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OZET

CAKIN, M.C.(2018). Deneysel sigan yara modelinde trombositten zengin plazmadan
izole edilen lipid fraksiyonunun skar olusumu iizerine etkisinin arastirilmasi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitlisii, Tibbi Biyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi.
Istanbul.

PRP’nin yara iyilestirici etkisi uzun yillardan beri bilinmekte ve klinik olarak
uygulanmaktadir. Son yillardaki sinirlt in vitro galismalardan elde edilen bulgulardan
yola ¢ikarak PRP’nin esas iyilestirici etkisinin trombositlerden kaynaklanan cok
sayidaki lipid igeriginden olabilecegi ileri stiriilmistiir. Literattirde bu konuyu irdeleyen
in vivo galismaya rastlanilmadigindan, bu calismada PRP’den elde edilen lipid
fraksiyonunun yara iyilestirmesi iizerindeki etkisi deneysel sican yara modelinde
degerlendirildi. Caligmamizin hayvan deneyleri, 20 adet Wistar albino tiirii siganlarin
sirt kisimlarinda 1.2 cm capinda eksizyon yontemiyle dairesel yaralar olusturularak 4
farkli grup tizerinden gergeklestirildi. PRP, lipid fraksiyonu, DMSO ve SHAM
gruplarina ait yaralardan 3, 7, ve 14. giinlerde biyopsi alindi. Histolojik degerlendirme
amaciyla, yara iyilesmesinde etkin rol oynayan TGF-B, Kollajen 1 ve Kollajen 3
proteinlerinin, slrecteki evrelere gore ekspresyon seviyeleri, bu 3 proteinin
Immiinohistokimya boyama yontemi ile biyopsilere uygulanarak Immiinpozitiflik
skorlamalar1 yapildi. Ayrica yara iyilesmesinin proliferasyon evresini degerlendirilmesi
amaciyla Masson Trikrom ve Sirius Red boyalari uygulanarak skorlamalari yapildi.
Tum bulgular istatiksel olarak One Way Anova ve Bonferroni’s Coklu Karsilastirma
testleri ile analiz edildi. Calismamizin bulgulari, PRP’den elde edilen lipid
fraksiyonunun yara iyilestirici etkisinin oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bununla birlikte
bulgularimiz, lipid fraksiyonunun iyilestirici etkiye sahip olmasimna ragmen PRP’nin
daha etkili oldugu sonucunu verdi. Farkli yara modelleri ve PRP ile lipid fraksiyonunun
farkl1 bekleme siireleri ile yapilacak ileriki ¢aligmalarin konuya daha aydinlatici bilgiler

verecegini diislinmekteyiz.
Anahtar Kelimeler : PRP, yara iyilesmesi, lipid fraksiyonu, deri, imminohistokimya

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: TYL-2017-25982
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ABSTRACT

CAKIN, M.C. (2018). Investigation of the effect of lipid fraction isolated from platelet
rich plasma on scar formation in an experimental rat wound model. istanbul University,

Institute of Health Science, Medical Biology Department. Master Tesis. Istanbul.

The wound healing effect of PRP has been known and clinically applied for many years.
From the findings of limited in vitro studies in recent years, it has been suggested that
the main therapeutic effect of PRP may be from a numerous of lipid contents
originating from platelets. Since no in vivo studies have been found in the literature, the
effect of the lipid fraction obtained from PRP on wound healing in this study was
evaluated in the experimental rat wound model. In our study, animal experiments were
carried out in 4 different groups by circular excision with 1.2 cm diameter excision in
the back of 20 Wistar albino rats. Biopsies were taken at 3, 7, and 14.days from the
injuries of PRP, lipid fraction, DMSO and SHAM groups. For histological evaluation,
immunopositivity scoring was performed by biopsy of TGF-$, Collagen 1 and Collagen
3 proteins which play an active role in wound healing, expression levels of these 3
proteins by immunohistochemical staining method. In addition, Masson Trichrome and
Sirius Red stains were applied to evaluate the proliferation stage of wound healing. All
findings were statistically analyzed with One Way Anova and Bonferroni's Multiple
Comparison tests. Analyzes made in histological terms gave the result that lipid fraction
treatment group had less closure rate than PRP and lipid fraction was more effective
than PRP despite having content and curative effect. We think that different wound
models and further studies with different waiting times of PRP and lipid fraction will

give more illuminating information on the subject.

Key Words: PRP, Wound healing, Lipid fraction, Skin, Imm{inohistochemistry

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. TYL-2017-25982



1. GIRIS VE AMAC

Deri, vicudu dis etkenlerden koruyan en biiylk organdir. Vicudu gepegevre
sararak viicut i¢ organlarimin bir diizen igerisinde sabit kalmasini saglar. Deri
yaralanmasinin sonrasinda gergeklesen yara iyilesmesi siireci, son derece karmasik
ancak bir o kadar da koordineli bir diizen igerisinde gerceklesir. Bu diizende birgok
hlcre ve blytme faktoru rol oynar. Bu slrecte rol oynayan en 6nemli blyime faktorleri
peptid buylme faktorleridir (1). Trombositler, icerik olarak peptid blyiime faktorlerince
zengin bir kaynaktir. Bu hiicrelerde transforme edici buyime faktorl beta (TGF-pB) ve
trombosit tlirevli biiylime faktorii (PDGF) gibi ¢ok sayida buyume faktorl
bulunmaktadir. Trombositlerin 6zellikle yara olusumunun hemen ardindan yara
bolgesinde gostermis oldugu aktivite, yara tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde

Ozellikle bu hiicre lizerine arastirmalarin derinlesmesine sebep olmustur.

Trombositten zengin plazma (PRP), kanin plazma kismindan elde edilen ve
yuksek oranda trombosit konsantrasyonuna sahip bir plazma boélumudir. PRP,
giinimiizde birgok cilt ve yumusak doku yaralanmalarinda tedavi amagh
kullanilmaktadir. Ayrica, bircok yayinda PRP’nin ¢esitli cerrahi ve yanik tiirii yaralarin

tyilesmesinde kullanildig1 gosterilmistir.

PRP’nin blyume faktorleri agisindan zengin olmasi yara iyilestirme islemi igin
avantajl oldugu izlenimini vermektedir. Bugiline kadar yapilan c¢alismalarda, PRP'nin
faydali etkileri sadece bu peptid biiylime faktorlerine atfedilmistir (2,3,4). Son yillarda
bu hipotezin bir paradoks olusturdugu goriisii de ortaya ¢ikmistir. Zira yayinlanan
bulgular, kronik yara ortaminin yapisal olarak oldukga proteolitik oldugunu ve peptit
biiyiime faktorlerini hizla pargalayabildigini gostermektedir. Bu nedenle, PRP'nin peptit
bilesenlerinden ziyade daha direngli olan ve trombositlerden salinan lipid bilesenlerinin
iyilesmesi siirecinde 6nemli bir rol oynadigina dair yeni bir goriis ortaya konulmustur.
Bu goriisle ilgili olarak gergeklestirilen bir in vitro ¢alismada bu goriisii destekler
nitelikte bulgular bildirilmistir (5). Ancak literatiir bilgimiz bu goriisii destekler nitelikte

in vivo model galismalar bulunmadigi yoniindedir.



Yapisal oOzellikleri disinda, klasik bilgi olarak lipidlerin biyoaktif araci
molekiillerin 6ncli maddeleri oldugu, sinyal molekiileri olarak davrandiklar1 ve gen
ekspresyonunun diizenleyicileri oldugu iyi bilinmektedir. Son yillardaki caligmalar,
yara iyilesmesi siiresince sitokinlerle beraber biyoaktif lipidlerin, hasarlanan dokunun
rejenerasyonu ve inflamasyonun ¢oziilmesi i¢in Onemli rolleri oldugunu ortaya

cikarmistir (6).

Etkili biyoaktif lipidler olan eikozanoidlerin, endocannabinoidlerin ve
sfingolipidlerin deri inflamasyonu tzerinde etkileri oldugu ve inflamatuvar hicrelerin
yara alanina toplanmasim1  etkilemek suretiyle derinin immiin = cevabim
diizenleyebilecegi gosterilmistir. S6z konusu ti¢ bilesik trombositlerde bulunmaktadir.
Bir 6ncii molekiil olarak PUFA’nin bu lipid aracilarinin olusmasinda ve etkinliginde
onemli rolii vardir (7,8). Baz1i c¢alismalar PUFA’nin sistematik ve/veya topikal
uygulamasinin lipit mediatorlerinin olusumunu ve bunlarin etkinligini yara mikro

cevresinde diizenledigi ileri siirtilmiistiir.

Yara iyilesmesi stiresince iki onemli unsur géze ¢arpmaktadir. Bunlardan biri
yaranin hizli iyilesmesi digeri de iz (skar) birakmadan iyilesmesidir. PRP
uygulamalarinda hizli bir iyilesmeden s6z edilmekle birlikte bazi calismalar skar
olusumu iizerine etkileri olmadig1 ya da negatif etkileri oldugunu ileri stirmiislerdir. Bu
bilgileri gbz oniinde bulundurarak bu arastirmada sican yara modelinde trombositten
zengin plazmadan izole edilecek lipid fraksiyonun skar olusumu Uzerine etkisinin
incelenmesi amaclanmistir. Calismamizdan elde edilecek bulgulardan, tartisilan bu
konuya bazi ip uglar1 verebilecegi gibi bu tedavi prokoliine yeni bir bakis agisi

getirebilecegi beklenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1.DERI

Deri, vicuttaki en buyiik organ olup viicut agirliginin yaklasik olarak %15’ini
olusturur. Kimyasal bilesenleri ag¢isindan derinin yaklasik olarak %70’i su, %25’i

protein, %?2’si lipidden olusur.

Derinin islevleri:

Viicudu fiziksel yaralanmalara kars1 korur.

Vicudu sayisiz patojenik mikrop ve kimyasal ajanlara kars1 korur.

S1v1 ve su kaybini kisitlamaya yardimci olur.

Deriye su gegirmezlik kazandirarak su emilimini 6nlemeye yardimci olur.

Viicut sicakliginin diizenlenmesine katilir.

Viicudun sicaklik, basing, dokunma ve agri i¢in temel duyu organidir.

Ultraviyole 1sinlarina kars1 koruma saglar.

D vitaminin eksikligi yumusak kemikler ve bircok ilgili sorunlara yol agabilir.

Baz1 kimyasallarin D vitamini sentezi ve biyotransformasyonu da dahil olmak {izere

metabolizma konusunda Kilit rol oynar.

Deri, Epidermis, Dermis ve Hipodermis (Subkutan) doku olmak tzere 3 temel

katmana ayrilir.

2.1.1. Epidermis

Derinin en iist tabakasidir. Epidermiste kan damarlar1 yoktur; ancak ihtiyaci olan
bilesenleri dermis tabakasinda bulunan kan damarlarindan saglarlar. Epidermisin
kalinlig1 genellikle 0.5-1 mm olmakla birlikte viicudun farkli bolgelerinde degisim
gosterebilir. Epidermis; Keratinosit, Melanosit ve Langerhans hucreleri olmak tizere 3

tip hiicreden olusur.

Keratinositler, cildin su gecirmez ve dayanikli olmasini saglayan Keratin denilen
proteinini olustururlar. Epidermisin en alt kisminda olgunlasmamis, hizla bolinen
keratinositler bulunur. Olgunlastik¢a keratinositler su kaybeder, diizlesir ve yukari

dogru hareket eder.



Yasam dongulerinin sonunda da Stratum Korneum denilen epidermisin en st
tabakasina ulagirlar. Stratum Korneum tabakasi; 6lii keratinositler, sertlesmis proteinler
(keratinler) ve lipidlerden olusur ve de koruyucu bir kabuk olusturur. Stratum
Korneum’daki 61U hicreleri surekli dokilir ve yerini alttan gelen yeniler alir. Deri, 3-5

haftada bir kendini tamamen yeniler.

Epidermisteki bir diger 6nemli hiicre grubu Melanositlerdir. Melanositler,
Melanin denilen deriye rengini ve renk tonunu saglayan proteinleri olustururlar.
Melanin, proteini cilde koyu bir renk verir ve viicudu zararli giin 1siklarindan korur.
Melanin miktar1 ne kadar fazla ise derinin koyulugu da o derece artar. Langerhans
hicreleri ise epidermiste immiin sistemin ilk bariyer kismidir. Yabanci cisimlerin deriye

nifuz etmesini onler.

2.1.2. Dermis:

Dermis, derinin orta kismini olusturan tabakadir. Derinin en kalin ve en saglam
kismidir. Bunu saglayan 6zelligi Kollajen ve Elastik liflerin siki bir sekilde ag yapisi
olusturmasidir. Kollajen proteini, deriye yapisal destek saglarken; elastin proteini deriye
esneklik saglar. Bu iki 6nemli proteini ve diger yapisal molekiilleri lireten hiicreler ise
Dermis tabakasinda bulunan Fibroblast hiicreleridir. Fibroblastlarin islevini dogru bir
sekilde siirdiirmesi, deri sagligi i¢in son derece 6nemlidir. Ayrica kilcal damarlar ve lenf
nodiilleri gibi metabolik islevleri yerine getiren yapilarda dermiste yer alir. Dermis,
derinin esnekligi ve mekanik direncinden sorumludur ve ayrica viicut sicakliginin
diizenlenmesinde yer alir. Dokunma, basing, agr1 ve sicaklik i¢in duyu organlar igerir.
dermis ayrica yag bezleri, ter bezleri, kil kokleri ve ayn1 zamanda sinir ve kas hiicreleri
icerir. Kil folikiillerinin ¢evresinde bulunan yag bezleri, sebum (yag) tirettigi i¢in deri
saglig1 icin oldukca dnemlidir. Sebum yag igerikli, cildi ve saglar1 yaglayici 6zeligi olan
ve suya dayanikli koruyucu bir maddedir. Sebum maddesi {retiminin az oldugu
durumda deride kuruluk ve kirigikliklarda artig goriiliir. Aksine asir1 liretiminde de
sivilcelere sebep olur. Dermisteki diger onemli bez ise ter bezleridir. Ter bezleri, uzun
ve saritli oyuk seklinde hiicrelerdir. Dermisteki sarilmis kisim terin iretildigi; uzun
kisim ise ter bezini derinin dis ylizeyindeki gozeneklerine baglayan bir kanaldir. Ekrin

ve Apokrin bezleri olmak Uzere iki farkli ter bezi vardir:



Ekrin: Ozellikle alim, el avug i¢i ve ayak tabanlarinda olmak iizere viicudun her
yerinde bulunur. Bezler, fiziksel egzersiz yoluyla veya ¢evre sicakligindaki artigin ve
ayn1 zamanda duygusal stresin direkt bir sonucu olarak viicut sicaklifindaki bir artiga

yanit olarak aktif hale gelir.

Apokrin: Ekrin bezlerinden daha biiyiiktiir ve genelde koltuk alti, kasik ve
meme uclariin etrafinda bulunur. Genellikle kil follikiilleri ile son bulurlar. Kil, deride
foliktl (kok) ve disaridan gordiigiimiiz mil olmak iizere iki yapidan olusur. Mil, keratin
yapisindadir. Sa¢ milinin sekli sacin kivircik, dalgali veya diiz olup olmadigini belirler.
Kil folikiilii (kok) ise deri yiizeyinin altinda bulunur ve kil kabina (bulb) dogru uzanur.
Kil kabinin tabaninda Papilla (kii¢iik doku y1gin1) bulunur ve bu Papilla yapisi, biiyiime
icin gerekli olan oksijen, enerji ve amino asitleri saglayan kilcal kan damar1 agma
sahiptir. Kil, Papilla'daki keratinosit hiicrelerinin hizli boliinmeleri sonucu olusur. Yeni
hiicreler olustugunda, eski hiicreler tabandan yukariya dogru itilir. Hiicreler kendi
beslenme kaynaklarindan uzaklasir ve hiicreler sertlestik¢e keratin haline doniistiirtiliir.
Apokrin bezlerdeki terleme, protein ve yag asitleri igerir; bu da daha kalin, siit veya

sarimsi renkte bir s1vi agiga ¢ikmasina sebep olur.

2.1.3. Hipodermis (Subkutan):

Dermisin altinda, bag dokusu ve yag molekiillerinden olusan derinin en ig
kisimdaki tabakasidir. Subkutan yag, altta yatan dokular1 soguk ve mekanik travmadan
koruyan bir amortisor ve 1s1 yaliticist gibi islev goriir. Deri alti dokusunun kaybi,

cogunlukla yasla birlikte karakterize sekilde yiiz sarkmasi ve kirigikliklara neden olur

D).



Sekil 2-1 Derinin yapisi (1) (Tiirkgelestirilmistir)

2.2. Yara

Yara, deri ya da viicudun diger dokularmin biitinligiiniin ve islevselliginin
bozulmasidir. Yara; kesik, ¢izik veya delinme sonucu olusur. Yaranin biiylikligi ve
derinligi dokunun aldig1 hasara gore degiskenlik gosterebilir. Yaranin tedavisi de ayni
sekilde biiyiikliik ve derinlige gore farklilik gosterebilir. Bu siirecte yara iyilesmesinin
stiresi de degisir. Yaralanmay1 takiben doku biitiinliigii ve fonksiyonel kapasiteyi geri
kazanmaya yonelik hiicresel ve biyokimyasal, ince ve ¢ok siki bir sekilde diizenlenmis
yanitlar zincirine Yara iyilesmesi denir. Yara iyilesmesi, bugiin cerrahi tibbin en 6nemli

hedefi ve temel meselesidir (9).

Yara iyilesmesinin tarihsel ge¢misi, bir bakima insanligin tarihidir. En eski tibbi
el yazmalarindan biri Milattan Once 2200 yilina dayanan bir kil tabletidir. Bu tablet,
yara tedavisi igin yaralari yikamak, pansuman yapmak (yarayr sivamak) ve yarayi
sarmak seklinde belki de ilk protokolii igermektedir. Bu antik dénemlerde yarayi
stvamak terimi glinlimiizdeki pansuman ile esdegerdir ve o donemde pansuman islemi
icin ¢camur, kil veya bitki ve otlardan olusan karisimlar kullanilmistir. Farkli antik

kiiltiirlerde pansuman islemi i¢in farkli maddeler kullanilmistir.



Stimerler, 19 farkli bira ¢esidi; Misirlilar, bal ve yag; Yunanlilar ise kaynatilmig
su, sitke ve sarap ile pansuman islemini ger¢eklestirmistir. 18.Yiizyila kadar yara
tyilesmesinde farkli metodlar uygulansa da; asil olarak 19.Yiizyilda antiseptik
tekniklerin gelistirilmesi ile bu alanda yeni ve daha saglikli yontemler kullanilmaya
basland1. 20. Yiizyilda modern yara iyilesmesinin ortaya ¢ikisi gergeklesti. Giiniimiizde

5000’den fazla yara bakim {iriinii bulunmaktadir (10).

2.2.1. Yara lyilesmesinin Asamalar

Yara iyilesmesi, son derece dinamik bir slrectir ve hiicre dis1 matriks
molekdllerinin, ¢ozlinliir mediator molekiillerin, ¢esitli yerlesik hiicrelerin ve sizan
(infiltrating) 16kosit alt tiplerinin kompleks etkilesimlerini ig¢erir. Onarimin asil amaci,
doku biitiinliigii ve hemostazi saglamaktir. Bu amagcla iyilesme siireci 3 asamada
gerceklesir.

1) inflamasyon (iltihaplanma)
2) Proliferasyon (Doku olusumu)
3) Remodeling (Dokunun yeniden sekillenmesi)

Inflamasyon
=
= Proliferasyon
Remodeling
— 1t T 1 . T I [ I °
0 2 4 ] 8 10 12 14 16 18

Sekil 2-2: Yara iyilesmesinde yer alan asamalarin sirali gosterimi (11) (Tiirkcelestirilmistir)



Derinin yara iyilesmesi siireci, yaralanmadan hemen sonra baslayip yillarca
stirebilen, dinamik ve yiiksek diizeyde dilizenlenmis hiicresel ve molekiiler
mekanizmalardir. Dokunun herhangi bir etki sonucu normal anatomik yapisinin

bozularak normal fonksiyonunu kaybetmesi yara olarak tanimlanabilir (12).

2.2.2. Vaskuler Tepki: Hemostaz and Koagulasyon

Fizyolojik veya akut yara iyilesmesinin ilk asamasi hemostaz ve yaradan
hemen sonra ortaya ¢ikan ve birka¢ saat sonra tamamlanan gegici bir yara matrisi
olusumuna ayrilmistir. Bu faz inflamatuar siireci baslatir ve bazen ge¢ faz olarak da
adlandirilir. Bu fazda, organizmada meydana gelen yaranin iyilesme siireci i¢in bir¢ok
hiicre ve faktorlerin harekete gegirilmesi saglanir (13). Epidermal katmana ulasan bir
deri yaralanmasinda, mikroorganizmalar ve antijenleri uzaklastirmak icin kan ve
lenfatik damarlar travmatize edilir (14). Bu olaym ardindan pihtilagma basamaklari
baglar. Ayni anda yarali damarlarda kan kaybini azaltmak ve olusan doku boslugunu
sitokinler ve biiylime faktorlerinden olusturulmus bir kan pihtisi ile doldurmak igin
trombositlerin tetikledigi 5-10 dakikalik vazokonstriksiyon olayr meydana gelir (15).
Ayrica kan pihtisi; 16kositlerin, keratinositlerin, fibroblastlarin ve endotel hiicrelerinin
migrasyonu i¢in bir iskele yapisi olarak gecici matrisi olusturan ve biiyiime faktorlerinin
bir rezervuar1 olarak fibrin molekiilleri olan fibronektin, vitronektin ve
trombospondinler icerir (16). Vazokonstriksiyonu takiben trombositlerin 6nceden
Olusan gegici matriksi doldurdugu vazodilasyon olayr gergeklesir. Ardindan
trombositler, kemotaktik faktorlerin salinmasi yoluyla l6kositlerin salinimini tetikler.
Hem trombositler hem de l6kositler inflamatuvar stireci aktive etmek icin sitokinler ve
biylime faktorlerini  serbest birakir, Kollajen sentezini uyarir, fibroblastlarin
miyofibroblastlara doniisiimiinii aktive eder, anjiyogenezi baslatir ve reepitelizasyon

stirecine destekte bulunur (17).



2.2.3. Hiicresel Tepki : inflamasyon

Yara iyilesme siirecinin inflamatuar fazi, hemostaz ve pihtilasma fazi sirasinda
harekete gegcirilir. inflamatuar faz, nétrofillerin yara bolgesine hareketi erken faz ve
monositlerin ortaya ¢ikarak makrofaja doniisiimii ile ge¢ faz olmak tizere ikiye ayrilir.
Aktive olmus Inflamatuvar yolagmin, degraniilasyona ugramis trombositler ve
bakteriyel degredasyonun yan f{irlinlerine cevap amaciyla, nétrofiller yarali bolgede

konumlanir ve yaranin enfekte olmamasi durumunda 2-5 gin sireyle burada bulunur.

Notrofiller, fagositoz ve proteaz sekresyonundaki yetenegi ile yerel bakterileri
yok eder ve nekrotik dokunun bozulmasina yardimci oldugu igin yaralanmanin ilk
giinlerinde hayati 6nem tasir. Ayrica inflamatuar fazda gorev alacak diger hiicreler i¢in
kemoatraktan (kimyasal ¢ekici) olarak islev goriirler. Notrofiller; TNF-o, Interlokin-1,
Interlokin-6 gibi inflamatuar yaniti ¢ogaltan mediatorleri serbest birakir ve yeterli bir
onarim yanit1 i¢in gerekli VEGF ve Interlokin-8 mediatorlerini uyarir (18). Ayrica in
vitro calismalarda nétrofillerin, makrofajlarin fenotip ve sitokin profili ekspresyonunu
degistirebildigini ve iyilesme sirasinda dogal bir bagisiklik tepkisine neden oldugu
gosterilmistir (19).

Makrofajlar yaralanmadan yaklasik 3 giin sonra yarali bolgeye girer.
Patojenlerin ve hiicre parcaciklarinin fagositozunu ve buytme faktorleri, kemokinler ve
sitokinlerin salgilanmasin1 saglayarak siireci devam ettirirler (20). Makrofaj ve
Notrofiller iyilesme siirecinin saglikli siirmesi ve yara iyilesme siirecinin sonraki
asamasinin harekete gecirilmesi i¢in son derece Onemlidir. Makrofajlarin konakgi
savunmasi, inflamasyonun ¢oziilmesi, apoptotik hiicrelerin ¢ikarilmasi, hasardan sonra
hiicre ¢ogalmasi ve doku restorasyonunun desteklenmesi gibi bir¢ok fonksiyonu vardir
(21).
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Sekil 2-3 Yara iyilesmesinde Inflamasyon evresi (23) (Tiirkelestirilmistir)

2.2.4. Proliferasyon (Cogalma)

Proliferasyon evresi kendi icinde Reepitelizasyon, Anjiyogenez ve Granilasyon

dokusu olusumu olmak iizere 3 faza ayrilir.

2.2.4.1. Reepitelizasyon (Yeniden Epitelizasyon)

Proliferasyon evresinde, iyilesme siirecinin odak noktasi yara Yyizeyinin

kaplanmasi, graniilasyon dokusunun olusmas1 ve vaskiiler agin eski haline

getirilmesidir. Bu nedenle, fibrin ag1 boyunca lokal fibroblastlarin go¢ etmesinin ve yara
kenarlarinda neovaskiilarizasyon ve

reepitelizasyonun  baglangicinin  yaninda,

anjiyogenez ile kilcal damarlanmanin baslamas: ile aktif hale gelir (13, 14, 22, 24, 25).

IFN-y ve TGF-B gibi diizenleyici sitokinlerin kontrolii altinda, fibroblastlar

tarafindan yara iyilesmesi i¢in gerekli olan kollajen, fibronektin ve diger temel
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maddelerin sentezi; doku bosluklarmin kapatilmasi ve yaranin mekanik giicliniin
restorasyonu i¢in yeni bir bag doku matriksi olusumunun temelini olusturur. Ardindan,
kollajen sentezi yaranin her yerinde artarken, fibroblastlarin sayisi azalir ve

ekstraselller matriksin sentezi ve bozunmas: arasindaki denge ayarlanir (26).

Reepitelizasyon siireci, yara kenarlarindaki lokal keratinositler ve kil follikiilleri
veya ter bezlerinden alinan epitel kok hiicreler tarafindan saglanir (15, 27, 28, 29). Bu
sire¢; EGF, KGF, IGF-1 ve NGF gibi ¢ok sayida farkli sitokinleri ve biyume
faktorlerini serbest birakan yara kenarlarindaki epitel ve epitel olmayan hiicrelerin
sinyal yolaklariyla aktive edilir. Ayrica desmozom ve hemidesmozomlardaki kontakt
inhibisyon ve fiziksel gerilimin ortadan kaldirilmasi, lipid aracilar1 Giretir ve membrana
bagli kinazlar1 aktive ederek membranin kalsiyum ve iyon gibi molekiillere karsi
gecirgenligini artirir. Bdylece hiicrelerarast tonofilamentlerin  go¢ yonunde geri
cekilmesi ve yeniden diizenlenmesi ile yara kenarlarindaki hiicrelere bir baslatici sinyal

gonderilir.

Hiicrelararas1 desmozomlarin kollajenaz ve elastaz vasitasiyla enzimatik olarak
gevsetilmesi ile aktif keratinositler, graniilasyon dokusunun {ist tabakalarinda 6nceden
olusturulmus fibrin kan pihtisi boyunca gé¢ eder. Bu isleme keratinositlerin ‘shuffling’
(karigtiritlma) denir (30). Bu islemde yara merkezinde fibronektince zengin matriks
Uzerinde IL-1 gibi mediatorler araciligi ile bir gé¢ hareketi olusturulur. Bu go¢ hareketi
ekstraselliiler matrikste bulunan integrinler araciligiyla yeni bir fokal adhezyon olusumu
ve sitoiskeletal aktin fibrillerinin polimerizasyonu ile yara bolgesine yonlendirilir (31).
Bu sitoiskeletal mekanizma RhoGTPaz sinyal yolagiyla gerceklesir. Kucik GTPazlar,
fibrillerin hicre ici organizasyonu yonlendirir ve goglin sona ermesinin yani sira
epitelizasyon surecinin dizenlenmesi icin de gereklidir. Bu sureg, goc¢ eden hicreler
birbirleri ile baglanti kurana kadar devam eder. Ardindan, GTPazlar kapatilarak hiicre
iskeletinin yeniden dlzenlenmesi saglanir. Epitelyumun karsilikli fiizyonu aktin
fibrillerinin degredasonuyla gergeklesir ve bunun yerini hiicreler arasi adherens

baglantilar1 alir ve nihayetinde bir fermuar gibi yaray1 kapatir (32).
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Sekil 2-4 Yara iyilesmesinde proliferasyon evresi (23) (Tiirkgelestirilmistir)

2.2.4.2. Anjiyogenez (Vaskulerizasyon)

Derinin vaskiiler sisteminin restorasyon siireci daha karmagsiktir. Yara
boélgesinde hiicresel, molekiiler ve humoral sistemin sentezi ile gerceklesir. Baslatici
elemanlar (6rnek olarak VEGF, PDGF, bFGF ve serin proteaz trombini gibi) buyume
faktorleridir. Yeni damar olusumundaki ilk adim, biiylime faktorlerinin mevcut
damarlarin endotel hiicreleri lizerindeki reseptdrlerine baglanmasidir. Boylece hiicre i¢i
sinyallesme basamaklar1 harekete gecirilir. Aktive edilmis endotel hiicreleri, bazal
laminay1 eriten proteolitik enzimleri salgilar. Boylece endotel hiicreleri cogalip; yaraya
goc edebilir hale gelir. Endotel hiicreleri, kendilerini integrin gibi yiizeysel adezyon
molekdllerine yonlendirir. Ayrica endotel hiicrelerin ¢ogalmasi igin matriks
metalloprotinazlar serbest kalarak doku c¢evresini lizize ugratirlar. Endotel hiicrelerinin
yara bolgesinde ¢ogalmasi ile kiigiik kan damarlar1 olusur. Ardindan bu yeni damarlar
arter ve veniillere farklilasarak; diiz kas hiicreleri ve perisitlerin damar duvarinda birikip
kararli bir yapi1 olusturmasiyla olgunlasirlar.Yenilenen damarlarda kan akiginin

baslamasiyla anjiyogenik siire¢ tamamlanir (33).
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2.2.4.3. Graniilasyon Dokusu olusumu

Proliferasyon evresindeki son adim akut graniilasyon dokusunun gelismesidir.
Ayni zamanda remodeling asamasi i¢in baslangi¢ siirecidir. Bir gecis dokusu olarak
fibrin/fibronektinden olusan gegici yara matriksinin goérevi tamamlanir ve
olgunlagsmayla bir skar (yara izi) meydana gelir (34). Bu slrecte yara bolgesinde yiksek
yogunluklu fibroblastlar, graniilositler, makrofajlar, kilcal damarlar ve gevsek sekilde
diizenlenmis kollajen demetleri gorullr. Ylksek miktarda hiicresel bilesenler igerdigi
icin bu bolgeye Granilasyon dokusu denir. Anjiyogenez siireci tamamen bitmedigi i¢in
bu bblge son derece vaskdlerdir ve herhangi olumsuz bir etkide yeniden travmatik bir
durum s6z konusu olabilir. Graniilasyon evresindeki baskin olan hiicre grubu, Kollajen
ve Ekstraselliler matriks maddeleri (Fibronektin, Glikozaminoglikanlar, Proteoglikanlar
ve Hyaliironik asit) iiretimi gibi farkli fonksiyonlar1 yerine getiren fibroblastlardir (35,
36). Fibroblastlar araciligiyla ekstraselliler matriks olusumu, hiicre adezyonu i¢in bir
iskelet saglar ve icindeki hiicrelerin biliyiimesi, hareketi ve farklilagsmasinin
duzenlenmesinde énemli bir rol oynar (30). Fibroblastlar, gecici yara matriksi gorevinin
sonlandirilip, bu bolgeye yerlesecek hiicrelerin migrasyonu ve diizenlenmesinde
onctidiir. Bu evrenin sonunda olgunlagan fibroblastlarin sayisi, miyofibroblast

farklilagsmasiyla azaltilir ve ardisik apoptoz ile sonlandirilir (37).

2.2.5. Remodeling (Yeniden sekillenme)

Remodeling (Yeniden sekillenme), yara iyilesmesinin son asamasidir ve
yaralanmadan sonraki 21. giinden 1 yila kadar siirer. Yaranin olgunlagmasi sirasinda
Ekstraselliiler matriks bilesenleri belirli degisiklikler gecirir. Yeniden sekillenme
evresinde kollajen sentez ve yikimi bir denge noktasina ulasir. Proliferasyon evresinde
artan fibroblastlar kollajen sentezleyerek yara bdlgesinde birikime neden olur.

Proliferasyon evresinde Uretilen Kollajen 3’ tin yerini daha kuvvetli olan Kollajen 1 alir.
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Sekil 2-5 Yara iyilesmesinde yeniden sekillenme evresi (23) (Tiirkgelestirilmistir)

Kollajen yikimindan sorumlu olan matriks metalloproteinaz (MMP) enzimidir.
MMP vyarada fibroblast, makrofaj ve notrofiller tarafindan iretilir. Fibroblastlar
tarafindan yeniden sentezlenen kollajen daha dizenli ve epitele paralel sekilde dizilir.
Yara iyilesirken, fibroblast ve makrofajlarin yogunlugu azalir. Zamanla kilcal damar
biiyiimesi durarak yara bolgesinde kan akis1 ve metabolik aktivite azalir. Boylelikle kan

damarlari ve hiicrelerin sayisi azalirken, direnci artmis bir skar dokusu olusur. (38).

2.3. PRP (Trombositten Zengin Plazma)

2.3.1. Trombosit (Platelet)

Trombositler, beyaz kan hiicrelerinin bir tipi olan megakaryositlerin sitoplazmik
fragmanlaridir. Yaklagik olarak 2 pm capinda, yuvarlak veya oval sekilli olup, kemik
iliginde tretilirler (39). Cekirdeksiz hicreler olup makrofajlar araciligiyla 7 ila 10 giin

icinde dolasimdan uzaklastirilir. Cekirdekleri olmamasina ragmen aktif hiicrelerdir.
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Yasamlar siiresince biiytime faktorleri sentezleyerek, bunlar1 pihtilagsmaya yanit
olarak aktif bir sekilde harekete gegirirler (40). Plateletler, yara iyilesmesinin en
basindan itibaren islev gérmeye baslarlar. Hemostazda ve yara iyilesmesinde kritik rol
ustlenirler. Yara yerinde istirahat halinde diskoid (disk seklinde) sekilde bulunan
plateletler, trombin ile aktive olmalar1 sonucunda sekil degistirerek psdsopod adi verilen
uzanimlar gosterirler. Aktif plateletler a-graniillerinde bulunan pihtilagsma ve biiylime
faktorlerini ortama salarlar. Biiylime faktorleri membran reseptorlerine baglanan ve
cesitli biyolojik yolaklarm baslaticis1 olan kiiciik peptidlerdir. lyilesme siirecinde
buyume faktorlerinin  hicre regulasyonunda, farklilasmasinda, proliferasyonda,

kemotaksiste, anjiogenezde ve matriks sentezinde 6nemli etkileri vardir (41).

Trombositlerden ¢ok sayida biiyiime faktorii salgilanmaktadir. Bunlar Trombosit
Turevli Buylume Faktort (PDGF), Transforme Edici Buyume Faktoru (TGF), Trombosit
Faktor 4, Trombosit Turevli Anjiyogenez Faktori (PDAF), Vaskuler Endotelyal
Buyume Faktorii (VEGF), Epidermal Buyume Faktort (EGF), Epitelyal Hiicre Blylime
Faktorii (ECGF), Insiilin Biiyiime Faktorii (IGF), Osteokalsin (Oc), Osteonektin (On),
Fibrinojen (Ff), Vitronektin (Vn), Fibronektin (Fn), Trombospondin-1 (TSP-1) (42,43).

PDGF (Trombasit fiirevit bityiime fokiérii)
Hiicre bitpiimest, Kollajen firefimt, Kan
damardanmn tamint ve yentden firetilmest

VEGF vVaskiler endetelyal bityiime folktéri)
FGF (Fibroblast bityiime faksiri) Yarn tyilegmest ve angiyogenesin upanlnas

Doku tamin, hiicre Bityiimest,
Kollajen iirerimi

Trombosit
EGF (Epitelyal bityiime faktarii)
Yara ivilesmest, anjiyogenezin
upanimas, ve spitelyal hitcrelenn
uypaninas

TGFff (Transforme adici birvime faktors B)
Yara iyilesmesinin uyartimas, vaskifler
endotelyal ve epitelyal hiterelerin bityiimesi

IGF (Insilin biyime faktori)

Hiicre biryimesinin dizenlenmesi KGF (Keratinosic Bityiime fakiérii)

Keratinositlerin biiyiimesi

Sekil 2-6 Trombositlerden salgilanan baz biiyiime faktorleri (44) (Tiirkelestirilmistir)
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2.3.2. Plateletten Zengin Plazma (PRP)

Yara iyilesmesi, molekiiler sinyaller tarafindan kontrol edilen mediatorlerin ve
hiicresel olaylarin birbirleriyle etkilesim i¢inde oldugu kompleks bir olaydir. Sonugta
mezenkimal hiicre proliferasyonu, ekstraseliiler matriks ve skar olusumu ile sonuglanir.
Yara iyilesmesindeki molekiiler sinyaller, primer olarak sitokinler ve biylime faktorleri
tarafindan verilmektedir. Trombositlerin, 6zellikle igerdikleri biiylime faktorlerinin,

hemostaz ve iyilesmede temel rol oynadiklar gosterilmistir (45).

PRP, otolog insan trombositlerinin az miktarda bir plazma icinde konsantre
edilmis seklidir. Ilk kez Marx ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir. Normalde
plazmanin hiicresel komponenti; %93 eritrosit, %6 platelet ve %1 16kositten olusur.
PRP’de ise tam kana gore 3 ila 5 kat daha yiksek oranda platelet bulunur. PRP olarak
tanimlanabilecek plazma igin, genel olarak kabul edilmis net bir platelet konsantrasyonu
degeri yoktur. Ancak tam kanda 150 000/ul ile 350 000/ul kadar bulunan plateletlerin
sayisinin, 5 ml plazmada 1 000 000/ul iizerinde oldugu zaman iyilesmeyi arttirici
etkisinden bahseden c¢alismalar bulunmaktadir. Yara iyilesmesini artirmak i¢in daha
diisiik konsantrasyonlara giivenilmemekle birlikte daha biiylik konsantrasyonlarin yara

iyilesmesini daha da arttirdig1 heniiz gosterilmemistir (46).

Periferik kanin antikoagulanl tiiplerde belirli hiz ve siirede santrifiij edilmesiyle
izole edilen trombositten zengin kisma plateletten zengin plazma (PRP-Platelet Rich
Plasma) denir. Santrifiij sonrasinda tiipte olusan kan igeriginin % 1 lik kism1 PRP’dir
(47).

. 4 v £ - ™ Plazma (Tam Kanm %55'%)
N “w i ‘ ' —=— Trombosit ve Lékosit
(Tam kanm %1')

Eritrosit

Kanmn elde edilerek i s : s : —  (Tam kamm %45"i)
Bt 5 s il Santrifiij isleminden gecirilmesi

Sekil 2-7 PRP’nin tam kandan elde edilisi (48) (Tiirkgelestirilmistir)

Olusan elementler
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2.3.3. PRP icerigi ve avantajlari

Periferik kandan elde edilen PRP, igerigindeki graniillerin degraniilasyona
ugramast sonucu aktif hale gelir ve biiylime faktorleri agi§a c¢ikmaya baglar. PRP
icerisinde depolanmis olan biiyiime faktorlerinin % 70’1 ilk 10 dakika icerisinde; kalan
kismu da ilk bir saat igerisinde salinir. 8 giin boyunca plateletler islevini yerine getirip
yok olana kadar ekstra salinim olur. Ancak PRP'nin pihtilastirilmasi yalnizca kullanim
aninda (hazirlandigr anda) yapilmalidir. PRP, bir as1 seklinde kemik igine enjekte
edilerek, uygulanacak yara bolgesine tabaka seklinde uyarlanarak nakledilerek, sprey
seklinde yumusak doku yiizeyine piiskiirtiilerek ya da direkt olarak deri {lizerine as1

seklinde uygulanabilir (46).

PRP, tedavi uygulanacak kisinin kendi kanindan elde edilen bir yan iiriinii
oldugu icin gilivenlidir. Bu nedenle, hastanin tedavi oldugu tibbi merkezin kosullarindan
kaynakli olmadig: siirece enfeksiyon riski yoktur. Herhangi bir immin redde sebep
olmaz. Yara, PRP’nin igerigindeki yogun biiyiime faktorleri ve sitokinler ile rutin
lyilesme siirecindekinden daha fazla faktorlere maruz kalacagindan daha hizli iyilesme
saglar. Boylece biiyiime faktorleri doku sentezinde artisa ve dolayisiyla daha hizli doku
rejenerasyonu saglar. PRP'nin elde edilisi, hazirlanist ve uygulanisi kolaydir (49). PRP,
sahip oldugu yiiksek platelet konsantrasyonu nedeniyle hiperfizyolojik oranda biiyiime
faktoru icerir. Bu ozelligi ile tendon, ligament, kikirdak ve kas yaralanmalarinda

iyilesme siirecini hizlandirici etkisi hayvan deneylerinde gosterilmistir (41).

2.3.4. Trombosit lipidleri

Lipidler diigiik molekiiler agirlikli, tipik olarak hidrofobik ve amfipatik
molekdllerdir. Tum htcre tiplerinde bulunur. Ya endojen olarak Uretilirler ya da diyet
kaynaklarindan hiicrelere dahil edilirler. Lipidlerin olusum ve metabolizmasi,
fosfolipazlar, lipid sentetazlar, ligazlar, oksidazlar / rediiktazlar ve tasiyicilar1 iceren
hicresel proteinler tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir. Lipidler, hiicre yapisina

katilma, enerji depolama ve sinyal verme gibi {i¢ ana gorevi yerine getirir.
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Lipidler, trombositlerde 6nemli yapisal ve sinyal rolleri olan biyomolekiillerdir.
Lipidlerin olusumu ve metabolizmasi, enzimler ve sinyal yolaklari tarafindan siki bir
sekilde kontrol edilir ve bunlarin diizensizli§i durumunda; trombositlerin islev
gobrmesinde kusurlara yol acar. Trombositlerin aktivasyonu, membran lipidlerindeki
degisiklikler ve hemostazda rol oynayan c¢esitli biyoaktif lipidlerin olusumu ile
iligkilidir. Son yillarda, lipidlerin yeni nesil kiitle spektrometresi ile analizi, bu
molekiillerin 6nemli hiicresel siireclere nasil katildigi  konusundaki anlayisi
degistirmeye baslamistir. Daha oOnceki c¢alismalarda, lipidlerin agregasyon, sekil
degisimi, pihtilagma ve degraniilasyon gibi trombosit biyolojisinin anahtar yonlerini
nasil diizenledigi ve plateletlerin olusturdugu lipidlerin l6kositler ve damar duvari gibi
diger hiicreleri etkileyerek hemostazi, vaskiiler biitiinliigli ve iltihaplanmay1 nasil

diizenledikleri gosterilmeye caligilmistir.

Tiim memeli hiicrelerinde oldugu gibi, trombositlerde de yapisal lipidler
fosfolipidlerdir. ~ Fosfolipidler, diger hiicre membranlarinda oldugu gibi trombosit
membranlarinda da hidrofobik ve hidrofilik kisimlarin1 kendileri diizenleyerek
membran yapisini olustururlar. Lipidlerin temel olarak yeniden sekillenmesi, trombosit
aktivasyonu sirasinda ortaya ¢ikar ve sekil degisikligi, yayilma, mikro-vezikiil olusumu
ve degranulasyon gibi biyoaktif pro-trombotik tirlerinin Gretilmesi gibi trombosit
membranlarinda 6nemli yapisal degisikliklerle birlikte goriiliir. Trombosit membranlari,
sfingomiyelinler (SM) ve lipid sallar1 olarak adlandirilan 6zel sinyallerle isaretli serbest

kolesterollerce zengindir (50).

Trombositlerde bulunan lipidler genel olarak asagidaki sekilde siniflandirilmaktadir:

2.3.4.1. Aminofosfolipidler

Tiim memeli hiicrelerinde oldugu gibi trombositlerde de en bol miktarda
bulunan fosfolipidlerdir. Trombosit total fosfolipidlerinin yaklasik % 40’11 olusturan
Fosfatidilkolin (PC) ve % 28'ini olusturan Fosfatidiletanolamin (PE)'dir. Kalan kisim ise
%18 oraninda Sfingomiyelin (SM), %10 oraninda Fosfatidilserin (PS) ve yaklagik % 3-
5 oraninda Fosfatidilinositol’den olusur (51,52).
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1970'lerin ortasinda, kimyasal etiketleme veya eksojen fosfolipazlar kullanilarak
yapilan c¢aligmalar, trombosit fosfolipidlerinin sitoplazmaya bakan Aminofosfolipidleri
(@PL) olan Fosfatidiletanolamin (PE) ve Fosfatidilserin (PS) ile disa bakan
Fosfatidilkolin (PC) ve Sfingomiyelin (SM)'nin plazma membraninin ¢ift tabakalari
arasinda asimetrik olarak dagildigini belirledi. Uyarilma esnasinda Aminofosfolipidler
(aPL), Prokoagiilant veya trombojenik bir yiizey olusturarak digsa vurulur (53). Ancak
hlcre ici sinyallesme icin gereken lipidler, i¢ ylzey lipidlerinden Uretilir. Dolayisiyla
fosfolipidler, trombosit sinyal mediatorleri iireten enzimler igin substrat depolaridir

(54).

2.3.4.2. Fosfatidilinositol

Fosfatidilinositoller (PI), bir inositol baslik grubu igeren birbirleriyle iligkili
birkag tlirden olusur. Bu lipidler, enzimler tarafindan siki sekilde kontrol edilen inositol
baslik grubunun geri doniisiimlii fosforilasyonu yoluyla, saglik ve hastalik durumunda
hiicre sinyallesmesinde dnemli roller oynar. Fosfoinositid Pl (4,5) P2, (i) fosfodiester
bagmin tersinmez boliinmesi ve (ii) inositol baslik grubunun tersinir fosforilasyonu
olmak iizere iki ayr1 yolla reseptor aktivasyonuna yanit olarak metabolize olur.
Sonrasinda, PI 3-kinaz yolaginin, PI (3,4,5) P3'lin (veya PIP3'Un) ve dnceki iki ikincil
haberci DAG (1,2-diacilgliserol) ve Ins (1,4,5) P3’iin ana iiriiniinii iiretir. DAG protein
kinaz C'yi aktive ederken; Ins (1,4,5) P3 ise hiicre i¢i Ca2 + 'y1 harekete gegirir (55,56).

2.3.4.3. Yag asitleri, Eikozanoidler ve iliskili tiirler

Trombositlerin aktivasyonda ilk énemli tepkisi, Gliserofosfolipidlerin (PL)'lerin
sn2 (2. Karbondaki ester bagi) bagindan yag asitlerini ayiran sitozolik fosfolipaz A2
(cPLA2a) izoformlart da dahil olmak {izere bircok fosfolipazin devreye sokulmasidir
(57). Yapilan ¢alismalar, agiga ¢ikan belirgin yag asitlerinin Arasidonik asit, Lineloik
asit, Palmitik asit ve Stearik asit oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, sinyallesmede
en 6nemli olan1 Arasidonik asittir. Arasidonik asit, LOX ve COX enzimleri zerinden,
eikozanoide oksidatif doniisiimiin Oncisudur.

2+

Trombositlerde, Ca*"’a duyarli ve duyarsiz formlar1 igeren birkag PLA2
izoformlar1 bulunur. Genelde Ca®" duyarli cPLA20, eikozanoid iiretimi i¢in Arasidonik

asit kaynagidir. Ayrica PLA2 izoformlarinin genetik eksikliginin, insanlardaki
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trombosit disfonksiyonuyla birlikte 6nemli Ol¢lide bozulmus trombosit eikozanoid

olusumuna yol agtigin1 gostermistir (58).

2.3.4.4. Lizofosfolipidler (LysoPL) ve Lizofosfatik asit (LPA):

Lizofosfolipidler ve Lizofosfatik asit, fosfolipazlardan (ya PLA2, ya PLD) ya da
1,2-diacilgliserol'n fosforilasyonu yoluyla fosfolipidlerden dretilir. Nonenzimatik
olarak da dretilebilirler, ancak su anda bunun trombositlerde oldugunu gosteren bir

kanit bulunmamaktadir (59).

2.3.4.5. Notral lipidler; Gliseridler, Kolesterol Esterleri ve serbest kolesterol

Bu tlr lipidlerden trombositlerde ¢ok az miktarda bulunur. Bunlar arasinda en
bol miktarda ise Kolestrol (% 90°dan fazla) bulunur. Gliseridler, TAG'lar1 ve DAG'lar1
icerir. TAG'lar noétral lipidlerin yaklasik olarak % 2'sini temsil eder. Dinlenme halindeki
hicrelerde az miktarlarda bulunmakla birlikte; DAG, PLC'nin etkisi ile trombosit
aktivasyonu sirasinda olusur ve protein kinaz C'nin klasik ve yeni izoformlarini harekete

gecirir. Dolayisiyla DAG, trombositlerin reseptore bagli aktivasyonu ile ilgili 6nemli bir
ikincil habercidir (60).

2.3.4.6. Sfingolipidler ve Seramidler

Sfingolipid'ler (SP), en basitleri seramid olan; sfingozin ve bir yag asitinden
olusan sfingoid baz omurgasini igeren bir lipid sinifidir. Trombositlerdeki rolleri belirsiz
olsa da hem dinamik membran islevlerine (6rnegin, lipid salina bagl sinyal verme) hem
de hiicre i¢i sinyal ileticileri olarak gorev yapmaktadirlar (61). Sfingozin, kendisine
0zgii sfingozin kinaz 1 ve 2 tarafindan fosforile edilerek Sfingozin-1-fosfat (S1P)
olusturulur. Bu da 6zgil G proteinine baglh reseptorler araci ile vaskiiler gelisim,

karsinogenez, kemotaksis ve proliferasyonu etkileyebilir (62).

S1P, trombositlerde sfingozin kinazin etkisi ile iiretilir ve depolanir. Daha sonra

serumun kuvvetli anjiyojenik aktivitesine katkida bulunan degraniilasyonda salinir (63).



21

2.4. Buyume faktorleri ve Sitokinler

Buyume faktorleri, otokrin, parakrin veya endokrin yollarla hicre aktivitelerini
kontrol eden molekullerdir. Biyolojik fonksiyonlarini spesifik reseptorlere baglanip
sinyal yollarim1 aktive ederek gergeklestirirler. Bu sekilde cekirdekte gen
transkripsiyonunu diizenler ve nihayetinde biyolojik bir cevap olusturulmasini saglarlar.
Bir biiyiime faktorii veya sitokin, farkl hiicre tipleri tizerinde ¢esitli fonksiyonlara sahip
olabilirken, farkli biiyliime faktorii veya sitokinler, bazi hiicrelerde benzer veya ortiisen
fonksiyonlar gergeklestirebilir. Blyume faktorleri ve sitokinler, hiicre ¢ogalmasi,
farklilasma, apoptoz, immiinolojik veya hematopoietik yanit, morfogenez, anjiyogenez,
metabolizma, yara iyilesmesi ve yetiskin organizmalarda doku homeostazisinin
muhafaza edilmesi gibi ¢ok gesitli fizyolojik siirecleri etkiler. Blylime faktorleri ve
sitokinlerin anormal Gretimi veya regulasyonu, Kkanser, karaciger fibrozu ve
bronkopulmoner displazi gibi ¢esitli hastaliklara neden olabilir. Tarihsel olarak buyime
faktorlerinin, hucre buyumesi ve proliferasyon (zerinde pozitif bir etkiye sahip olan
biyolojik pargalar oldugu diistiniiliirken, sitokinlerin tipik olarak bir immunolojik veya
hematopoietik cevaba sahip oldugu diisiinlilmiistiir. Ancak, farkli arastirmalar bir araya
getirildiginde, sitokinlerin ve blylme faktorlerinin benzer islevlere sahip oldugu
gosterilmistir (64, 65, 66).

Sitokinler, inflamasyon ve bagisiklik {izerinde karmasik bir diizenleyici etkiye
sahip; molekiil agirhig 30 kDa'dan az olan kugclk glikoproteinlerdir. Bagisiklik ve
inflamatuvar yanitin gelismesinde hematopoietik hiicreler, lenfoid hiicre ve gesitli pro-
inflamatuvar ve anti-inflamatuvar hiicreler bulunur. Sitokinler, bu hiicrelerin kompleks

etkilesimlerine aracilik ederler.

Sitokinler, bagisiklik sistemindeki hiicrelerarasi habercilerdir ve farkli viicut
bolmelerindeki birkag hiicre tipinin islevini tutarli bir bagisiklik yanitina doniistiirtir.
Yillar gectikce evrilmistir ve simdi interferonlar, interlokinler, kemokin ailesi,
mezenkimal buyume faktorleri, tumor nekroz faktori ailesi ve adipokinler olarak
kisimlara ayrilmistir. Daha 6nce ¢oziintir faktorler olarak bilinen sitokinler, eritrositler

disinda her hiicreden tiretilir ve bu hiicreler i¢in bir yanit olusturur.

Hedef hiicrelerin zarlarinda, sinyal iletimi ve diizenleyici islevleri i¢in Ozel
reseptorlere sahiptirler. Dogumsal ve adaptif bagisikligin Gtesinde sitokinler; hiicre
farklilagsmasi, inflamasyon, anjiyogenez, tiimorgenez, ndrobiyoloji, viral patogenez gibi

birgok farkli fonksiyonda énemli bir role sahiptir (67).
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Bugiine kadar yaklagik 200 sitokin tanimlanmistir. Sitokinler, yiiksek dereceli a
sarmal yapisina sahiptirler ve bu molekiiller, dort a sarmal demeti ile benzer bir

polipeptit kat icerir (68).

Sitokinler, salgilanma amagclarina gore, Lenfokinler (T hiicreleri tarafindan
salgilanan ve bagisiklik tepkisini diizenleyen sitokinler), proinflamatuar sitokinler
(iltihaplanma strecini guclendiren ve surdiren sitokinler), biylme faktorleri (hiicre
sagkaliminmi tesvik eden ve yapisal degisikliklerle sonuglanan sitokinler) kemokinler
(iltihapli hiicreler igin kemotaktik olan sitokinler) ve anti-inflamatuvar sitokinler
(iltihaplanma  tepkisini  negatif olarak modile eden sitokinler)  olarak

simiflandirilmiglardir (69).

Sitokinler, hedef hiicrelerin membranlarinda bulunan reseptorler aracilifiyla
cesitli biyolojik etkiler yaparlar. Bu reseptorlerin bir hiicre dis1 alani, bir sitoplazmik
alan1 ve bir de tek bir zara yayilmis alan1 bulunur. Hiicre dis1 alanda korunmus amino
asit dizi motifleri bulunur ve bu motifler dort korunmus sistein kalintis1 icerir. iki
polipeptit zinciri bulunur. Birincisi sitokine spesifik olan o altbirimi ve digeri de sinyal
dontstiiriicii B altbirimidir. Sitokinlerin baglandigi hedef hiicrenin dogasi1 spesifik
membran reseptorlerinin varligi ile belirlenir. Sitokinler ve reseptdrleri birbirleri igin
cok yuksek bir afinite gosterirler. Otokrin, parakrin ve endokrin etkiler gosterir ve
hiicresel haberlesmeye aracilik ederler. Immiin yamtin yogunlugu veya siiresi, gesitli
hiicrelerin aktivasyonunu, ¢ogalmasini ve farklilasmasini uyararak veya inhibe ederek
ve nitekim antikorlarin veya diger sitokinlerin salgilanmasimin diizenlenmesiyle
ayarlanir. Sitokinlerin reseptorlere baglanma iizerindeki fizyolojik tepkileri, hiicresel ve
humoral bagisiklik tepkisinin geligimi, inflamatuar cevabin indiiksiyonu, hematopoezin
diizenlenmesi, hiicresel proliferasyonun kontrolii ve farklilasma ve yara iyilesmesinin
indiklenmesini icerir. Bunun disinda, sitokinler c¢ogu zaman diger sitokinlerin
sentezlenmesine yol acgarak, bu sitokinleri salgilayan eski sitokinlerin aktivitesini
etkiledigi bir aktivite yolagi meydana getirir. Sitokinler, kandaki kisa dmiirleri ve hiicre

dis1 sivilar nedeniyle ¢ok sinirli bir siire galisirlar (70).
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2.4.1. Kemokinler

Kemokinler, tiim immiin hiicrelerin go¢ diizenlerini ve konumlarini kontrol eden
kemotaktik sitokinlerdir (71). Bilinen kemokinlerin ¢ogu primer yapilarinda korunmus
olan iki sistein (C) (sistein) motifinin konfiglrasyonuna gore iki bulyilk ailede
siiflandirilmiglardir: a-kemokinlerde (C-x-C) iki sistein farkli bir aminoasitle (X)

birbirinden ayrilirken; B-kemokinlerde (C-C) iki sistein yanyana yer alir (72).

a-kemokinlerin ¢ogu noétrofiller tizerinde aktivite gosterdikleri icin akut
inflamatuvar reaksiyonlarda 6nemli mediatorlerdir. B-kemokinler ise monositler, T-
lenfositler, eozinofiller, bazofiller Uzerinde etkilerini gosterir ve 0Ozellikle kronik
inflamasyonda, parazit infeksiyonlarinda ve allerjide rol alirlar. Kemokinlerin
ekspresyonu, IL-1, IL-2, IFN-g ve TNF gibi proinflamatuvar sitokinlerin induksiyonu
ile artar. Ekspresyonu artan kemokinler ise inflamasyon bdlgesine butiin I6kosit
tirlerini ¢ekme yetenegine sahiptirler. Bunu, kismen lokositlerin yiizeyindeki
integrinlerin ekspresyonunu arttirarak ve bdylece 1okositlerin damar endoteline
baglanmasin1 ve doku invazyonunu arttirarak saglarlar. Kemokinler fonksiyonlarini,
hiicre membranindaki kemokin reseptorlerine baglanarak ve onlar1 aktive ederek
gosterirler. Aktivasyon hiicre sinyal iletim mekanizmalarindan Ca®** metabolik yolunu
kullanir (73).

2.5. Ekstraseliler Matriks (ECM)

Ekstraseliiler matriks, bag dokularindaki hiicreleri destekleyen ve ¢evreleyen bir
protein ve karbonhidratlar agidir. Yapisal-mekanik fonksiyonlarinnin yanisira ECM
molekiilleri ¢esitli hiicresel fonksiyonlar1 diizenler ve embriyonik gelisim, inflamasyon,
yara lyilesmesi, hemostaz, ¢esitli organlarin fibrozisi, tiimor biiylimesi, metastaz ve
anjiyogenez gbi birgok fizyolojik ve patolojik sirecte dnemli bir rol oynarlar. ECM
molekdillerinin hiicrelerle etkilesimi, integrinler dahil olmak iizere hiicre-matriks
reseptorleri aracilifiyla gercgeklestirilir. ECM statik degildir: stirekli olarak yeniden

diizenlenir.
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ECM bilesenleri, yara iyilesmesinin her fazinda gorev alirlar. Hiicreler ve
biiylime faktorleri ile etkileserek, sonucta yara kapanmasina neden olan dinamik bir alig
veris siirecinde rol oynarlar. Daha spesifik olarak, ECM bilesenleri hiicre ¢ogalmasini
ve farklilasmasini uyarmada, hiicre gé¢iinii yonlendirmede ve hiicresel tepkileri modiile
etmede anahtar rol oynar. ECM islevini kaybettiginde (Ornegin; iyilesmesi zor veya

kronik yaralarda) yara iyilesmesi yavaslatilir veya durur (74, 75, 76).

ECM’nin protein yapis1 Elastin ve Kollajen’den olusur. Deride en bol bulunan
kollajen tipleri Kollajen 1 ve 3 olup yapi, kuvvet ve biitiinliikk saglar. ECM'de bulunan
bir bagka protein olan elastin ise deri ve dokulara esneklik saglar (77). ECM,
fibronektin, laminin ve vitronektin denilen hiicre tutucu glikoproteinleri icerir. Bu hiicre
tutucu glikoproteinler, ECM'nin hiicrelerine ve bir¢ok bilesenine baglanarak blylime
faktorii aktivitesi i¢cin modiilatorler olarak islev goriir. Hiicreler, integrin adi verilen

hlcre yuzeyi reseptorleri yoluyla tutucu glikoproteinlere baglanir (78).

ECM’deki diger bilesenler glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar ve matriseliiler
proteinlerdir. Glikozaminoglikanlar ve proteoglikanlar, diz polisakkarit zincirleri
arasinda hiyaliironik asit, dermatan siilfat, kondroitin siilfat, heparin, heparan siilfat ve
keratan stlfat bulunur. Glikozaminoglikanlar yapilarina biiyiik miktarlarda su ¢ekerler
ve bu da ECM’nin sikistirma kuvvetlerine karsi direng gdstermesine olanak saglar.
Ayrica Glikozaminoglikanlar, yliksek su icerigi sebebiyle hiicre gogiine, besin ve diger
maddelerin alis verisine olanak saglar. Cogu glikozaminoglikan, proteoglikanlari
olusturmak i¢in bir protein ¢ekirdegine baglanir. Glikozaminoglikanlar, ECM'deki
proteinler (tutucu protein fibronektin gibi) ile etkilesirler. Bu etkilesim yoluyla
glikozaminoglikanlar, proteinleri belirli yerlerde sabitler ve biyolojik aktivitelerini
etkiler. Proteoglikanlar buyime faktorleri icin ortak reseptorler olarak gorev yaparlar.
Hiicre sinyaline katilirlar ve diger bircok molekiiliin aktivitesini diizenlemeye yardimci
olurlar. Bu aktiviteler, glikozaminoglikan ve proteoglikanlarin hiicre adezyonu ve

goc¢iinde onemli rol oynamalarini saglar (79).
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Matriseluler proteinler arasinda hiicre matriks etkilesimlerini modiile ederek
inflamasyon ve belirli blylme faktorlerini yaniti diizenlemeye yardimct olan
trombosponsdinler, osteopontin, tenaskinler bulunur. Ayrica matriseltler proteinler,

keratinosit gé¢iinii ve matriks olusumu arttirmaya yardimeci olur (77).
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Sekil 2-8 Ekstraseliiler Matriks yapisi ve bilesenleri (86) (Tiirkgelestirilmistir)

2.5.1. Ekstraseliiler Matriks ve Yara Iyilesmesi

ECM, yara iyilesmesinde goriilen hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve
yeniden yapilanma ile karakterize organize yanitin yonlendirilmesinde islev gortir.
Cesitli ECM bilesenlerinin etkileri, yara asamalarina gore farklilik gosterir. Dinamik ve
sirali olan bu diizen, hiicre ve biiyiime faktorlerinin etkilesimi sonucu gergeklesir (70).
Dermis yaralandiginda, hasarli kollajen fibrilleri ve diger proteinler, yara bolgesinde
pihti olusturmak {izere trombositler igin sinyal gorevi gorur. Ayrica Kollajen,
integrinlerle etkileserek yara kontraksiyonunu etkilemek icin miyofibroblastlar ve

keratinositlerle etkilesir.



26

2.5.1.1. Ekstraseliler Matriks ve Hemostaz

Hemostaz fazi sirasinda, fibrin ve fibronektin bir gegici ECM olustururlar. Bu
gecici matriks, 10kosit ve fibroblast baglantisinin yonlendirilmesi igin bir iskele gorevi
gorlr. Integrin proteini, endotelyal hiicrelerini fibronektin ve vitronektin gibi tutucu
proteinlere baglar. Bu olay yara iyilesmesinde anjiyogenez igin gereklidir ve VEGF’i
aktive eder (80, 81).

2.5.1.2. Ekstraseliiler Matriks ve inflamasyon

Inflamatuar faz sirasinda 16kositler, integrinler yoluyla ECM proteinlerine
baglanir. ECM proteinleri, monosit/makrofajlarin aktivitesini uyarir, yara bolgesinden

notrofilleri ve yara artiklarini temizlerler (82).

2.5.1.3. Ekstraseluler Matriks ve Proliferasyon

Proliferatif fazda gelisen graniilasyon dokusu olusumu, fibroblastlar, blyume
faktorleri ve ECM arasinda meydana gelen dinamik bir stireg ile gergeklesir. Bu surecte
makrofajlar ECM'ye baglandiktan sonra anjiyogenez, kollajen sentezi ve fibroblast
proliferasyonunu uyaran bilyume faktorlerini serbest birakir. Endotelyal hicreler,
integrinler araciligtyla ECM  proteinlerine  baglanarak anjiyogenez  sirecinin

ilerlemesine yardimci olur (83).

2.5.1.4. Ekstraseltler Matriks ve Remodeling

Remodeling asamasinda, ECM proteinleri ve biiyiime faktorleri ile etkilesimleri
aracilifiyla fibroblastlar, miyofibroblast haline geldik¢e yara alaninin daralmasi devam
eder (74, 84). Miyofibroblastlar, daha sonra yaray1 kapatmak icin kollajen, vitronektin
ve diger proteinlerle etkilesir. Remodeling fazi ilerledikge, fibronektin ve hiyaluronik

asit, dokuya dayaniklilik veren kollajen demetleriyle yer degistirir (85).
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2.6. TGF-p

TGF-B, topluca TGF-B siiper ailesi olarak adlandirilan ve tiyeleri; epitel hiicresi
bliylimesini, farklilasmayi, hareketliligi, organizasyonu, apoptozu ve tlimdrgenezi
dizenleyen bir sitokin grubudur (87). Gunimizde TGF-f siiper ailesi, bilhassa C-
sonlanma ucuna sahip ve hepsi en az bir benzer amino asit dizisi ortak olan (homoloji)
100 kadar farkli protein igerir (88). Bu aile iiyelerinin ¢ogunun rolii yeterince
karakterize edilmemekle birlikte, kemik morfojenik proteinleri (BMP), blyiime ve
farklilagsma faktorleri (GDF), aktivinler, inhibitorler ve Mulleran inhibe edici faktor
(MIF) gibi Gyelerinin, 6zgul hicresel gelisimi diizenlendigi bilinmektedir (89). TGF-p,
baskin olarak bir T-hiicresi alt kiimesi tarafindan iiretilen ve tim hucreler tarafindan her
yerde ifade edilen bir hiicre dis1 proteindir (90, 91). TGF-B'nin diger 6nemli kaynaklari
trombositler, makrofajlar, notrofiller, kemik, plasenta, bobrek endometriyumu ve hem
otokrin hem de parakrin etkileri Greten malign hicreleridir (90, 92, 93).

Memelilerde, TGF-B'nin {i¢ izoformu tanimlanmistir. Bu proteinlerin her t¢l de
(TGF B 1-2-3), amino asit dizilerinde biiyiik oranda benzer bolgeler tasir (94). Her
izoform, farkli genlerden ve kromozomlardan kaynaklanir (95). TGF-B proteini; (i)
olgun TGF-B-dimer, (ii)TGF-B propeptit dimer veya latency- baglh protein (LAP) ve
(iii) Latent TGF-B baglama proteini (LTBP) olmak {izere birbirine baglanan tiglii
protein kompleksi seklinde yiiksek molekiil agirlikli bir protein olarak hiicrelerden

saliir. TGF-, olgun TGF-B’dan LAP ayrilmasiyla aktif hale gelir (96).

TGF-B, hiicre tiirleri tizerinde oldukga genis bir diizenleyici etkiye sahiptir.
Hiicrenin replikasyonu ve farklilasmasi, kemik olusumu, anjiyogenez, hematopoez,
hiicre donguisunun ilerlemesi ve hiicresel gogii diizenler. Biitiin bu islemler doku

gelisimi ve yara iyilesmesinde 6nemlidir (97, 98).

TGF-B hiicresel replikasyonun hem uyaricist hem de inhibitoridiir. TGF-f,
mezenkimal kokenli hiicreleri uyarir ve epitelyal proliferasyonu (anti-mitojenik) biyuk
Ol¢iide inhibe eder. Ayrica ekstraselliler matriks ile iliskili komponentlerin Gretimini
ederek, apoptozu indikleyebilir ve ekstraselliler matriksin yeniden sekillendirilmesine
aracilik ederek morfogenezi kontrol eder (99). TGF-B; kollajen, fibronektin,
proteoglikanlar, tenaskinler, trombopondin, plazminojen aktive edici inhibitor-1 (PAI-1)
ve metalloproteaz-1'in doku inhibitéri (TIMP-1) sentezini uyarir (100,101, 102, 103).
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Insan viicudundaki hemen hemen tiim hiicreler TGF-B reseptorlerine sahiptir.
Dokuz tane zar protein reseptdrii tanimlanmistir. Farkli TGF-B'y1 farkli afinitelerle
baglayan birkag hiicre yiizey reseptor sinifi vardir. Bu reseptorlerin en yaygin dagilimi
sirastyla 53 ve 70 kDa molekiiler agirliklart ile TGF-f3 reseptorleri tip 1 ve II'dir. Tip I
ve / veya Tip II reseptoriiniin kaybi, TGF-B'ye kars1 hiicresel tepki kaybiyla iliskilidir.
Reseptor alt tiplerinde, hiicre tipine gore spesifik farkliliklar vardir. EGF, PDGF ve FGF
gibi blyime faktorleri reseptorlerinin aksine, TGF-p ailesi reseptorlerinin tamami esas
olarak serin / treonin kinaz aktivitesine sahiptir ve bu nedenle sinyal gegisinin farkli
basamaklarini indiikler (104, 105, 106).

2.6.1. TGF-B ve Yara lyilesmesi

TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3 memelilerde bulunan ana formlardir. TGF-B1
derinin yara iyilesmesinde baskin olan tiyedir. Makrofajlar, fibroblastlar, keratinositler
ve trombositler tarafindan tretilirler (107, 108, 109,). Yara alaninin olusumundan
itibaren TGF-B1 ekspresyonunda artis oldugu gosterilmistir. Yara iyilesmesinde TGF-

B1, inflamasyon, anjiyogenez, reepitelizasyon ve bag dokusu rejenerasyonunda
6nemlidir (110, 111).

TGF-B1, ek inflamatuar hiicrelerin alimini kolaylastirir ve makrofaj aracili doku
debridmanini arttirir. In vitro ¢alismalarda yara alani sterilize edildikten sonra, TGF-
B1'in makrofajlardan superoksit Uretimini aktive edebildigi belirtilmistir. Bu sekilde
yara alanimni gevreleyen saglikli dokunun korunmasina yardimci olur ve graniilasyon
dokusu olusumu igin yarayr hazirlar. in vitro ¢alismalarda, TGF-B1'in fibronektin,
fibronektin reseptord, kollajen ve proteaz inhibitorleri dahil olmak tizere ECM olusumu
ile iliskili genlerin ekspresyonunu arttirarak graniilasyon dokusu olusumunu baglatmaya
yardimer oldugu gosterilmistir. Ayrica VEGF'nin etkinligini arttirilar.(112). Yapilan
diger calismalarda Ozellikle yara iyilesmesinin ge¢ fazlarinda TGF-Bl'in  asiri

ekspresyonunun keratinositlerin proliferatif fenotipini arttirdigi gosterilmistir (113).
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TGF-B1, yara iyilesmesinin matriks olusumu ve yeniden bigimlenme evresinde
kollajen tretimine (Kollajen 1 ve 3) dahil olur. Ayni1 zamanda, metalloproteinaz MMP-
1, MMP-3 ve MMP-9'un gii¢lii bir inhibitorii ve metalloproteinazi inhibe eden bir doku
inhibitord olan TIMP-1’in sentezinin bir uyaricisidir. Boylece kollajen yikimi engellenir
(114, 115).

TGF-Bl'in asir1 ekspresyonu sonucunda, hipertrofik ve keloid skarlarinin
gelisiminde onemli bir rol oynadigi gosterilen bag dokusu biylme faktorini (CTGF)
uyardigi gosterilmistir (116). Yanik yaralanmalarinda, TGF-Bl'in salinimi ve
aktivasyonundaki lokal artisin, re-epitelizasyonu engelledigi ve fibroziyi artirdigi
gosterilmistir (117). Kronik vyaralarda, Ozellikle notrofil elastaz gibi proteolitik
enzimlerin etkisiyle yara alaninda TGF-B seviyelerinin 6nemli Ol¢lide azaldigi
gosterilmistir. TGF-B’nin kronik yaralarin tedavisi iizerine yapilan bir¢ok klinik deneme

basarisizlikla sonuglanmistir (118).

2.7. Kollajen

Kollajen, glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar, laminin, fibronektin, elastin ile
birlikte ekstraseliiler matriksin temel yapisim1 olusturan ve Tglii heliks yapisinda
bulunan bir proteindir. Kollajen, hayvansal dokularda en bol bulunan proteindir.
Dermisin  kuru agirhginin  %70-80'ini olusturur (119). Kollajenler esas olarak
fibroblastlar tarafindan tiretilirler. Giinlimiizde en az 21 ayr1 kollajen tipi tanimlanmaistir.
Bunlardan altis1 deride mevcuttur. Derinin Kollajen igeriginin %70’i Kollajen 1’den,
%10’u Kollajen 3’den ve kalan kismi da Kollajen 4, 5, 6 ve 7°den olusur (120).

Yara onarimindaki iki baskin kollajen tipi Kollajen 1 ve 3'tiir (121). Kollajenin
temel islevi, cogunlukla 1, 2 ve 3 formlarinda, bag dokusunda iskele gorevi gérmektir.
Yara iyilesme siirecinin erken evrelerinde ilk dnce Kollajen 3 iiretimi gerceklesir. Stireg

ilerledikce Kollajen 3 uretimi azalarak, Kollajen 1 Gretimi artar.

Kollajen 1, skar olusumunda ve yeniden sekillenme evresinde islev goriir (122).
Kollajenin birikimi ve yeniden yapilanma, yara bolgesinde artan gerilme kuvvetine
katkida bulunur. Bu gerilme kuvveti yaralanmadan ii¢ hafta sonra normalin yaklasik %

20'si kadardir ve yavas yavas normal cildin maksimum % 70'ine ulasir (123).
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Epitelyal yapilar rejenerasyonla iyilesebilmesine ragmen, bag dokular
cogunlukla onarim siirecine dayanamaz. Bu nedenle saglikli bir bag dokusu olusumu,
doku siirekliligini, kuvvetini ve islevini yeniden saglamaya hizmet eden, ¢ogunlukla da

Kollajen 1 olan kollajen6z skar dokusunun olusturulmasina baglidir (124).

Tablo 2-1 Kollajenin yara iyilesmesindeki rolleri (125)

Kollajenin yaralanmanin ardindan inflamutuar yanitta etkisi

Hiicresel farklilagma, anjiyogenez ve mitogenez

Protein sentezi ve ekstraseliiler matriks olusumu

Hicresel go¢ (keratinosit, epitelizasyon, fibroblast, monositler/makrofajlar, notrofiller)
Kollejenaz indiiksiyonu

Yara bolgesinin kapanmasi (daralmast)

Trombositlerin yara alaninda toplanmasi ve piht1 olusumu faktorlerinin uyarilmasi
Buylme faktorleri ve sitokinlerin indiiklenmesi

Hiicre sinyalizasyonunda hiicre ylizey reseptorleri (integrinler) ve diger ECM molekiilleri

ve proteinlerinin uyarilmasi

2.8. Immiinohistokimya Yontemi

Immunohistokimya, belirli isaretleyiciler kullanilarak dokularda bulunan farkli
protein tiirlerinin bulunduklar1 yerde, 151k mikroskobisi seviyesinde goriiliilebilir hale
getirilen boyama yontemidir. Bu yontemde materyal olarak ¢ogunlukla parafin kesitler,
buna ek olarak dondurma ve rezin kesitler de kullanilmaktadir. Parafin kesitlerin
kullanildig1 caligmalarda, dokunun fikse edilmesi ve yiiksek 1siya maruz kalmasina
engel olunmasi son derece Onemlidir. Bdylece dokunun antijenik yapisinin zarar
gormesi engellenmis olur. Bu yontemin temeli, dokuda incelenecek proteine karsi

gelistirilmis poliklonal ve monoklonal antikorlarin kullanilmasina dayanir.
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Dokuda incelenecek proteine karsi gelistirilmis antikorlar, proteine baglanarak
bir antikor-antijen kompleks yapisi olusturur. Olusan bu kompleksin 151k mikroskopu
altinda gorlniir hale getirilmesi i¢in birtakim isaretleyiciler uygulanmaktadir.

Uygulanan isaretleyicilerin ¢esitlerine gore bu yontem iige ayrilir:

2.8.1. immunenzim Yontemi:

Bu yo6ntemde isaretleyici olarak bir enzim kullanilir. Bu enzim antijen-antikor
kompleksini goriiniir hale getirmek i¢in gereklidir. Bu enzim antikorlara uygun sekilde
baglanabilen, molekiil agirhig: diisiik, su, toluol ya da alkolde ¢dziinmeyen maximum
diizeyde triinler vermelidir. En sik kullanilan enzimler; galaktozidaz, alkalin fosfataz,

glukoz oksidaz ve bayir turpu (horseradish) peroksidazdir.

2.8.2. immiinfluoresan Yontemi:

Bu ydntemde enzim- substrat iligkisi yerine ayn1 islevi goren floresan maddeler
kullamlir.  Ideal floresan madde yiiksek oranda, kisa dalga 1smnlarim
arbsorblayabilmelidir. Bu yontemde kullanilan floresan maddeler Floresan
Izotiyosiyanat (FITC), Tetrametil Rodamin Izotiyosiyanat (TRITC), Fikoeritrin (PE),
Akridin turuncusu (AO)’ dir. Floresan mikroskopta, antikorlara bagli bu maddeler icin

uygun filtreler kullanilarak isaret yesil, kirmizi veya mavi renklerde gozlenir.

2.8.3. immiinaltin Yontemi:

Immun altin ydnteminde isaret maddesi olarak antikora kolloidal altin
partikiilleri  baglanir. Immiin isaret, giimiis tuzlariyla yapilan bir rediiksiyon
tepkimesiyle altin partikiillerinin giimiis metali ile kaplanmasi sonucu alinir. Isik
mikroskobunda kullanilan immiin isaretleme yontemi calisilacak doku ve kullanilacak

antikora gore secilir.
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Arastirilan proteinin 151k mikroskopu altinda goriilebilir hale gelmesi i¢in gesitli

yontemler kullanilir:

1. Direkt Yontem

2. Indirekt Yéntem

3. Protein A yontemi

4. Isaretlenmemis antikor yontemleri (Enzim-Anti-Enzim Ydéntemleri)
5. Immiinaltin yéntemi

6. Avidin-Biotin Yontemi

2.8.4. Streptavidin-Biotin Yontemi

Avidin (yumurta beyazi1 glikoproteini) ve biotinin (suda ¢oziinen vitamin)
birbirlerine baglanma o6zelliginden yola ¢ikilarak uygulanir. Avidin, biotin i¢in 4
baglanma bolgesine sahiptir. En sik kullanilan yontem, Avidin-Biotin Enzim Kompleks
(ABC) ve Labeled Streptavidin-Biotin (LSAB)’dir. Streptavidin bakterial bir proteindir
ve daha az spesifik olmayan boyama yaptigindan avidin yerine kullanir. Enzim
kompleksi, biotinlenmis enzim (horseradish Peroksidaz (HRP) veya Alkalin Fosfataz
(AP)) ve avidindir.

Avidin-biotin-enzim kompleksi biotinlenmis ikincil antikor ile baglanir.
Isaretlenmemis birincil antikor ilavesi yapilir. Biotinlenmis ikincil antikor, primer
antikora baglanir. Avidin-biotin-enzim kompleksi eklenerek biotinlenmis ikincil

antikora baglanmasi saglanir. Kromojen soltisyonu en sonda ilave edilir (126, 127).



3.1. Geregler

3.1.1. Kullanilan Cihazlar
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3. GEREC VE YONTEM

Tez ¢alismamizda kullanilan cihazlar asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 3-1 Kullanmilan Cihazlar

Cihazlar Markasi
Etlv Elektro-Mag M420B
Mikrodalga firin Beko 1550
pH metre Scheat pH-meter CG825
Vorteks Elektro-Mag M16
Mikrotom Reichert 390965
Hassas tarti Ohaus Galaxy 4000
Saf su cihazi Millipore Elix3
Buzdolab1 Profilo
Derin dondurucu (-20) Bosch
Isik Mikroskobu Olympus optical (CHL2-FM3)
Isik Mikroskobu- Leica (DM 2500)
Isik mikroskobu kamerasi Leica (DFC 280)
Mikropipetler Ependorf
Santrifij Hettich

Spektrofotometre

Thermo Scientific




3.1.2. Kullanilan Ticari Kitler
Tez calismamizda kullanilan ticari kitler asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 3-2 Kullamilan Ticari Kitler

34

Kit Ad1 Markasi
Collagen 1 Mouse Monoclonal Antibody (4H10) 100 Abbkine
ul
Collagen 3A1 Polyclonal Antibody 100 pl Abbkine
TGF-B1 Mouse Monoclonal Antibody (10E5) 100 ul Abbkine
Sirius Red Picrate for collagen and bilirubin Bio- Optica
Masson Trichrome Goldner with light green Bio- Optica
ZytoChem Plus HRP Kit, Broad Spectrum ZYTO
ZytomedSystems, G829-2 Antibody Dillient ZYTO

3.1.3. Kullanilan Kimyasallar
Tez calismamizda kullanilan kimyasallar asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 3-3 Kullanilan Kimyasallar

Kimyasallar Markasi
Toluen Gr For Analysis, 2,5 It Merck
PBS Tablet (1 tablet=100 ml) Bir kutu=100 adet MPbio
Ethanol absolute Gr For Analysis, 2,5 It Merck
Notralin Formaldehit Manuel hazirlandi.
Sitrat Tamponu (pH:6) Manuel hazirlandi.
%3’luk H202 Cozeltisi Manuel hazirlandi.
DMSO Santa Cruz
Trombin Multifibren U Siemens Healtcare Diagnostics
CaCl; Santa Cruz
Ksilazin Rompun %2 Bayer
Steril Apirojen Izotonik NaCl ¢ozeltisi Medifleks Eczacibasi
Ketamin Ketasol %10 Richer Parma




3.1.4. Kullanilan Sarf Malzemeler

Tez calismamizda kullanilan sarf malzemeler asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 3-4 Kullanilan Sarf Malzemeler
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Lam Pozitif Yukld, 72°lik kutu

Lam Saklam Kutusu (100’1ik)

Lamel 24x60 Bir kutu= 100 adet

Mikrotom bigagi

Ependorf

Firca

Boyama kabi

Sale




3.2. YONTEM
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Calismamiz i¢in gerekli olan materyallerin temin edilmesinin ardindan deneysel

caligmalarimiz stiresince uygulanan islem siras1 asagidaki sekilde verilmistir.

3.2.1. Tampon ¢ozeltilerin hazirlanmasi:

Hayvan Deneyleri

Tedavi gruplarma uygulanacak
cozeltilerin hazirlanmasi

Deney Hayvanlarinda Eksizyon
yontemi ile yara modelinin
olusturulmasi

Hayvan deneyleri

Yaralarin takibi, belirlenen giinlerde
deri biyopsisi alimi1 ve deney
hayvanlarmin sakrifikasyonu

Deri biyopsilerinin rutin doku
takibi prosediirii ile takibi

Takibi yapilan biyopsi
orneklerinin parafin
maddesiyle bloklar haline
getirilip kesitlerinin alimmasi

calismamizda belirttigimiz
boyalar ile boyanmasi

I N

Kesitleri alinan orneklerin ]

Boyanan orneklerin
histokimyasal ve
immiinohistokimyasal analizi

Sekil 3-1 Calismamizda uygulanan islem sirasi

» CaClz¢0zeltisi ve Trombin hazirlanmasi:
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1,1 gram CaClz, 10 ml distile su sulandirilarak 10 milimolar CaCl; ¢6zeltisi hazirlandi.
2 ml Multifibren U Trombin 2 ml distile su ile sulandirildi. Her iki ¢ozelti de PRP’nin
trombosit i¢eriginin aktiflestirilmesinde kullanildi.

DMSO ¢ozeltinin hazirlanmasi (%25°lik):

1 ml DMSO, 3 ml PBS ile sulandirilarak hazirlanan seyreltik DMSO ¢ozeltisi lipidlerin

¢ozdiiriilmesi amaciyla kullanilda.

PBS (Ph:7.2)

Ozellikle hiicre kiiltiirii calismalarinda ortamin tuz dengesi ve asiditesini
ayarlamak icin kullanilan soliisyondur. Igerigi NaCl, potasyum fosfat monobazik ve
sodyum fosfat dibazikten olusur. PRP ve lipid fraksiyonunun tedavi amag¢l kullanimina

hazirlanmasi i¢in kullanildi.

3.2.2. PRP ve PRP’ den izole Edilen Lipid Fraksiyonunun Hazirlanmasi

3.2.2.1. PRP’nin Hazirlanmasi:

Literatire uygun olarak anesteziklerin enjekte edildigi deney hayvanlarimizdan

herhangi bir ayrim gézetmeksizin segilen birinin kalbinden 10 ml periferik kan alindu.

Kan, hemolize ugramamasi i¢in 1.2 ml Sodyum sitrat (0.109 Molar) icerikli tuplere

alindi.

16 dakika 8000 rpm hizla santrifiij uygulandi.
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Santrifiij sonrasi olusan seffaf renkli plazma kismi ayr1 bir tiipe alindi. Elde edilen bu
kisim PRP’dir (128).

3.2.2.2. Lipid fraksiyonunun hazirlanmasi:

Elde edilen PRP’den 0.5 ml alinarak trombositlerinin uyarilmasi amaciyla 5 ml CaCl,

ve 5 ml Trombin ile ayn1 ependorfta birlestirilip 30 dakika 37 °C de inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan 4000 rpm hizla 14 dakika santrifiij uyguland1 ve st faz

(supernatant) alinarak 200 pl supernatant + 1000 pl saf (%2100) etanol eklendi.

Karisima 11 dakika sonikasyon ve 5 dakika vorteks uygulandiktan sonra -20 °C’de
overnight (15 saat) birakild1 (5).

Overnight inkiibasyonun ardindan 15.000 rpm hizda 30 dakika boyunca santrifiij
uygulandi. Elde edilen supernatant lipid fraksiyonu ve alkol karisimi igeren kisimdir.

Lipid fraksiyonu ve alkol igerikli stipernatant kismin alkol igerigi Azot gazi kullanilarak
uzaklastirildi. TUpin dip kisminda olusan beyaz c¢okeltiler PRP’den izole edilen lipid

fraksiyonudur.

Lipid fraksiyonu, tedavi ig¢in kullanilmasi amaciyla DMSO (%25°1ik) icerisinde

cozduruldu.

3.2.2.3. Lipid fraksiyonunun konsantrasyonunun belirlenmesi:

Izole edilen lipid fraksiyonunun konsantrasyonunu belirlemek i¢in spektrometre
cihaziyla Olgim yapildi. Spektrum taramasi 200-240 nm dalga boylari arasinda
yapilarak lipid fraksiyonu konsantrasyonunun 206.9 nm dalga boyunda oldugu

g6zlemlendi.
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3.2.2.4. PRP icin trombosit sayim yapilmasi:

Elde edilen PRP, 4 kat diliie edilerek Hemogram cihaziyla Trombosit sayim1 yapildi.
220 x 103 trombosit sayildi.

Literatiire gore 1 yaraya uygulanacak total trombosit sayis1 280 x 107 (28 milyon) olacak
sekilde PRP ve lipid fraksiyonu igeriginde bulunan trombosit miktarlar1 hesaplandi ve
her yara basina 50 pl uygulanacak sekilde (280 milyon trombosit igerecek sekilde)
hazirland1 (129).

3.3. Hayvan Deneyleri

3.3.1. Gruplarin olusturulmasi:

Deney hayvanlarimiz rastgele segilerek, lipid fraksiyonu ve PRP uygulanmak
tizere her bir grup i¢in 6’sar adet; DMSO uygulanmak tzere ve SHAM (kontrol grubu)
higbir etken maddesi uygulanmamak tizere her bir grup icin 4’er adet olacak sekilde

toplamda 20 hayvan 4 farkli gruba ayrilmustir.

3.3.2. Yara Modelleri:

Gruplarin belirlenmesinin ardindan, literatiirde yer alan bilgiler dogrultusunda
anesteziklerin etki siireleri dikkate alinarak yara olusturulmasi sirasinda ve deriden her
biyopsi alimindan 15 dakika 6nce deney hayvanlarimiza intraperitonal yolla 10 mg/kg
dozda Ksilazin HCI ve 50 mg/kg dozda ketamin HCI anestezisi uygulanmistir (130).
Literatlire dayali olarak hayvanlarun yara bolgesine ulasmamasi i¢in sirt bolgesi tiras

edilerek % 70’lik alkolle dezenfekte edilmistir.
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Sekil 3-2 Deney hayvanlarinda yara alanlarimin olusturulmasi

Olusturulacak yaralarin ilk alanlarimin her hayvanda standart bir bi¢imde olmasi
icin kalip bir levha olusturularak yara sekilleri doku kalemi ile tiiysiiz deriye ¢izilmistir.
Ardindan puch biyopsi teknigi kullanilarak 1.2 cm ¢apinda diresel 3 adet eksizyon
yontemi ile yara modeli olusturulmustur. Yaralarin iki tanesi orta hattin sag bolgesinde,
bir tanesi de sol bolgesinde birbirlerine yaklasik olarak esit mesafelerde olacak bigimde
acilmistir. Sekil 3-2’de hayvanlarin sirt bolgelerinde olusturulan yaralarin konumu

gosterilmektedir.



41

3.3.3. Tedavilerin uygulanmasi ve biyopsi alimi:

Yara modelinin Sekil 3-2’deki gibi olusturulmasinin ardindan her gruptan
cerrahi aletler yardimiyla alinan deri parcalar1 0.gin biyopsisi olarak kabul edildi.
0.glinde tiim gruplar i¢in belirlenen tedaviler uygulanarak yaralar ilizeri acik halde

birakildi. Hayvanlar her biri ayr1 bir kafese alinmak suretiyle yerlestirildi.

Yara olusumundan 3 giin sonra her gruptan 3. giin deri biyopsileri alind1 ve
diger 2 yaraya gruplarina uygun olarak tedavi uygulandi. Yaralanmanin 7 giin
sonrasinda tedavi uygulandigi saatlere yakin saatlerde 7. giin biyopsileri alind1 ve kalan
son yaraya da gruplarima gore tedavileri gergeklestirildi. Yara olusumundan 14 giin
sonra yine ayni saatlerde gruplarimizdan 14. giin biyopsileri alinarak tiim deney
hayvanlarimiz, deney hayvanlar etigine uygun bigimde yiiksek dozda anestezik

uygulanarak sakrifiye edildi.

3.3.4. Biyopsilerin muhafaza edilmesi:

Gruplarimizdan aldinan yara biyopsileri izotonik NaCl ile sterilize edilerek yara
tizerindeki kan uzaklastirildi. Biyopsi 6rnekleri bistiiri yardimi ile parg¢alanarak %10’ luk
tamponlanmis notralformaline alinmistir. Total biyopsi 6rnegimizin sayis1 61 adettir ve
60 tanesi 3, 7 ve 14. giinlerde alinan biyopsiler olup 1 tanesi ise 0. giinde alinan deri

Ornegidir.
3.4. Histopatolojik inceleme Deneyleri

Yara alanindan anestezi altinda alinan deri dokusu biyopsi 6rnekleri %10’ luk
notral formalin ile +4°C’de bir gece fikse edildi. Rutin doku takip protokoliine uygun
sekilde yikselen (%70-%100) alkol serilerinden gegirilerek dehidratasyon islemine tabi

tutuldu ve ardindan parafine gomiildii.

Parafin bloklar haline getirilmis olan doku 6rneklerinden mikrotom (Leica) ile 4
um kalinlhiginda alinan kesitle, pozitif sarjli lamlar {izerine alindi. Bir gece 37°C’deki
etlivde bekletildikten sonra kesitlerin lamlara yapismasi saglandi. Toluolde deparafinize
edilen kesitler inen alkol serisinden (%100-%70) gecirilerek distile suya indirildi.

Kesitlere sirasiyla Masson Trikrom ve Sirius Red boyasi uygulandi.
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3.4.1. Masson Trikrom Boyama

Kesitlere Masson Trikrom Boyama (Bio-Optica, Katalog No: 04-011802) Kiti

igerisinde Onerilen protokol uygunlandi.

Pozitif sarjli lamlara aliman kesitlerin toluolde parafininin giderilmesinin ardindan
strastyla %100’lik, %96 ’lik ve %70’lik yiikselen alkol serilerinden 2’ser dakika siireyle
gecirildi.

. Distile suya indirilerek dehidrasyon islemi gergeklestirildi.

Kesitlerden distile su uzaklastirildi ve lam {izerindeki fazla su alind1.

. Ardindan kesitler iizerine 6 damla A soliisyonu ve 6 damla da B soliisyonu eklendi ve
10 dakika beklendi.

Kesitler 3-4 saniye distile suda yikand1 ve fazla su kuru bir pegete ile giderildi.
Sonrasinda 10 damla D soliisyonu eklendi ve 4 dakika beklendi.

4 dakika sonunda kesitler distile suda yikand1 ve fazla su uzaklastirildi. Sonrasinda 10
damla E solusyonu eklendi ve 10 dakika beklendi.

10 dakika sonunda, kesitler yikanmadan {izerindeki fazla soliisyon kuru bir pecete ile
kurutuldu ve 10 damla F solusyonu eklenerek 5 dakika beklendi.

. Kesitler hizl1 bir sekilde sirasiyla %70, %96 ve 1 dakika boyunca da %100’liik ytikselen
alkol (Etanol) serilerinden ve hemen ardindan da toluolden geg¢irildi.

. Tum kesitler Entellan ile kapatildu.
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3.4.2. Sirius Red Boyama

Kesitlere Sirius Red Boyama kiti (Bio-Optica ve Katalog N0:04-121873 )

igerisinde Onerilen protokol uygunlandi.

. Pozitif sarjli lamlara alinan kesitlerin toluolde parafininin giderilmesinin ardindan
strastyla %100’lik, %96 ’lik ve %70’lik yiikselen alkol serilerinden 2’ser dakika siireyle
gecirildi.

. Distile suya indirilerek dehidrasyon islemi gergeklestirildi.

. Kesitlerden distile su uzaklastirildi.

. Kit i¢inden ¢ikan A soliisyonundan kesitlerin tizerine 10’ar damla eklendi ve 50 dakika
beklendi.

. 50 dakika sonunda kesitler yine kit icerisinden ¢ikan B (tampon) soliisyonunda
duruland.

. Kesitlerin lizerine 10 damla C soliisyonundan damlatildi ve 3 dakika boyunca beklendi.

. Kesitler 3 dakika boyunca akan ¢esme suyu altinda bekletildi.

. Ornekler izl bir sekilde sirasiyla 3’er dakika boyunca %70, %96, %100°liik yiikselen
alkol (Etanol) serilerinden ve hemen ardindan da 3 dakika toluolden gecirildi.

. Boyanmuis kesitler Entellan ile kapatildi.

3.5. Immiinohistokimya Boyama

Immiinohistokimyasal boyama islemi icin streptavidin-peroksidaz immiin
boyama yontemi uygulandi. Kollajen 1 Mouse Monoklonal Antibody (Abbkine,
Katalog No: ABM40379) (1:50 dilue), Kollajen 3A1 Poliklonal Antibody (Abbkine
Katalog No: Abp53732) (1:100 dilie) ve TGF-B1 Mouse Monoklonal Antibody
(Abbkine Katalog No: Abm40281) (1:50 dilie) primer antikorlar1 kullanilarak
ZytoChem Plus HRP (BroadSpectrum) (Katalog No: HRP-S-030) kiti ile immin
boyama gergeklestirildi. Kitin iginde tavsiye edilen boyama islem sirasi1 antikorlara gore
duizenlenerek takip edildi. Tum antikorlar Zytomed Systems, Antibody Diluent ile dilte

edilerek uygulandi.
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. Pozitif sarjli lamlara alinan kesitlerin toluolde parafininin giderilmesinin ardindan

strastyla %100’lik, %96 ’lik ve %70’lik yiikselen alkol serilerinden 2’ser dakika siireyle
gecirildi.

. Distile suya indirilerek dehidrasyon islemi gerceklestirildi.

Kesitler Sitrat tampon (pH:6.0) ile muamele edilerek 2’ser dakika olmak 3’er kez
mikrodalga firinda kaynatilarak antijen iyilestirilmesi yapildi.

Sitrat uzaklastirilirak distile su eklendi.

Kesitler Uzerindeki fazla su kuru bir pecete giderildi.

Endojen peroksitlerin maskelenmesi icin %3’lik Hidrojen Peroksit ile 10 dakika

muamele edildi.

. Kesitler PBS ile 3 kez 6 dakika yikandh.

Istenmeyen zemin boyanmasini engellemek icin Bloking soliisyonu ile 5 dakika

muamele edildi.

. PBS ile 2 dakika yikandi.
10.
11.

Kesitler Uzerindeki fazla PBS kuru bir pecete ile 6rnek ¢evresinden giderildi.

Diliie edilen Primer Antikor, Ornekler iizerine damlatildi. Negatif kontrol amaclh
kullandigimiz 6rnege ise PBS damlatildu.

Primer Antikor uygulanmis drnekler Parafilm ile kapatildi.

Ornekler 1 gece boyunca +4 C’de nemli ortamda bekletildi.

PBS ile 3 kez 2’ser dakika yikandi.

Biotin ile isaretli 2. Antikor ile 13 dakika muamele edildi.

PBS ile 3 kez 6 dakika yikand1 ve 6rnek ¢evresindeki fazla PBS uzaklastirildi.

Ornekler Streptavidin-Peroksidaz ile 12 dakika muamele edildi.

PBS ile 3 kez 6 dakika yikandi.

Substrat-Kromojen AEC soliisyonu ile renk reaksiyonu Isik mikroskobu altinda
goriilene kadar muamele edildi.

Kesitler distile su igine alinarak reaksiyon durduruldu.

Kesitler Mayer’s Hematoksilen ile 20 saniye zit boyama yapildi.

Cesme suyunda boyanin fazlasi giderildi ve PBS ile 30 saniye morartma islemi
gerceklestirildi.

Kesitler distile suya alindi.

Kesitler Gliserin jel kapama medyumu ile kapatildi.
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3.6. istatiksel Analiz ve Skorlama

Elde edilen histopatolojik ve immiunohistokimyasal bulgularin histopatolojik
skorlamas: Galeano ve ark. (2006) metodu ile yapildi (134) (Tablo 3-5). Skorlarin
istatiksel analizini degerlendirmek amaciyla Graphed Prisim 5 istatistik programi

kullanildi. Ayrica bulgularin verilen skor degerlerine gore istatiksel analizleri, One Way

Anova ve post test olarak da Bonferroni’s Coklu Karsilastirmali testleri ile yapildi.

Tablo 3-5 Yara iyilesmesinde gozlemlenen asamalarin gosterdigi bulgularin skorlanma

yoéntemi
Skor Reepitelizasyon Granulasyon Anjiyogenez
0 Dokunun % 70'inde epitelyal Dokunun % 70'inde Anjiyogenezin yoklugu,
proliferasyonun yoklugu olgunlagmamis ve enflamatuar tikaniklik, hemoraj, 6dem
doku varhigi
1 Dokunun % 60'inda zayif epidermal  Dokuda % 60 oraninda ince Yara alanina diisen 1-2
organizasyon olgunlasmamig ve enflamatuvar damar, 6dem, kanama,
doku tikaniklik
2 Dokunun % 40'inda eksik Dokunun% 40'1nda orta yeniden Yara alanina diisen 3-4
epidermal organizasyon modelleme damar, orta 6dem ve
tikaniklik
3 Dokunun % 60'inda orta epitel Dokunun % 60'inda kalin Yara alanina diisen 5-6
proliferasyonu Graniilasyon tabakasi ve iyi damar, hafif ddem ve
olugmus kollajen matrisi tikaniklik
4 Dokunun ~ %80'inde  epidermal  Dokunun %80'inin Epitel yiizeye dogru 7'den

yeniden modellenme

organizasyonunun tamamlanmast

fazla damar olusumu
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4. BULGULAR

4.1. Bulgularin Histolojik Degerlendirmesi

Yara modelini olusturulmus gruplardan 3, 7 ve 14. gilinlerde alinan deri biyopsi
dokularindan elde edilen kesitlere Masson Trikrom ve Sirius Red boyalart ile
histokimyasal boyamalar yapildi. Histopatolojik Skorlama Galeano ve ark. (2006)
metodu ile yapildi (Tablo 3-5). Bu metoda goére 14.ginde her bir grup icin normal bir
yara iyilesmesinin proliferasyon asamasinda gozlemlenen graniilasyon olusumu,
Anjiyogenez ve Reepitelizasyon fazlariin gosterdigi bulgulara gore skorlandirildi. Bu
kriterlere gore skorlandirilan SHAM, DMSO, PRP ve lipid fraksiyonu gruplarimiz One

Way Anova testi ile istatistiksel olarak degerlendi.

Anlamli fark gorulenlerde post test olarak Bonferroni’s Coklu Karsilagtirmali
Testi kullanilarak gruplar arasindaki yara iyilesmesi asamalar1 degerlendirildi (Tablo 4-
1). Bonferroni’s Coklu Karsilastirmali Testine gore c¢alismada yer alan tiim gruplar
arasinda ¢ok ileri derecede anlamli fark saptandi (p<0,001) (Tablo 4-1).

Tablo 4-1 Tiim gruplara ait yara iyilesme skor degerlerinin Bonferroni’s Coklu

Karsilatirma Testi’ne karsilastirilmasi

LF PRP DMSO SHAM pP*
Granilasyon 3.48 £0.04™ 3.65+0.07" 2.46+0.117 1.53+£0.08 <0,0001
Anjiyogenez 3.53+0.13" 3.76 £ 0.04™ 2.54 +0.07" 2.05+0.14 <0,0001
Reepitelizasyon 3.59+0.05®  3.89+0.08% 3.09 +0.157 2.77+0.11 <0,0001

Veriler, Ortalama + Standart sapma olarak verilmistir.
* Gruplarin Bonferroni’s ¢coklu karsilastirma testine gére karsilastirimast.
“Bonferroni's ¢oklu karsilastirma testinde DMSO ve SHAM grubuna gére anlamli (p <0,05).
#SHAM, Lipid fraksiyonu ve DMSO gruplarina gore anlamli (p <0,05).
®DMSO ve SHAM gruplarina gére anlamli (p <0,05).
*SHAM grubuna goére anlamli (p <0,05).
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4.1.1. Graniilasyon olusumu:

Yara iyilesmesinde proliferasyon asamasinda gozlenen Graniilasyon olusumu,
histokimyasal boyanma bulgularina gére degerlendirilerek skorlandi. Elde edilen tiim
veriler One Way Anova testi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Ayrica
aralarindaki farkin anlamli olup olmadigini gérmek amaciyla Bonferroni’s ¢oklu
karsilagtirma testine gore istatistiksel olarak degerlendirildi. Lipid fraksiyonu ve PRP
uygulanan gruplarda Granillasyon dokusunun kalinliginin  SHAM ve DMSO
uygulanmis gruplarina gore ileri derecede anlamli oldugu saptandi (p<0,0001) (Sekil 4-
1). Lipid fraksiyonu ve PRP gruplarinda kalin bir graniilasyon dokusu gozlenirken
SHAM grubunda ince granilasyon dokusu, DMSO grubunda ise orta kalinlikta bir
graniilasyon dokusu oldugu saptandi. Granilasyon olusumunda, skorlamalar gruplar
arasinda ikili kiyaslamalar yapilarak degerlendirildiginde PRP grubunun lipid
fraksiyonu grubuna gore, DMSO grubunun ise SHAM grubuna gore anlamli olarak
daha yiiksek oldugu (p<0,05) saptand1 (Sekil 4-1) (Sekil 4-6).

Graniilasyon
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Sekil 4-1 Gruplarin Graniilasyon dokusu olusumu skorlarimin karsilastirilmasi

*kk

SHAM, Lipid fraksiyonu ve DMSO gruplarina gore anlamli (p <0,05).
“DMSO ve SHAM gruplarina gére anlamli (p <0,05).
“SHAM grubuna gore anlamli (p <0,05).
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4.1.2. Anjiyogenez:

Proliferasyon asamasinda gozlenen 2.faz olan Anjiyogenez fazi, yukarida
belirtilen boyalar ile boyanmis ve yukarida belirtilen istatistik testleri uygulanarak
degerlendirilmistir. SHAM ve DMSO gruplarinda her alanda ortalama 3-4 damar
gozlendi. Lipid fraksiyonu grubunda tim alanlarda 5-6 damar yapi1 gozlenirken PRP
uygulanan grupta bazi alanlarda 5-6 bazi alanlarda ise 7 ve lizeri damar yapis1 gézlendi.
Istatistik olarak degerlendirildiginde SHAM ve DMSO grubuna gore lipid fraksiyonu ve
PRP gruplarimin Anjiyogenez fazi skorlarinin anlamli olarak yiiksek oldugu (p<0,05)
saptand1i. Ayrica ikili kiyaslamalarla degerlendirildiginde PRP grubunun, lipid
fraksiyonu grubuna (p<0,05), DMSO grubununda SHAM grubu gore anlamli olarak
daha yiiksek oldugu goriildii (p<0,05) (Sekil 4-2) (Sekil 4-6).
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Sekil 4-2 Gruplarin Anjiyogenez skorlarinin karsilastirilmasi
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SHAM, Lipid fraksiyonu ve DMSO gruplarina gore anlamli (p <0,05).
“DMSO ve SHAM gruplarina gére anlamli (p <0,05).
“SHAM grubuna gére anlamli (p <0,05).
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4.1.3. Reepitelizasyon:

Proliferasyon asamasinda gozlenen 3.faz olan Reepitelizasyon fazi boyama sonuglarina
gore skorlanip istatistik olarak degerlendirildi. Yapilan skorlamada SHAM ve DMSO
gruplarina gore lipid fraksiyonu ve PRP gruplarinda reepitelizasyonun tamamlanmis
oldugu goriildii. ikili kiyaslamalarda ise lipid fraksiyonu grubunun reepitelizasyon
oraninin PRP grubuna goére, DMSO grubunun ise SHAM grubuna oranla anlamli
derecede yiiksek oldugu saptandi (p<0,05) (Sekil 4-3) (Sekil 4-6).

Reepitelizasyon
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Sekil 4-3 Gruplarin reepitelizasyon skorlarimin karsilastirilmasi
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SHAM, Lipid fraksiyonu ve DMSO gruplarina gore anlamli (p <0,05).
“DMSO ve SHAM gruplarina gére anlamli (p <0,05).
“SHAM grubuna gére anlamli (p <0,05).
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| SIRIUS RED | |MA550N TRIKROMI

14. Giin 14. Gin

A\

Sekil 4-4 Tiim gruplarin deri doku kesitlerine ait Sirius Red (3. 7. ve 14. guinler) ve Masson Trikrome (14.
giin) boyamasi. (x50 buyutme)

4.2. Bulgularin immiinohistokimyasal Degerlendirilmesi

Calismamizda deney hayvanlar {izerinde yara modelleri olusturarak; PRP, PRP’den
elde edilen lipid fraksiyonu ve DMSO uyguladigimiz ve SHAM (hicbir etken maddesi
uygulamadigimiz) gruplarinda yara iyilesmesi siirecleri takip edildi. Yara iyilesmesinin
3, 7 ve 14. giinlerde alinan deri biyopsi &rneklerinde Immiinohistokimyasal analiz igin
kesitlere TGF-B, Kollajen 1 ve Kollajen-3 immunohistokimya boyamasi uygulandi. Her
bir grup icin elde edilen yara skorlar1 One Way Annova testi ile istatistiksel olarak
degerlendirildi. Anlaml fark goriilen gruplar arasinda posttest olarak Bonferroni's
Coklu Karsilastirma Testi kullanilarak gruplar arasindaki ekspresyon anlamlilig

degerlendirildi.
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4.2.1. Immiinohistokimya Boyama Yoéntemi ile TGF-p Ekspresyonlarinin
Histolojik Degerlendirilmesi (Sekil 4-7):

TGF-B, keratinositler, trombositler, makrofajlar, diiz kas hcreleri, lenfositler,
fibroblastlar ve epitelyal hiicreleri tarafindan salgilanan hem fibroblastlarin yara alanina
gocunu ve proliferasyonunu hem de Kollajen sentezini uyaran 6nemli bir yara
iyilesmesi faktorudir. Immiinohistokimya boyama yontemi uygulanan tim deney

gruplarimizda TGF-§ immunopozitifligi, yarikantitatif olarak degerlendirildi.

Tablo 4-2 Deney gruplarimn giinlere gore TGF-p immiinpozitifliginin degerlendirilmesi

TGF-p LF PRP DMSO SHAM p*
3.Gln 1.75 £ 0.06™ 1.93+0.07" 1.32 £ 0.05° 0.76 £ 0.07 <0,0001
7.GUn 2.40 £ 0.04™ 2.54+0.06™ 1.63 +0.04° 1.25+0.05 <0,0001
14.Gln 1.09 £ 0.01™ 0.70 £ 0.07" 1.85+0.06° 1.70 £ 0.06 <0,0001

Veriler, Ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

* Gruplarin Bonferroni’s ¢coklu karsilastirma testine gore karsilastiridmasi.

“Bonferroni's goklu karsilastirma testinde DMSO ve SHAM grubuna gore anlamli (p <0,05).
aSHAM, Lipid fraksiyonu ve DMSO gruplarina gore anlamli (p <0,05).

®DMSO ve SHAM gruplarina gore anlamli (p <0,05).

¢ SHAM grubuna gére anlamli (p <0,05).

4.2.1.1. 3.9Un TGF-p ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesi:

Yara iyilesmesinin 3. giiniinde alinan Orneklerin TGF-f immiinpozitiflik
skorlart Anova testi ile degerlendirildiginde, gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark goriilmektedir (p<0,0001). Bonferroni's testi ile gruplarin kendi aralarinda
karsilastirilmasi ile de PRP ve Lipid fraksiyonu uygulanan gruplarin TGF-f ekspresyon
seviyeleri, DMSO ve SHAM grubuna gore anlamli olarak yiiksektir (p<0,05). Ayni
zamanda PRP grubunun degerleri, lipid fraksiyonuna gére anlamli olarak yiiksektir
(p<0,05) (Tablo 4-2).
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4.2.1.2. 7.9Un TGF-p ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesi:

Yara iyilesmesinin 7. giiniinde alinan Orneklerin TGF-f imminpozitiflik
skorlar1 Anova testi ile degerlendirildiginde, gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark goriilmektedir (p<0,0001). Bonferroni's testi ile gruplarin kendi aralarinda
karsilastirilmasi ile de PRP ve Lipid fraksiyonu uygulanan gruplarin TGF-p ekspresyon
seviyeleri, DMSO ve SHAM grubuna gore anlamli olarak yiiksektir (p<0,05). Ayni
zamanda PRP grubunun degerleri, lipid fraksiyonuna gore anlamli olarak yiiksektir
(p<0,05) (Tablo 4-2).

4.2.1.3. 14.gun TGF-p ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesi:

Yara iyilesmesinin 14. giiniinde alinan oOrneklerin TGF-f immunpozitiflik
skorlar1  Anova testi ile degerlendirildiginde, gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark gortlmektedir (p<0,0001). Bonferroni's testi ile gruplarin kendi aralarinda
karsilagtirilmasi ile de PRP ve Lipid fraksiyonu uygulanan gruplarin TGF-3 ekspresyon
seviyeleri, DMSO ve SHAM grubuna gore anlamli olarak diisiiktiir (p<0,05). Ayni
zamanda PRP grubunun degerleri, lipid fraksiyonuna gore anlamli olarak daha diisiiktiir
(p<0,05) (Tablo 4-2).
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TGF-BETA

7. GUN

Sekil 4-5 TGF-p Antikoru ile immiinohistokimya yontemiyle boyanan érneklerin mikroskop

gorantileri (x50 bayutme)
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4.2.2. iImmiinohistokimya Boyama Yontemi ile Kollajen 1 Ekspresyonlarmnin

Histolojik Degerlendirilmesi (Sekil 4-8):

Kollajenler, ekstraseliler matriksin ana bilesenidir. Dermis tabakasinin % 85'i
kollajenden olusur. Kollajen, kemotaktik rolii nedeniyle yara iyilesmesi asamalarinin
her birinde 6nemli bir rol oynar. Yaralanmayi takiben fibroblastlar ve keratinositler gibi
hiicreleri yara alanina yonlendirir. Bu 0Ozelligiyle anjiyogenez ve reepitelizasyon
fazlarin1 uyarici etkisi vardir. Yara iyilesmesi siirecindeki iki baskin kollajen tipi
kolajen 1 ve 3’tiir. Kollajen 3 ekspresyon seviyesi, iyilesmenin erken asamalarinda
Kollajen 1 ekspresyonuna gore yaklasik olarak %20-%50 oraninda daha fazladir. Skar
olgunlagmasi sirasinda, iki kollajen tipi arasindaki ekspresyon orani dengeye ulagir. Bu
nedenle Kollajen 1'e gore artan Kollajen 3 miktari, olgunlasmamis bir yarayi tanimlar.
Immiinohistokimya boyama yontemi uygulanan deney gruplarimizda Kollajen 1 ve
Kollajen 3 immunopozitifligi, yarikantitatif olarak degerlendirildi. Immiinohistokimya
boyama yontemi ile Kollajen 1 ve Kollajen 3 uyguladigimiz deney gruplarimizin
mikroskop goriintiilerinin giinlere gére dagilimi Kollajen 1 i¢in Sekil 4-8’de, Kollajen 3
icin Sekil 4-9’da gosterildi.

Tablo 4-3 Deney gruplarimin giinlere gére Kollajen 1 immiinpozitifliginin degerlendirilmesi

Kollajen 1 LF PRP DMSO SHAM P>
3.Gln 1.29 £ 0.07® 1.35+0.017 0.88+0.01° 0.59 £ 0.06 <0,0001
7.GUn 2.04+£0.12™ 2.30+0.04™ 1.23£0.07° 1.15+£0.13 <0,0001
14.Gln 2.34+0.12™ 2.59+0.03™ 1.66 + 0.80° 1.64 £ 0.06 <0,0001

Veriler, Ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

* Gruplarin Bonferroni’s ¢oklu karsilastirma testine gore karsilastirilmasi.

* Bonferroni’s ¢oklu karsilastirma testinde DMSO ve SHAM grubuna gore anlamli (p <0,05).
aSHAM, lipid fraksiyonu ve DMSO gruplarina gére anlamli (p <0,05).

®DMSO ve SHAM gruplarma gére anlaml (p <0,05).

¢SHAM grubuna goére anlamli (p <0,05).
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4.2.2.1. 3.gun Kollajen 1 ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesi:

Yara iyilesmesinin 3. giiniinde alinan orneklerin Kollajen 1 imminpozitiflik
skorlar1 Anova testi ile degerlendirildiginde, gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli fark goriilmektedir (p<0,0001).

Bonferroni’s testi ile gruplarin kendi aralarinda karsilastirilmasi ile de PRP ve
lipid fraksiyonu uygulanan gruplarin Kollajen 1 ekspresyon seviyeleri, DMSO ve
SHAM grubuna goére anlamli olarak yiiksektir (p<0,05). Ayn1 zamanda PRP grubunun
degerleri, lipid fraksiyonuna gore anlamli olarak yiiksektir (p<0,05) ( Tablo 4-3).

4.2.2.2. 7.gun Kollajen 1 ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesi:

Yara iyilesmesinin 7. giiniinde alinan orneklerin Kollajen 1 imminpozitiflik
skorlar1 anova testi ile degerlendirildiginde, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark gorilmektedir (p<0,0001). Bonferroni’s testi ile gruplarin kendi aralarinda
karsilagtirilmas1 ile de PRP ve lipid fraksiyonu uygulanan gruplarin Kollajen 1
ekspresyon seviyeleri, DMSO ve SHAM grubuna gore anlamli olarak
yuksektir (p<0,05). Ayni zamanda PRP grubunun degerleri, lipid fraksiyonuna gore
anlamli olarak yiiksektir (p<0,05) ( Tablo 4-3).

4.2.2.3. 14.gun Kollajen 1 ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesi:

Yara iyilesmesinin 14. giiniinde alinan 6rneklerin Kollajen 1 imminpozitiflik
skorlar1 anova testi ile degerlendirildiginde, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark goralmektedir (p<0,0001). Bonferroni’s testi ile gruplarin kendi aralarinda
karsilagtirilmast ile de PRP ve lipid fraksiyonu uygulanan gruplarin Kollajen 1
ekspresyon seviyeleri, DMSO ve SHAM grubuna gore anlamli olarak
yuksektir (p<0,05). Ayni zamanda PRP grubunun degerleri, lipid fraksiyonuna gore
anlamli olarak yiiksektir (p<0,05) ( Tablo 4-3).
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SHAM

DMSO

LF

PRP

KOLLAJEN- |

Sekil 4-6 Kollajen 1 Antikoru ile Iimmiinohistokimya yontemiyle boyanan érneklerin mikroskop

gorantdleri (x50 buyutme)
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4.2.3. Immiinohistokimya Boyama Yontemi ile Kollajen 3 Ekspresyonlarinin

Degerlendirilmesi:

Tablo 4-4 Deney gruplarimin giinlere gore Kollajen-3 immiinpozitifliginin degerlendirilmesi

Kollajen 3 LF PRP DMSO SHAM p*

3.Gun 226+0.03*P 255+0.06*  1.82+0.04° 1.58 £ 0.04 <0,0001
7.Gun 1.83+005*  168+0.05™ 213+0.12¢ 1.94+0.04 <0,0001
14.Gun 0.76 £0.06 *® 0.63+0.04™ 1.33+0.04¢ 1.18+0.04 <0,0001

Veriler, Ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

* Gruplarin Bonferroni’s ¢coklu karsilastirma testine gore karsilastiriimasi.

* Bonferroni’s ¢oklu karsilagtirma testinde DMSO ve SHAM grubuna gore anlaml (p <0,05).
aSHAM, lipid fraksiyonu ve DMSO gruplarina gére anlamli (p <0,05).

®DMSO ve SHAM gruplarma gére anlamh (p <0,05).

¢SHAM grubuna gére anlamh (p <0,05).

4.2.3.1. 3.giin Kollajen 3 ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesi:

Yara iyilesmesinin 3. guninde alinan orneklerin Kollajen 3 imminpozitiflik
skorlar1 anova testi ile degerlendirildiginde, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark goralmektedir (p<0,0001). Bonferroni’s testi ile gruplarin kendi aralarinda
karsilastirilmas1 ile de PRP ve lipid fraksiyonu uygulanan gruplarin, Kollajen 3
ekspresyon seviyeleri DMSO ve SHAM grubuna gore anlamli olarak
yuksektir (p<0,05). Ayni1 zamanda PRP grubunun degerleri lipid fraksiyonuna gore
anlamli olarak yiiksektir (p<0,05) (Tablo 4-4).

4.2.3.2. 7.gun Kollajen 3 ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesi:

Yara iyilesmesinin 7. giiniinde alinan orneklerin Kollajen 3 imminpozitiflik
skorlar1 anova testi ile degerlendirildiginde, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark gortlmektedir (p<0,0001). Bonferroni’s testi ile gruplarin kendi aralarinda
karsilastirilmas1 ile de PRP ve lipid fraksiyonu uygulanan gruplarin Kollajen 3
ekspresyon seviyeleri, DMSO ve SHAM grubuna gore anlamli olarak
distiktiir (p<0,05). Ayni1 zamanda PRP grubunun degerleri, lipid fraksiyonuna gore
anlamli olarak daha diisiiktiir (p<0,05) (Tablo 4-4).
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4.2.3.3. 14.giin Kollajen 3 ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesi:

Yara iyilesmesinin 14. giiniinde alinan 6rneklerin Kollajen 3 imminpozitiflik
skorlar1 anova testi ile degerlendirildiginde, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark gorilmektedir (p<0,0001).

Bonferroni’s testi gruplarin kendi aralarinda karsilastirilmasi ile de PRP ve lipid
fraksiyonu uygulanan gruplarin, Kollajen 3 ekspresyon seviyeleri DMSO ve SHAM
grubuna goére anlamli olarak disiiktiir (p<0,05). Ayn1 zamanda PRP grubunun
degerleri, lipid fraksiyonuna gore anlamli olarak daha diistiktiir (p<0,05) (Tablo 4-4).

KOLLAJEN-III
3. GUN 7. GUN 14. GUN
SHAM
DMSO
LF
PRP

Sekil 4-7 Kollajen 3 Antikoru ile immiinohistokimya yontemiyle boyanan érneklerin mikroskop

gorantileri (x50 bayutme)
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5. TARTISMA

Yara iyilesmesi, uzun yillar boyunca tip alaninda iizerine olduk¢a ¢ok caligma
yapilan bir sliregtir. Yara iyilesmesi siireci, ¢ok sayida basamaktan olusan bir seri
molekdler olaylarin koordineli bir bigimde ard arda gelismesi sonucu olusur. Herhangi
bir etki vasitasiyla deri veya dokuda meydana gelen yaralanmalar sonucu olusan hasarin
kaliteli bir sekilde tamir edilmesi, yara alaninda minimum diizeyde skar (yara izi)
olusumunu saglamak, yaranin vermis oldugu aci hissini azaltmak ve iyilesme siirecini
daha da hizlandirmak gibi hedefler dogrultusunda yapilan caligmalar; tip diinyasini

alternatif tedavi yontemleri gelistirmeye itmistir.

Dokuda yaralanmay:1 takiben baslayan yara iyilesmesi siireci; inflamasyon,
proliferasyon ve olgunlagsma evrelerinden olusur. Bu evreler, molekiiler anlamda
karmasik olsa da birbirleriyle bir diizen igerisinde c¢alisarak tamir siirecini
gerceklestirirler. Yara iyilesme siirecinde bir¢ok faktor rol oynamakla birlikte bu surecte
blylme faktorleri ve sitokinlerin rolleri ayrintili olarak birgok ¢aligmada incelenmistir.
Biiylime faktdrleri, canlilarin biiyiime ve gelisim siirecinde yasamlarini devam
ettirmeleri i¢in hayatlar1 boyunca siiren kemotaksis, hiicre biiylimesi, farklilagmasi ve
cogalmast gibi hiicresel olaylar1 diizenler. Biiyiime faktorleri polipeptit yapida, olan
vicut gereksinimlerine gore biyume ile ilgili kimyasal ileti molekilleridir. Hcre
boliinmesini  aktif veya inaktif edebilen ve hiicrelerin 6zellesmis hiicrelere

farklilasmasini saglayan, ¢ok az miktarlariyla bile etkili olabilen proteinlerdir (131).

Yara iyilesmesinin dogal seyrinde biiylime faktorlerinin aktif olarak islev
gérmesi, yara alanina disardan tedavi yontemlerinin gelistirilmesi amacina 1s1k tutmus
ve arastirmacilar1 bu konu iizerine egilmeye yonlendirmistir. Ozellikle yara iyilesmesi
siirecinin proliferasyon evresinde gerceklesen hiicresel ve biyokimyasal olaylarin
koordinasyonu, biiyiime faktorlerinin {iretildigi hiicre gruplarin1 uyarmasi sonucu

gerceklesir (132).

Giliniimiizde iyilesmesi zor ya da iyilesmeyen kronik yaralari tedavi etmek
amaciyla biiyime faktorlerince zengin igerikli ~ biyokomponentlerin  tedavi

yontemlerinde kullanilmasi 6n planda tutulmaya baglanmistir.
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Son yillarda gergeklestirilen ¢aligmalarda, Trombosit’ten elde edilen PRP’nin
biiyiime faktorlerince yliksek orandaki igerigi sebebiyle yara tizerindeki iyilestirici etkisi
tespit edilmistir (133). PRP tedavisi uygulanarak, plastik cerrahi, dis hekimligi,

dermatoloji ve ortopedi gibi bircok alanda ¢alismalar gergeklestirilmistir.

Deney hayvanlar1 kullanilarak olusturulan modeller {izerinde gercgeklestirilen
caligmalar araciligiyla yara iyilesmesinin makroskopik ve molekiiler diizeydeki olaylari
arastirtlmaktadir. PRP ve igeriginin kesfedilmesiyle, bliyiime fakttrlerinin molekuler
mekanizmalarinin anlagilmast amaciyla gergeklestirilen ¢alismalar, PRP tedavisinin

klinik uygulamalardaki kullanimi i¢in yeni fikirler vermektedir.

Son yillarda gergeklestirilen ¢alismalarda, yara iyilesmesi siiresince sitokinlerle
beraber biyoaktif lipidlerin ve aracilarinin, hasarlanan deri dokusunun rejenerasyonu ve
inflamasyonun ¢ozilmesi icin roli olan mekanizmalarda énemli fonksiyonlara sahip
oldugu ortaya ¢ikmistir. Trombositlerde de bulunan ve trombosit hiicre zarindan yag
aside tirevlerinin enzimatik reaksiyonlar1 sonucu olusan eikozanoidlerin,
endocannobionidlerin ve sfingolipidlerin 6zellikle hemostaz ve deri inflamasyonu
Uzerinde etkilerinin oldugu ve inflamatuvar hiicrelerin yara alanina toplanmasini
etkileyerek derinin immiin yanitin1 diizenleyebilecegi gosterilmistir (6,7,8). S6z konusu
lipid aracilarmin Oncii molekiili olan PUFA’larin sistematik ve/veya topikal
uygulamasinin lipid aracilarinin olusumunu ve bunlarin etkinligini yara mikro
cevresinde diizenledigi ileri siiriilmiistiir. Ancak tezin kurgulandig1 ve yazildigi donemi
de icine alan siire¢ icindeki literatiir bilgimiz, lipidlerin yara iyilesmesi iizerine olan

etkisini arastiran ¢alisma sayisinin oldukga sinirlt oldugunu gostermektedir.

Bu konuda 2016 yilinda Hoeferlin ve ark. gerceklestirmis oldugu in vitro
caligmada, PRP bilesenlerinden protein yapida olanlarin yara bolgesindeki proteaz
aktivitesinden dolay1 pargalandigi ancak lipid kisminin iyilestirici etkiyi devam ettirdigi
ileri siiriilmistiir (5). Bu fikirle yola ¢ikilarak PRP’den izole edilen lipid fraksiyonu
iceriginin kronik yara modeli {izerindeki iyilestirici etkisinin gosterilmesi amaglanmis
ve elde ettikleri bulgularla da lipid fraksiyonu tedavisinin in vitro kronik yaralarin
iyilesme siirecinde iyilestirici etkisinin oldugu gosterilmistir (5). Elde ettikleri bulgulara
gore in vitro kronik yara iyilesme siirecinde; lipid fraksiyonu igeriginde yer alan lipid
aracilarinin bir sinifi olan Arasidonik asit tiirevli eikozonoidlerin 6zellikle iyilesme

stirecinde eksprese olduklari ve siirece olumlu katkida bulunduklari gosterilmistir.
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Hoeferlin ve ark.nin yapmis olduklart bu ¢alisma in vitro kronik yara modelinde
gerceklestirilmis ve konuyla ilgili bir in vivo g¢alismanin olmamasi literatiirde bir
bosluga sebep olmustur. Bu boslugu doldurmak amaciyla gergeklestirdigimiz
calismamiz, eksizyon yontemiyle olusturulan tam kat yara modeli tizerinde in vivo
olarak gerceklestirilmis ve PRP’den elde edilen lipid fraksiyonunun derinin yara
lyilesmesi siireci lizerinde iyilestirici bir etkisinin olup olmadigini incelemek amactyla
yapilmistir. Calismamizda ayni hipotez, in vivo olarak test edilip kaynagini bu noktadan

almustir.

Caligmamizin neticesinde yapilan mikroskobik hesaplamalardan ve histolojik
analizlerden elde edilen veriler degerlendirildi. Yaralanmay1 takiben 3, 7 ve 14.
giinlerde alman deri biyopsileri, rutin doku takip islemlerinden gecirilip, parafin
maddesine gomiilerek kat1 parafin bloklar haline getirildi. Ardindan her bloktaki doku
orneklerinden 3-5 pm kalinliginda kesitler pozitif sarjli lamlar {izerine alindi. TUm
doku kesitlerinin Masson Trikrom ve Sirius Red boyalar1 ile histokimyasal boyamalari
yapildi. Bu boyalar uygulanarak yara iyilesmesinin proliferasyon asamasinda goriilen
Granulasyon, Anjiyogenezve Reepitelizasyon fazlarmin gosterdigi bulgulara gore
histopatolojik skorlama yapildi. Histopatolojik skorlama, Galeano ve ark. (2006)

skorlama metodu ile yapildi.

SHAM, DMSO, PRP ve lipid fraksiyonu gruplarinin histopatolojik skorlari, One
Way Anova testi ile degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamli fark gorildu. Aym
zamanda Bonferroni’s ¢oklu karsilastirmali testi, calismamizda yer alan tiim gruplarin
birbirleri ile aralarindaki farkin istatiksel olarak anlamli oldugu sonucu verdi.
Sonuglarimiz, PRP tedavisi uyguladigimiz gruplarin skor ortalamalarinin; lipid
fraksiyonu tedavisi uyguladigimiz, DMSO uyguladigimiz ve SHAM (highir etken
maddesi uygulanmayan) gruplarin skor ortalamalarina gore anlamli olarak yiiksek

oldugunu gosterdi.
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PRP tedavisi uyguladigimiz gruplarin skor ortalamalari, lipid fraksiyonu tedavisi
uyguladigimiz gruplarin skor ortalamalarindan anlamli olarak az bir farkla daha yiiksek
cikt1. Bu istatistik sonuglarina gore PRP tedavisi uyguladigimiz gruplar, lipid fraksiyonu
uyguladigimiz gruplara oranla yara iyilesmesinin proliferasyon evresinde az bir farkla
olsa da daha hizli bir sonu¢ verdi. DMSO ve SHAM gruplarinin proliferasyon
evresindeki gelisimini ise bekledigimiz tizere PRP ve lipid fraksiyonu gruplarina gore

daha yavas tamamladi.

Yara iyilesmesinde eksprese oldugu bilinen ve aktif rolii olan TGF-$, Kollajen 1
ve Kollajen 3 proteinlerinin, ¢aligmamizda tedavi uyguladigimiz gruplarimizdaki yara
iyilesmesi siirecindeki ekspresyon seviyelerini incelemek amaciyla tiim doku kesitlerine
TGF-B, Kollajen 1 ve Kollajen 3 immiinohistokimya boyamasi1 uygulandi. Uygulanan
TGF-B, Kollajen 1 ve Kollajen 3 immiinohistokimya boyalarinin immiinpozitifliginin
her bir grup icin 3, 7 ve 14. giinlere gore yarikantitatif olarak skorlamasi yapildi.
Verilen skorlar kullanilarak One Way Anova testi uygulanarak, gruplar arasindaki

farkin anlamlilig1 degerlendirildi.

Tim gruplar arasindaki fark anlamli bulundu. Ayrica post test olarak
uyguladigimiz Bonferroni’s ¢oklu karsilagtirma testi kullanilarak gruplar arasindaki
birebir anlamlilik degerlendirildi. Bonferroni’s testi, ¢alismamizda yer alan tiim
gruplarin birbirleri ile aralarindaki farkin istatiksel olarak anlamli oldugu sonucu verdi.
Yara iyilesmesinin 3 ve 7. gilinlerinde PRP ve lipid fraksiyonu uygulanan gruplarin
TGF-p ekspresyon seviyelerinin, DMSO ve SHAM grubuna gore anlamli olarak yiiksek
oldugu; 14. giinde ise PRP ve lipid fraksiyonu uygulanan gruplarin TGF- ekspresyon
seviyelerinin, DMSO ve SHAM grubuna gore anlamli olarak diisiik oldugu sonucunu
verdi.

Yara iyilesmesinin 3 ve 7. ginlerinde TGF-f ekspresyonunun yogun oldugu
bilinmektedir. Calismamizda TGF-f’nin yara iyilesmesinin 3 ve 7. giinlerdeki
ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda degerlendirildiginde, PRP ve lipid fraksiyonu
gruplarindaki ekspresyonun seviyelerinin DMSO ve SHAM gruplarina gore daha
yiiksek oldugu goézlendi. PRP gruplarimizin 3 ve 7. giinlerdeki TGF-p ekspresyon
seviyesi lipid fraksiyonu gruplarindaki ekspresyonun seviyelerine gore daha yiiksek
oldugu sonucuna ulasildi. DMSO gruplarindaki TGF-p ekspresyon seviyelerinin de
SHAM gruplarina gore daha yiiksek oldugu gozlendi.
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Yara iyilesmesinin 14. glininde TGF-B ekspresyonunun azaldigi bilinmektedir.
Yara iyilesmesinin 14. giiniinde ise PRP ve lipid fraksiyonu gruplarindaki TGF-f
ekspresyonu seviyelerinin DMSO ve SHAM gruplarina gore daha diisik oldugu
gozlendi. PRP gruplarimizin 14. gundeki TGF-p ekspresyon seviyesinin lipid
fraksiyonu gruplarindaki ekspresyon seviyelerine gore daha diisiik oldugu sonucuna
varildi. DMSO gruplarindaki TGF-B ekspresyon seviyelerinin de SHAM gruplarina
gore daha diisiik oldugu gozlendi.

Yara iyilesmesinde TGF-B tarafindan sentezi uyarilan Kollajen 3’0n
ekspresyonunun, iyilesmenin 3 ve 7. giinlerinde yogun oldugu bilinmektedir. Bu
dogrultuda ¢aligmamizda Kollajen 3’iin yara iyilesmesinin 3 ve 7. glnlerdeki
ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda degerlendirildiginde, PRP ve lipid fraksiyonu
gruplarindaki ekspresyonun seviyelerinin DMSO ve SHAM gruplarina gore daha
yiiksek oldugu gozlendi. TGF-B ekspresyon seviyeleri analizindeki gibi PRP
gruplarimizin 3 ve 7. giinlerdeki Kollajen 3 ekspresyon seviyesinin de lipid fraksiyonu
gruplarindaki ekspresyon seviyelerine gore daha yiiksek oldugu sonucuna ulasildi. Yine
TGF-B ekspresyon seviyeleri analizine benzer bir sonu¢ olarak, DMSO gruplarindaki
Kollajen 3 ekspresyon seviyelerinin de SHAM gruplarina gore daha yiiksek oldugu
go6zlendi.

Yara iyilesmesinin 14. ginunde ise Kollajen 3 ekspresyonunun TGF-
ekspresyonu ile dogru orantili olarak azaldigi bilinmektedir. Yara iyilesmesinin 14.
gundnde ise PRP ve lipid fraksiyonu gruplarindaki Kollajen 3 ekspresyonu seviyelerinin
DMSO ve SHAM gruplarina gore daha diisiik oldugu gozlendi. PRP gruplarimizin 14.
glindeki Kollajen 3 ekspresyon seviyesinin lipid fraksiyonu gruplarindaki ekspresyon
seviyelerine gore daha diisiik oldugu ve DMSO gruplarindaki Kollajen 3 ekspresyon
seviyelerinin de SHAM gruplarina gére daha diisiik oldugu gozlendi.

Yara iyilesmesinde Kollajen 3, proliferasyon evresinin granllasyon dokusu
olusumunda yiiksek diizeyde eksprese edilir. Bu evre tamamlandiktan sonra Kollajen 3
yerini blyuk oOlcide Kollajen 1’¢ birakir. Yara iyilesmesinde Kollajen 1
ekspresyonunun, iyilesmenin 7 ve 14. giinlerinde yogun oldugu bilinmektedir. Bu yonde
yaptigimiz ¢alismamizda yara iyilesmesinin 3, 7 ve 14. giinlerdeki Kollajen 1
ekspresyonu diizeyleri gruplar arasinda degerlendirildiginde, PRP ve lipid fraksiyonu
gruplarimizin ekspresyon diizeylerinin DMSO ve SHAM gruplarina gore daha yiiksek

oldugu gozlendi.
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Yara iyilesmesinin tiim giinlerinde Kollajen 1’in PRP gruplarindaki ekspresyonu
duzeyleri lipid fraksiyonu gruplarimizin ekspresyon diizeylerine gore daha ylksek
sonu¢ verdi. Yine tum gunlerde Kollajen 1’in DMSO gruplarindaki ekspresyonu

duzeyleri, SHAM gruplarimizin ekspresyon diizeylerine gore daha yuksek sonu¢ verdi.

Calismamizda kullandigimiz gruplarimiza, yara iyilesmesi siirecinde aktif olarak
rol alan parametrelerden TGF-B, Kollajen 1 ve Kollajen 3’ln imminohistokimyasal
boyama metodu uygulanarak histolojik analiz gergeklestirildi. Yaptigimiz analiz sonucu
bulgularimiz g6z oniine alindiginda, ¢alismamizin ana fikri olan PRP’den izole edilen
lipid fraksiyonu tedavisinin yara iyilesmesi siirecindeki etkisinin PRP tedavisi ile
karsilastirilmasi yapildi. Yapilan karsilastirma sonucunda, PRP tedavisi uyguladigimiz
deney gruplarimizin; lipid fraksiyonu tedavisi uyguladigimiz deney gruplarimiza gore
daha hizli yara iyilesme siireci gerceklestirdigi tespit edildi. Ancak lipid fraksiyonu
tedavisinin de yara iyilesmesi siirecinde iyilestirici bir etkiye sahip olmasi ve PRP
tedavisine yakin bulgular vermesi 6nemlidir. Lipid fraksiyonunun dis etkenlere daha
diren¢li olmasimi da g0z Onilinde tutarsak ileride yapilacak ¢alismalar PRP’den elde

edilecek lipid fraksiyonun tedavi edici potansiyelini ortay koyabilir.

Calismamizin sonuglarina etki eden bazi kisitlayici yonleri de bulunmaktadr. ilk
olarak kontrol grubu olarak kullandigimiz SHAM grubunda olusturdugumuz yaralar,
diger gruplarda olusturdugumuz yaralar gibi herhangi bir biyolojik siv1 ile
nemlendirilmemistir ve kuru durumda birakilmigtir. Literatiire gore yaranin nemli
olmasi proliferasyon evresine gegiste rol oynayarak, yaralarin kapanma hizina etki eder.
Calismanin standart olmasi yoniinden SHAM grubu yaralar1 saf su veya PBS ile
nemlendirilmesi son derece 6nemliydi. Ek olarak literatiirde yer alan PRP’den izole
edilen lipid fraksiyonu tedavisinin yara iyilesmesi iizerine olan etkisinin arastirildigi
calisma kronik yaralar iizerinde yapilmisken, bizim ¢alismamizda ise saglikli

hayvanlarda olusturulan eksizyon (kesip ¢ikarma) yara modelidir (10).
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Yara iyilesmesi siirecinin son evresinde SHAM grubunda %80 oraninda
kapanma goriilmustiir. PRP’den izole edilen lipid fraksiyonu tedavisinin yara
yilesmesine olan etkilerine ait daha kapsamli ve net bulgular elde etmek amaciyla
kronik yara veya daha farkli yara modelleri iizerinde ¢alisilmalidir. Ayrica hipertrofik
ve keloid skar gibi anormal yara iyilesmesi sonucu olusan skar tipleri izerinde PRP’den
izole edilen lipid fraksiyonu ve PRP tedavilerinin karsilastirilarak degerlendirilmesi

Onerilir.

Ozetle calismanmizin sonucunda elde ettigimiz bulgular, PRP’den izole edilen
lipid fraksiyonunun yara iyilestirici etkisinin oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Bununla
birlikte bulgularimiz, lipid fraksiyonunun iyilestirici etkiye sahip olmasina ragmen
PRP’nin iyilestirici etkisinin daha etkili oldugu sonucunu verdi. PRP’nin tedavi edici
etkisinin igerigindeki biiyiime faktorleri oldugu bircok calismada ileri siirilmistiir.
Ancak bu blyume faktorlerinin protein yapida olmasi, proteinlerin de dogal yapisinin
uzun bekleme sirelerinde bozulabilir olmas1 ve yara mikro ¢evresinde proteinazlara
kars1 hassas olmasi daha kompleks bir yara durumunda PRP’nin iyilestirici etkisinin
azalmasina sebep olabilecegi diistiniilmektedir. Bu sebeple PRP’nin iceriginde bulunan,
dogal yapisi itibariyle uzun bekleme siirelerinde kararli ve bozunmasi zor olan lipid
fraksiyonunun kompleks yaralarda tedavi amagli kullanilabilecegi fikri literature yeni
bir bakis agis1 getirecektir. Farkli yara modelleri ve PRP ile lipid fraksiyonunun farkli
bekleme sireleri ile yapilacak ileriki ¢alismalarin, konu ile ilgili olarak daha aydinlatici

bilgiler verecegini diislinmekteyiz.
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