynadigini gostermektedir (3).

Mansoub ve ark. (2018) diyabetik siganlar Uzerinde yaptiklari
calismada, mezenkimal kok hicrelerden keratinosit benzeri hticreler (KLC)
elde ederek yara yerine transfer etmislerdir. Farkli zaman noktalarinda (3., 7.,
10. ve 14. gunler) elde edilen érneklerde VEGF-a ekspresyonunun tedavi
almayan gruba gore daha fazla oldugunu, 3., 7. ve 10. gunlerde giderek
arttigini, 14. gunde azalmaya basladigini gostermiglerdir (93). Sun ve ark.
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(2017) farelerde yaptig1 baska bir calismada yara bolgesine yag dokusu

turevli, enjekte edilebilir ekstraseltiler matriks / stromal vaskuler fraksiyon jeli
(ECM / SVF-jel) uygulanmistir. 2., 4., ve 7. gunlerde deri 6rneklerinde VEGF
ekspresyonun giderek arttigini, 10. ve 14. glinerde giderek azaldigini ve tim

zamanlarda tedavi almayan gruba gore fazla oldugunu gostermiglerdir (94).

Calismamizda sadece yara modeli olusturulan grupta VEGF'’in 10.
gunde siddetli iken 21. gunde azalmis olmasi ve uzun donem steroid
uygulanan grupta steroidin yara iyilesmesini geciktirici etkisine bagl olarak
siddetli izlenmesi klinik vakalarla benzerlik géstermistir. Bunun yaninda hicre
uygulamasinin hem yalniz bagina hem steroid grubunda uygulanmasinda 10.
gline gore 21. giinde VEGF’te g6zlenen artigin hicre uygulamasinin uzun
dénemde yara iyilesmesini destekledigi, ayni zamanda steroidin negatif

etkisini baskiladigini disundurmastur.

Makrofaj kemoatraktan protein (MCP-1 veya CCL2), CC ailesi bir
kemokindir. MCP-1, yaralanma tizerine keratinositlerde indiklenir.
Monositler/makrofajlar, T hicreleri ve mast hicreleri icin bir kemoatraktantir
(3). CCL2, monositlerin ve makrofajlarin gdécgini ve infiltrasyonunu
diizenleyen anahtar kemokinlerden biridir (95). ilk yaralanma olayindan
sonraki ilk haftada bulunan CC-kemokinler, CCL1, CCL2, CCL3, CCL4,
CCL5 ve CCL7'i icerir, boylece yarada yuksek miktarda makrofaj bulunur.
Proliferasyon fazinin ilk birkag gininde, hiicresel proliferasyon ve yaradaki
migrasyondaki hizli artigi desteklemek icin bircok neodamar mevcuttur.
Kemokinler CCL2 ve CCL3 bu agsamada yaralarda yuksek oranda eksprese
edilir (96).

Kondo ve ark. (2002) yaptidi bir calismada farkli yara yaslarinda IL-8,
MCP-1 ve MIP-1a (Makrofaj inflamasyon Proteini) gibi kemokinler
immunohistokimyasal yontemlerle incelenmistir. Her bir kemokinin 0-12 saat
icindeki pozitif oranlari gok dustk gézlenmis ve 1- 4 gin icindeki pozitif
oranlarinin 6nemli derecede oldugu tespit edilmistir. Bu kemokinlerin
oranlarina gore yara yasinin en az bir gunluk oldugunun soylenebilecegi
ifade edilmigtir (97,98).
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Wetzler ve ark. (2000) diyabetin yara iyilesmesini geciktirdigini
gostermek amacl diyabetik olmayan disi C57BLKS / J-m ve BALB / C fareleri
ve diyabetik olan disi C57BLKS / J-m + / + Leprdb fareleri ile yaptiklari
calismada MCP-1 kontrol ve diyabetik farelerde ilk 24 saatte mRNA ve
protein seviyesinde guglu bir sekilde induklenmigtir. Doku onarimi ilerledikge,
MCP-1 mRNA ve protein, 7. ginden itibaren kontrol farelerinde yaralanma
sonrasi tespit edilememistir. Ancak diyabetik farelerde 13. gtinde bile belirgin
sekilde artmig olarak tespit edilmigtir (99).

Calismamizda MCP-1’in yara grubunda 10. glinde orta siddette
gozlenmesi ile 21. gunde azalmasi yara iyilesme surecinde sirasiyla
proliferasyon evresinin ve matirasyon evresinin yasandigini
desteklemektedir. Sadece hiicre uygulanan grupta yara grubuna gére daha
zay|If siddette gozlenmesi proliferasyon evresinin daha erken tamamladigini,
buna ek olarak steroid gruplarinda 10. ginde MCP-1 immunoreaktivitesi
gozlenmemesi ile birlikte 21. glinde yara grubunun 10. ginine benzer
gbzlenmesi steroid uygulamasinin yara iyilesmesini geciktirdigini

dusundurmasgtar.

Proliferasyondan sonra, keratinositlerin gé¢ginin meydana geldigi
yerde epitelizasyon baslar ve sonugta granulasyon dokusunun olusumu
gerceklesir. Granllasyon asamasinda, yara bdlgesine fibroblast gocu ve
yaraya proliferasyonu meydana gelir. Gocten sonra, hidroksiprolin, COL1A1
ve COL4A1 (kollajen tip 4 alfa 1 zinciri) gibi kollajenlerin ve fibronektin
sentezi gerceklesir. Doku granulositler, makrofajlar, kan kilcal damarlari,
kollajen ve fibroblastlar icerir. Yara iyilesmesinin son agsamasi, yeni dokunun
olusumu ve bozulmasi arasinda uygun bir dengenin kuruldugu doku yeniden
sekillenmesidir. Bu asamada, granulasyon iglemi durur ve yaranin
olgunlagsmasi baslar. Kollajen proteinlerinin sentezi bu asamada COL1A1 ve
COL4A1 etkisi altinda devam eder ve TGF-B1 etkisi altinda hidroksiprolin ve
yara kasilmasi baslar (100).

Betz ve ark. (1993) yaptigi ¢calismalarda, kollajen 3’Un yaralanmadan

sonra iki-u¢ gunde, kollajen 5 ve 6'nin lezyonlarda u¢ ginden daha sonra ve
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kollajen 1’in bes glinden sonra ortaya ¢iktigi tespit edilmistir (97, 101).
Mansub ve ark. (2018) diyabetik sicanlarda yaptigi ¢calismada keratinosit
benzeri hiicreler ile tedavi edilen grupta Colla2 ekspresyonunun 3. ve 7.
gunlerde kademeli olarak arttig1 10. ve 14. ginde bakilan 6rneklerde ise
giderek azaldigi gozlenmis olup 3. gun hari¢ diger gunlerde tedavi almayan
gruba gore miktarinin daha fazla oldugu gértlmustur. Tedavi almayan grupta

ise Col1a2 seviyelerinde degisiklik gdzlenmemigtir (93).

Meephansan ve ark. (2017) disi balb-c tipi farelerle yaptigi ¢alismada,
en guclu antioksidanlardan biri olarak kabul edilen astaksantin ile tedavi
edilen farelerde ve kontrol grubunda dinamik gen ekspresyon profilleri 1-15.
gunlerde karsilastirilildiginda astaksantin ile tedavi edilen grupta COL1A1
ekspresyonunun, iyilesme suresi boyunca kontrol grubundakinden daha
yuksek oldugu, her iki grupta da kollajen 1 mRNA ekspresyonu belirgin
sekilde artmig ve yaralanma sonrasi 6. ginde maksimuma ulastigi

sonrasinda kademeli olarak azaldigi tespit edilmistir (102).

Calismamizda sadece yara olusturulan grupta yara iyilesmesinin
evrelerine uygun olarak 21. ginde 10. gline gére COL1A1 azalmistir.
Bununla birlikte steroid grubunda her iki ginde de benzer gézlenmesi diger
sonuglarla birlikte steroidin yara iyilesmesinin ileri evresini de baskiladigini
goOstermigstir. Hem hucre uygulanan hem de steroid ile birlite hlicre uygulanan
gruplarda 10. giinde COL1A7T’in zayif gdozlenmesi yara iyilesme surecinin
stabil olarak devam ettigini htucre uygulamasinin ilk 10 gunde kollajen
sentezini negatif yonde etkiledigini sonrasinda destekledigini

dusundurmustdr.

Tam bu bulgular birlikte ele alindiginda steroid varliginda yara yerine
keratinosit transplantasyonunun yara iyilesmesini pozitif ydonde etkileyecegine
dair kanitlar sunmaktadir.
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VI. SONUG VE ONERILER

Calismamizda fare embriyonik kdk hicrelerinden elde edilen
keratinositlerin uzun donemli steroid tedavisindeki yara iyilesmesine etkileri
arastiriilmis, bu siregcte in vitro olarak elde edilen ve karakterizasyonu
tamamlanan keratinositlerin yara bodlgesine transferi sonrasi yara iyilesmesini

pozitif ydonde etkiledikleri sonucuna varilmigtir.

Deney gruplarindan elde edilen biyopsi 6rnekleri ile yara yerine
transfer edilen keratinositlerin sitokeratin-8 ve 14’U eksprese etmeleri ve
Ozellikle uzun sureli steroid uygulanan hiicre grubunda daha yiksek
g6zlenmesi ile keratinositlerin yara iyilesme surecinde keratinizasyonu
desteklediklerini dugindurmustur. Bununla birlikte tim gruplarda TNF-a
seviyelerinin benzer olmasinin yaninda steroid varliginda hticre uygulanan
gruplarda 10. ve 21. gunde bazal seviyelerini korumasi keratinositlerin yara
iyilesmesini pozitif yonde etkiledigini desteklemistir. Benzer sekilde steroid ve
hicre grubunda IL-18 immunoreaktivitesinin gézlenmemesi yara yerine
uygulanan keratinositlerin steroid varliginda yara iyilesmesini olumlu yonde
etkiledigini ve steroid varliginda hticre uygulanan grupta 10. gline gore 21.
gunde VEGEF seviyelerindeki artis ile keratinositlerin uzun dénemde steroidin
negatif etkisini baskilayarak yara iyilesmesini destekledigini gostermistir.
Buna karsin steroid ve hlicre grubunda MCP-1 immunoreaktivitesi erken
asamada yokken 21. gunde g6zlenmesi keratinosit transferinin steroidin
neden oldugu yara iyilesmesi gecikmesine katki saglamadigi ancak COL1Al
seviyelerinin steroid ile tedavi edilen gruba hicre uygulamasinin 10. ginde
zayif olmasi yara iyilesme surecinin stabil olarak devam ettigini, 21. ginde
siddetli olmasi ise kollajen sentezinin uzun donemde yara iyilesmesine katki
sagladigini 6ne gikarmistir.
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Bulgularimiz klinikte uzun donem steroid kullananlar basta olmak
Uzere yara iyilesmesi geciken hastalarda in vitro olarak elde edilen ve
karakterizasyonu tamamlanan keratinositlerin yara yerine transplantasyonu
ile yara iyilesme surecini destekleme yonunde kullanilabilecegine dair sinir
kanitlari ile bir 6n ¢alisma sunmaktadir. Calismamizin birgok farkli nedenle
yara iyilesmesi geciken hastalarda uygulanmak Uzere farkl metot ve
kaynaklarla yapilan yeni ¢aligmalarla desteklenerek klinik pratikte kullaniimak

uzere geligtirilebilecegini duginmekteyiz.
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VIl. OZET

Kronik hastaliklara baglh uzun donem steroid kullanimi yara
iyilesmesini geciktirerek kronik yaralara neden olmaktadir. Deksametazon
siklikla kullanilan glukokortikoidlerden biridir. Bu uzmanlik tezinin amaci
farelerde uzun dénem steroid kullaniminda, fare embriyonik kok
hicrelerinden farklilastirilan keratinosit benzeri hlicrelerin yara iyilesmesine

etkilerinin histokimyasal ve immiinohistokimyasal yontemlerle incelenmesidir.

64 adet balb-c tipi erkek fare sadece yara modeli olugturulan (yara
grubu); yara modeli olusturulduktan sonra keratinosit uygulanan (hlcre
grubu); 1 hafta glinde 2 mg/kg deksametazon uygulandiktan sonra yara yeri
olusturulan ve deksametazon uygulamasina devam edilen (steroid grubu) ve
yara modeli olusturulmadan 6nce 1 hafta giinde 2 mg/kg deksametazon
uygulanan, yara modeli olusturulduktan sonra keratinosit uygulanan ve
deksametazon uygulamasina devam edilen (steroid+hulcre grubu) olmak
uzere 4 gruba ayrildi. Yara yerine uygulanacak olan keratinosit benzeri
hicrelerin, fare embriyonik kok hucrelerinin fare fibroblastlari ile kultire
edilmesi ile cogaltildi, BMP-4 uygulamasi ile farklilastirildi, sitokeratin-8 ve
sitokeratin-14 seviyelerinin hem immunositokimyasal hem de akis sitometrisi
ile dogrulanmasiyla karakterizasyonlari tamamlandi. Keratinosit benzeri
hicreler sadece hicre ve hicre+steroid grubuna bir kez uygulandi,
deksametazon uygulamasina steriod ve hlcre+steroid grubunda yara
olusturulduktan sonra 21 gun boyunca devam edildi. Yara olusturulmasi
sonrasi 10. ve 21. gunlerde alinan deri doku kesitleri dncelikle hematoksilen-
eozin boyamasi ile degerlendirildi. Sonrasinda sitokeratin-8, sitokeratin-14,
MCP-1, TNF-a, VEGF, IL-18 ve COL1A1’in dagilimlari immunohistokimyasal
olarak degerlendirilerek yara iyilesme surecleri izlendi ve gruplarin
birbirleriyle karsilastirilmasi yapildi.
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Sonuglar uzun dénem steroid varliginda (21 gun) histokimyasal olarak
yara iyilesmesinin hicre uygulamasi ile pozitif yonde etkilendigini,
immunohistokimyasal olarak keratinosit benzeri hiicrelerin yara yerinde
sitokeratin ekspresyonuna devam ettigini, 21 gun boyunca bazal duzeyde
kalan TNF-a’ya karsin negatif izlenen IL-1B’ya ek olarak MCP-1, VEGF ve
COL1A1 seviyelerindeki artis birlikte yara yerine hicre uygulamasinin
keratinizasyonu destekleyerek yara iyilesmesine katki saglandigini gosterdi.
Bu uzmanlik tezi klinik pratik igin bir 6n bilgi saglamistir, halen farkli gere¢ ve

yontemlerle yapilan ¢alismalara ihtiyag vardir.
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VIIl. SUMMARY

THE EFFECT OF KERATINOCYTES DIFFERENTIATED FROM MOUSE
EMBRYONIC STEM CELLS ON WOUND HEALING IN A WOUND
MODEL CREATED IN MICE UNDER LONG-TERM STEROID PRESSURE

Long-term steroid use due to chronic diseases causes chronic wounds
by delaying wound healing. Dexamethasone is one of the commonly used
glucocorticoids. The aim of this specialization thesis is to examine the effects
of keratinocyte-like cells differentiated from mouse embryonic stem cells on
wound healing by histochemical and immunohistochemical methods in long-

term steroid use in mice.

64 balb-c type male mice were divided into 4 groups: only the wound
model was created (wound group); after the wound model was created,
keratinocyte was applied (cell group); after applying 2 mg/kg dexamethasone
per day for 1 week, the wound model was created and dexamethasone
application was continued (steroid group); 2 mg/kg dexamethasone was
applied daily for 1 week before the wound model was created, keratinocyte
was applied after the wound model was created and dexamethasone
application was continued (steroid group+cell group). Keratinocyte-like cells
to be applied to the wound site were amplified by culturing mouse embryonic
stem cells with mouse fibroblasts, differentiated by BMP-4 application, and
their characterization was completed by confirming cytokeratin-8 and
cytokeratin-14 levels both by immunocytochemical and flow cytometry.
Keratinocyte-like cells were applied only once to the cell and cell+steroid
group, and dexamethasone application was continued for 21 days in the
steroid and cell+steroid group after the wound was created. Skin tissue
sections taken on the 10th and 21st days after wound formation were first

evaluated by hematoxylin-eosin staining. Afterwards, the distributions of
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cytokeratin-8, cytokeratin-14, MCP-1, TNF-a, VEGF, IL-138 and COL1A1
were evaluated immunohistochemically, the wound healing processes were

monitored and the groups were compared with each other.

The results showed that histochemically wound healing was positively
affected by cell application in the presence of long-term steroids (21 days),
immunohistochemically, keratinocyte-like cells continued to express
cytokeratin at the wound site, TNF-a remained at basal level for 21 days, but
negative IL-1B' was observed. In addition, the increase in MCP-1, VEGF and
COL1ALl levels showed that cell application to the wound site contributed to
wound healing by supporting keratinization. This specialization thesis
provided a preliminary information for clinical practice, there is still a need for

studies with different materials and methods.
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