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OZET

Yanik tedavisinin hizli sonu¢lanmasi; komplikasyonlarin azaltilmasi, bireyin sosyal
yasamina ¢abuk donmesinin saglanmasi ve diisiik tedavi maliyeti agisindan son derece
onemlidir. Ayrica kararsiz staz zonunun hizli resiisitasyonu, olusacak hasar alanini
kiigiiltmek icin hayati oneme sahiptir.

Kok hiicreler, epitelizasyonu, yeni damar olusumunu arttirarak bu beklentiyi
karsilayacak ozelliktedirler. Mezenkimal kok hiicreler kemik iligi disinda pek ¢cok dokuda
bulunur ve yag dokusu da bunlardan biridir. Calismamizda yag dokudan ¢ok daha kolay ve
bol miktarda elde edilen stromal vaskiiler fraksiyonun yanik iyilesmesi iizerine olan
etkisinin pasajlanmis kok hiicre tedavisi ile karsilastirilmasi amaclandi.

Calismada toplam 40 adet disi Sprague-Dawley cinsi sigan kullanildi. Deneklerin
sirtlarinda 15 mm capli 2’ser lezyon olusturuldu. Invitro pasajlanmis kemik iligi kokenli
mezenkimal kok hiicre siispansiyonu her lezyona intradermal planda toplam 200 mikrolitre
olacak sekilde uygulandi. Stromal vaskiiler fraksiyon ise her denegin kendi inguinal yag
yastigindan elde edilerek 1 mililitrelik doku siispansiyonu sekilde intradermal plana
uygulandi. 7, 14 ve 21. giinlerde biopsi alinarak, gruplarin yara iyilesmeleri; epitelizasyon
hiz1, kontraksiyon yiizdesi ve yeni damar olusturma kapasitesi agisindan degerlendirildi.

Literatiirde mezenkimal kok hiicrelerin yamik ve yara iyilesmesi {izerine olan
etkileriyle ilgili calismalar mevcuttur. Ancak stromal vaskiiler fraksiyonun yanik iyilesmesi
tizerine olan etkisi kemik iligi kaynakli kok hiicre tedavisi ile karsilagtirllmamastir.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, stromal vaskiiler fraksiyonun yeni damar
olusumunu arttirict etkisinin olmadig1 ancak yiiksek kontraksiyon hizi ve epitelizasyon
kapasitesi ile erken iyilesme sagladigl saptanmistir (p<0.05). Kemik iliginden elde edilen
mezenkimal kok hiicre ise yenidamar olusumunu da arttirarak iyilesmeyi hizlandirici etki
saglamistir.

Yaptigimiz deneysel calismada stromal vaskiiler fraksiyonun yanik hasarinda
iyilesmeyi hizlandirict etkisi saptandi. Hastanin 6z dokusundan hazirlanmasi ve ameliyat
sirasinda uygulanabilmesi sebebiyle donor alan yetersizliginin bulundugu vakalarda staz

zonunun hizli resiisitasyonu icin kullanilacak giivenli ve ekonomik bir yontem olabilir.

Anahtar Kelimeler: Yanik, mezenkimal kok hiicre, stromal vaskiiler fraksiyon,

epitelizasyon, yeni damar olusumu
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ABSTRACT

It is important for reducing complications, low cost of treatment and to provide a
quickly return to social life by obtaining a promptly burn treatment. In additionally
resusitation of stasis zone is vital to reduce the potential area of the damage wolud be
occured.

Mesenchymal stem cells provide this expectation by increasing epithelisalization
and formation of new blood vessels. The aim of this study is to compare the effects of
stromal vascular fraction versus co-cultured stem cell on burn lesion healing.

A total of 40 female Sprague-Dawley rats were used in this study. 15 mm diameter
double burn lesion was created on the backside of the rats. Co-cultered bone marrow-
derived mesenchymal stem cell (BM-MSC) suspensions of 200 microliter was performed
every lesion’s background intradermally. The stromal vascular fraction were obtained by
preparing each rat's own inguinal fat pad. Tissue suspension of 1 mililiter was administered
in the same layer. 7, 14 and 21 days of taken the biopsy, groups wound recovery were
evaluated in terms of; epithelialization rate, the percentage of contraction and new blood
vessels generating (neoangiogenesis) capacity.

There have been studies investigating the effects of the mesenchymal stem cells on
burn lesions and wound healing. However the effects of the stromal vascular fraction on
burn lesion healing has not been compared to bone marrow derived stem cell therapy.

Stromal vascular fraction had no effect on enhancing the formation of new blood
vessels, but by the higher rate of contraction and epithelialization capacity, early recovery
was reported when compared to sham group (P <0.05). Bone marrow derived mesenchymal
stem cell improved healing by enhancing the formation of new blood vessels.

In our experimental study, it is found that stromal vascular fraction has a healing
accelerator effect in burn injury. They have superiority to BM-MSC in terms of harvesting
from otolog tissue and easy to use during the operation. It will be a safe and inexpensive

way for rapid resuscitation of stasis zone in case of donor area failure.

Keywords: Burns, mesenchymal stem cells, stromal vascular fraction,

epithelialization, neoangiogenesis
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1. GIRIS ve AMAC

Dokularin tolere edebileceginin iizerinde ani ve yiiksek 1s1 enerjisine maruz
kalmasi sonucu olusan yaralanmaya yanik denir.

Tiim yas gruplarinin risk altinda olmasi, uzun siiren tedavisinin yiiksek maliyetli
olabilmesi, yarasi iyilesse bile biraktigi sekellerin bireyin sosyal yasamini derinden
etkileyebilmesi ve alinacak onlemlerle yanigin engellenebilir olmasi, bu travmayi halk
saghigi acisindan 6nemli bir konuma getirmistir.

Yanik tedavisi, hasarli alanin kademeli olarak sogutulmasini, sivi
resiisitasyonuyla lokal ve sistemik perfiizyon destegi saglanirken, topikal uygulamalarla
nemlendirme ve epitelizasyona yardimci olunmasini, cerrahi debridman ve doku defekti
onarimint igerir (Herndon DN ve ark., 1987; Mills SM, 2005 ). Yanik hasarinda
tedavinin hizli sonuglanmasi, hipertrofik skar ve kontraktiir gelismesi gibi
komplikasyonlar1 azaltabilmek, bireyin sosyal yasamina ¢abuk donmesini saglamak ve
tedavi maliyetini diisiirmek icin son derece 6nemlidir (Atiyeh BS ve ark., 2005). Ayrica
kararsiz staz zonunun hizli resiisitasyonu, olusacak hasar alanini kiiciiltmek i¢in hayati
Oneme sahiptir.

Son zamanlarda iyilestirici hiicresel tedavi yontemlerindeki gelismenin ivme
kazanmasi, yanik ile ilgilenen disiplinlerin konu {iizerine ilgisini ¢ekmis, bu konuda
deneysel ve klinik calismalar da artis gozlenmistir. Kok hiicreler, uzun siireyle
boliinebilme, kendini yenileyebilme ve kendinden baska hiicreye farklilagabilme
kapasitesine sahip hiicrelerdir (Owen M, 1988; Quesenberry PJ ve ark., 2005 ). Farkli
siniflamalar olmakla birlikte kok hiicreler, embriyonik kok hiicreler ve embriyonik
olmayan kok hiicreler olmak iizere iki genel grupta incelenebilir.

Mezenkimal kok hiicreler (MKH), basta kemik iligi olmak iizere pek ¢cok dokuda
bulunan ve ¢esitli biyolojik faktorlerin etkisiyle invivo ve invitro ortamlarda kendileri
gibi mezoderm kokenli olan adiposit, osteoblast ve kondrosite farklasabilir (Minguell JJ
ve ark., 2001; Oreffo RO ve ark., 2005; Gregory CA ve ark., 2005). Bu ozellikleri
nedeniyle pek cok hastaligin tedavisinde deneysel ve klinik olarak kullanimlar

denenmektedir.



Yag dokusu da geng ve eriskin yag hiicreleri icermekle birlikte ayn1 zamanda
zengin bir kok hiicre kaynagidir (Gimble JM ve ark., 2007). Yag dokusu, sik uygulanan
plastik cerrahi girisimlerinden olan yag aspirasyonu, meme Kkii¢iiltme, karin germe
ameliyatlar1 sirasinda bol miktarda ve kolayca elde edilmektedir. Elde edilen yag
dokusunun dolgu malzemesi olarak estetik ve rekonstriiktif cerrahide kullanimi uzun
yillardir uygulanmaktadir (Khater RH ve ark., 2007; Spear SL ve ark., 2005; Marcus BC,
2010).

Ailhaud ve ark. santrifiij ettikleri yag dokusu siispansiyonunu fraksiyonlarina
ayirmay1 basarmisg, bu siispansiyonun; parcalanmis olgun yag hiicrelerinden agiga ¢ikan
trigliserid, olgun yag hiicreleri ve stromal vaskiiler fraksiyondan (SVF) (preadipositler,
fibroblastlar, endotelial hiicreler, cesitli biiyiime hormonlari, diiz kas hiicreleri,
perisitler, kok hiicreler) olustugunu gostermistir (Ailhaud G ve ark., 1997).

SVF, icerdigi biiyiime hormonlarinin ve hiicrelerin etkisiyle yara iyilesmesini
hizlandirabilir. Kiiltiir ortaminda pasajlanmasina gerek kalmadan elde edilme ve
uygulama kolayligi gibi MKH’ya olan iistiinliikleri vardir. Bu ¢alismada, sicanlarda bir
termal yanik modelinde SVF’nin yara iyilesmesi iizerine olan etkisinin MKH nin yara

yilesmesi iizerine olan etkisi ile karsilagtirilmasi: amaglanmaistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 YANIK

2.1.1 Yamk tanim

Yanik, tim yas gruplarim1 etkileyebilen, organizmanin karsilasabilecegi en
biiyiik travmalardan biridir. Insan derisi 40-44°C’ye kadar degisik peryotlardaki
sicakliklart tolere edebilir. Bunun iizerindeki 1silar yasa, etkene, temas siiresine gore
degismekle birlikte logaritmik olarak artan bir sekilde doku hasarina neden olur.
Dokularin tolere edebileceginin iizerinde ani ve yiiksek 1s1 enerjisine maruz kalmasi
sonucu olusan yaralanmaya ‘yanik’ denilir. Protein denatiirasyonu, direk enerji
maruziyeti, mikrosirkiilasyon bozuklugu nedeniyle olusan iskemi, asidoz-hipoksi,

serbest radikal hasar1 gibi birtakim nedenlerle meydana gelebilir.

2.1.2 Tarihcesi

Yanik travmasi atesin kesfi kadar eskidir. Ates, insanligin gelisim siirecinde sosyal
hayatta ve savaslarda kontrol edilmek istenen, ama ayni zamanda verdigi tahribatlarla
korunulmasi gereken bir giic olmustur.

Yazili kaynaklarda yanik icin uygulanan ilk tedavi, M.O. 15.yy’da Ebers
papiriisiinde tariflendigi gibi, tapinak rahiplerince, Okiiz giibresi ile siyah camur
karistminin yaraya uygulanmasi seklindendir. Yiizyilar boyunca yanigin sebep oldugu
yara ve 1zdirap dindirilmeye calisilmis, ancak 19.yy’da iinlii Fransiz cerrahi
Dupuytren’in yanik kontraktiirlerinin tedavi edilmesi gerektigini belirtmesi iizerine,
yanik sonrasi rehabiltasyon ve deformite onarimina dikkat cekilmistir (Xu RX ve Sun
X, 2004). 15. yy’da Fabricius Hildanus isimli Alman bir bilimadami tarafindan yaniklar
3 derece icinde siniflandirilmis olmakla birlikte, 20. yy’a gelindiginde yanik yarasinin
serin tutulup tutulmamast gerekliligi, nemli ya da kuru takip edilmesi, biil sivisinin
bosaltilmas1 gibi konular halen netlik kazanmamistir. 1905 yilinda Haldor Sneve
Journal of American Medical Association (JAMA)’da ciddi yanikli vakalarda soktan
kacinmak icin oral, rektal veya damar yoluyla tuz icerikli soliisyonlarin kullanilmasi

gerektigini bildirmistir (Alvarado R ve ark., 2009). Birinci diinya savasi ile birlikte,



yanik travmasina yaklasim netlik kazanmaya baslamis ve yanik {izerine olan ¢aligsmalar
hiz kazanmistir. 1931 yilinda Alfred Blalock, yamikli hastalarda doku 6demi,
hemodinamik parametreler, kan basinci ve hemokonsantrasyon iligkilerini incelemistir.
Kan basincindaki diisiisiin travmatik dokudaki O6demin artmasiyla iliskilendirildigi
deneysel ¢alismalar Underhill’in tezini desteklemistir. ikinci diinya savasinin ardindan
hematokrit ve hemoglobin konsantrasyonundaki artig, sivi resiisitasyonu i¢in gerekli
dozun ayarlanmasinda yol gosterici olarak kullanilmaya baglanmistir.

1960’1 yillarda, yanik eskarinin tanjansiyel eksizyonu ve nekrotik dokularin
uzaklastirilmas1 sonunda ortaya ¢ikan doku defektleri icin otogreftler ve deri esdegerleri
kullanilmaya baglandi. Kok hiicrenin tanimlanmasindan sonra epidermal hiicre kiiltiir
tabakalar1 seklindeki erken hiicre tedavisi ¢alismalar1 denenmeye baslanmis olup doku

miihendisligi alaninda ilgili ¢alismalar halen siirmektedir.

2.1.3 insidans
Diinya genelinde her yil 6 milyon insan yanik nedeniyle acil servislere

basvurmaktadir. Bunlarin ¢ogu hayati tehdit edici olmayan, konservatif yontemlerle
tedavi edilen hastalardan olussa bile, yaklasik her 10 kisiden birinin yilda bir kez yaniga
maruz kaldigim gostermektedir (Brusselaers N ve ark., 2010). ABD’de yilda yaklasik
500 bin kisi yanmik nedeniyle medikal tedavi almaktadir. 40 bin hasta hastaneye
bagvurmakta, bunlarin %10’ unda hasar, viicut alaninin %30’ undan fazlasin etkilenmis
olup, %60’1nin yanik iinitelerinde tedavisi gerekmektedir. Yasami kolaylastirmak i¢in
geligtirilen teknoloji; elektirik kullanimi ve 1s1 {iretmeleri ile yanma tehlikesini de
beraberinde getirdigi icin bu oran giderek artmaktadir. Boylece yanik ciddi bir halk

saglig problemi haline gelmektedir .

2.1.4 Etyolojisi ve Epidemiyolojisi
Yanik etyolojisinin yas, cinsiyet ve sosyokiiltiirel cevre iginde incelenmesi

uygundur. Alev, haglanma ve temas yaniklar1 en sik karsilagilan ii¢ yaralanma seklidir.
Tiirkiye’de yapilan calismalarda haslanma yaniklarinin daha sik oldugu saptanmistir
(Haberal M ve ark., 1995).

Yanik en sik kaza sonucu olusur (%80 - %90). Bu nedenle vakalarin yariya

yakinint (%40-%57) ¢ocuklar olusturur (Tiiregiin M ve ark., 1997; Elberg JJ ve ark.



1987; Tejerina C ve ark., 1989). 5 yas alt1 yaralanan ¢ocuklar, pediatrik popiilasyonun
%50-%80" ini olusturur (Anlatic1 R ve ark., 2002). Ingiltere’de bir yilda basvuran 6400
pediatrik vakanin %80’ inin 5 yasin altinda ve biiyiik oranda haslanma sonucu meydana
geldigi saptanmis. Ikinci siklikta 2.ve 3. dekatdaki geng eriskinlerde goriiliir. Yatarak
tedavi edilen yaniklarda taburculuk siiresi ortalama 7 ile 33 giin arasinda degismektedir
(Brusselaers N ve ark., 2010).

Uzun siire tedavi gerektirebilmesi, tedavi ve bakiminin maliyetli olmasi,
yarattigi is giicii kaybi ile ekonomik agidan da ciddi bir kayba neden olmaktadir.

Ingiltere’de yapilan bir calismada her hastanin ortalama maliyetinin, 3183
Amerikan Dolar1 ve her bir yanik alani yiizdesi i¢in 1061 Amerikan Dolar1 oldugu tespit
edilmistir (Griffiths HR ve ark., 2006). Kanada’da (Han C ve ark., 2007) yanik nedeni
ile acil servise bagvuran 10 yas alt1 187 ¢ocukta yapilan maliyet analizi su sekildedir:
Sadece acil serviste tedavi edilen 65 ¢cocugun hasta bas1 maliyeti 149 Kanada Dolari,
klinik izlem gerektiren 103’iinde kisi bas1 149 Kanada Dolari, yatiralarak takip edilen
14’iinde hasta bas1 5203 Kanada Dolar1, greft gerektiren 2 hastada ise hasta bas1 28.526
Kanada Dolar1 olarak saptanmis (Moritz AR ve ark., 1947). Benzer calismalar
gosteriyor ki yanik sik karsilagilan, Sliimciil olan, yarasi iyilesse bile rehabilitasyonu
uzun siiren, yiiksek maliyetli bir travmadir. Bu durum, bir¢ok devleti, bireylerin
yaniktan korunmalar icin alinmasi gereken Onlemler konusunda, kanuni yaptirimlar

hazirlamaya yoneltmistir.

2.1.5 Yanik derinligi ve yiizdesi (Simflama)

Yanik, hasarin tanimlamasimin kolayligi acisindan derecelendirilmis olsa da,
klinikte iist iiste binmis yaralanmalar olarak karsilasilir. Yanmigin deride meydana
getirdigi hasarin derinligi iic derece seklinde, genisligi ise viicut yiizeyine gore yiizde

cinsinden ifade edilir (Mathes SJ ve Hansen SL, 2006).

a)Derinligine gore yanik siddetinin hesaplamasi

I) Birinci derece yanik: Etyolojisinde kisa siireli alev parlamasi, ultraviyole isinlari

vardir. Patogenezinde epidermisin ylizeyel tabakasinda harabiyet vardir. Damarlarda

salinan histamin/kinin nedeniyle vazodilatasyon ve endotel hiicre mobilizasyonu vardir.



Bazal tabaka saglamsir. Klinik olarak; cilt pembe, parlak renkli ve kurudur. Agrilidir.
Nemli pansuman ile takip edilir ve 1 hafta icinde siklikla skar birakmadan iyilesir.

1) ikinci derece yanik: Sicak cisimlerle temas, alev, kisa siireli kimyasal ajan ile temas

sonucu gelisir. Cilt 1slak nemli, pembe kizarik ve ddematoztiir. Yanik alan ¢cok agrilidir.
Patogenezinde koagiilasyon nekrozuna bagli epidermal ve kismi dermal hasarlanma
vardir. Dermal tutulum oranina gore yiizeyel / derin olarak alt gruplara ayrilabilir.
Subdermal pleksusta konjesyon nedeniyle epidermis ile dermis arasinda proteinden
zengin sivi iceren biil olusur. Ikinci derece yiizeyel yaniklar daha hassastir ve cilt
hiperemik goriiniir. Iyilesme, saglam kalan kil kokii, yag ve ter bezleri gibi deri
eklerinden spontan epitelize olarak gerceklestiginden aylarca siirebilir ve derin
formlarda hipertrofik skar birakma egilimi yiiksektir. Derin dermal tabakanin tutuldugu
yaniklarda, kilcal damarlarda yogun trombiis gelisimi ve yanik yiizeyinin nekrotik bir
tabaka ve debris ile kapli olmasi, yanik yiizeyinden sivi kaybini engeller. Ancak cevre
dokularda kapiller gecirgenlik arttig1 i¢cin 6dem kacinilmazdir. Bu tip yaniklar yakindan
takip edilmeli, hasta travmadan veya enfeksiyondan korunmali, doku perfiizyonu
saglanmalidir. Aksi takdirde 3. derece yaniga doniisebilir.

I1T) Ugiincii derece yanik: Sicak cisimlerle uzun siireli temas, alev, elektirik yam@ veya

kimyasal ajan ile yanma sonucu gelisir. Epidermisi ve deri eklerini iceren tam kat
dermal hasar vardir. Staz zonlar1 mevcuttur. Cevre dokularda yanik siddeti ile orantili
o0dem gelisir. Subdermal pleksusta koagiilasyon nekrozu bulundugundan yanik alan
kurudur, deri beyazimsi kosele gibi goriiniir. Serbest sinir uglar1 da hasaralanmis

oldugundan agrisizdir. Cerrahi uygulanmadan iyilesmez.

b) Genisligine gore yanik siddetinin hesaplanmasi

Yayginlik derecesi tiim viicut ylizeyine oranla yiizde olarak belirtilir. Bu amagla
viicuttaki cesitli bolgeler kapladigi alanin biiyiikliigli oraninda derecelendirilmistir. Bu
yiizdelerin dogru hesaplanmasi, sagkalimda en Onemli miidahale olan sivi
replasmaninin dogru yapilmasini saglar. Yanik alan yiizdesi tayini i¢in eriskinlerde
Wallace’in dokuzlar kurali kullanilirken, ¢ocuklarda basin biiyiik ve alt ekstremitelerin

kisa olmasi nedeniyle Lund ve Browder’in semasi kullanilir (Tablo I).



Tablo I: Eriskinde Wallace’in dokuzlar kurali kullanilirken, ¢ocuklarda basin biiyiik ve

alt ekstremitelerin kisa olmasi nedeniyle Lund & Browder semas1 kullanilir.

Erigskin | Cocuk (10-14) | Cocuk(5-9) | Cocuk(1-4)
Bas-boyun (6n ve arka) 10 13 15 19
Kol (6n ve arka) 9 9,5 9,5 9,5
Govde (6n) 18 16 16 16
Govde (arka) 18 16 16 16
Bacak (0n ve arka) 18 18 17 15

2.1.6 Yamigin patofizyolojisi

Protein denatiirasyonu, direk enerji maruziyeti, mikrosirkiilasyon bozuklugu
sonucu olusan iskemi, asidoz - hipoksi, serbest radikal hasar1 sonucu olusabilir.

Ciddi yaniklarda kan akimindaki azalma, damar gecirgenligindeki artma ile
olusan hipovolemi ve O6dem, lokal olarak toksinlerin uzaklastirllamamasina, travma
bolgesinin sogutulamamasina ve hasarin artmasina sebep olur. Yamik travmasina
organizma yara iyilesmesi siireci ile yanit verir.

Yanik hasari hem lokal hem de yanik alanin genisligi ile baglantili olarak

sistemik degisikliklere neden olur.

a) Lokal etki (Yamk yarasi ve Inflamasyon)

Epidermis fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkenlere karsi bariyer gorevi goriir.
Dermis, 6zellikle mekanik bariyer olarak altinda bulunan doku ve organlar1 korurken,
icerdigi zengin kapiller ve sinir ag1 sayesinde viicudumuzun sivi, elektrolit, 1s1 ve nem
dengesinin korunmasindan sorumludur (Sekil 2.1). Deri biitiinliigii bozuldugunda bu

gorevleri yerine getiremez.



——  Epidermis

Dermis

Ciltalt: doku

Kilcal damar
Kl folikiilu

Ter bezi Sebase bez

Sekil 2.1: 3 boyutlu deri kesiti (http://curezone.com/forums/am.asp?i=1682179’den
alinmastir, 23.03.2011)

Yanik yarasindaki lokal fizyopatolojik degisiklikler, bir alana diisen 1sinin neden
oldugu etkiler ve bunlarin iizerine eklenen belirgin bir akut iltihabi siire¢ ile
karakterizedir. Termal yaniklarda yaralanmanin ciddiyeti sicaklik dercesine, temas
siiresine bagliyken, elektirik yaniklarinda dokularin iletkenlik (direng) Ozellikleri
belirleyici rol oynar (Moritz AR ve Henriquez FC, 1947).

44°C altindaki sicakliklar cogunlukla yaniga neden olmazken sicaklik arttikga,
yanik olusturabilecek temas siiresi belirgin olarak azalir (Tablo II). 60°C iizerinde
proteinlerin biiylik kismi denatiire olur. Cift kat lipid tabaka ve membran bagimli
adenozin trifosfatazlar (ATPaz) termal denatiirasyona en duyarli proteinlerdir. Termal

degisiklikler sonucu olusan hiicre membran harabiyeti doku nekrozunun esas sebebidir.



Tablo II: Eriskinde Olusan Termal Hasarlanmada Sicaklik ve Siirenin iliskisi (Ingiltere
Saglik Bakanlig1 Saglik ve Sosyal Giivenlik Boliimii-1977)

Si1caklik (°C) Kismi kalinlikta hasar (sn) | Tam kalinlikta hasar (sn)
65 1 20

5 80-100
35 700-800
60

Termal yaralanma ile ciltte olusan doku hasar1 Jackson ve ark. tarafindan 3 Alan
Teorisi ile aciklanmistir (Jakson DM, 1953). Bu teori, yiizeyden derine dogru i¢ ice

gecmis, esmerkezli, lic boyutlu cembersel alanlardan meydana gelir (Sekil 2.2).

koagilasyonzonu
g stazzonu

A hiperemizonu

Epidermis ___&5
Dermis —
yeterli K il yetersiz
resdsitasyon s resdsitasvon
zonu

korunmus staz zonu kaybedilmig staz zonu

Sekil 2.2: Jackson’in ‘3 Alan Teorisi’ ve staz zonunun resiisitasyona cevabi.
Hettiaratchy S, Dziewulski P. ABC of burns: pathophysiology and types of burns.
BMJ. 2004; 328(7453): 1427-9

Nekrotik alan; 1s1 kaynagina en yakin alandir, temas ile olan koagiilasyon

nekrozuna bagli direk hiicre 6limiiniin gergeklestigi alandir.

Staz alani; 1s1 hasarinin indirek etkisi, doku dejenerasyonu ve kimyasal hasarin
bulundugu, kurtarilma potansiyeline sahip en kritik yamik bolgesidir. Yetersiz doku

resiisitasyonu sonucu nekrotik alana da dahil olabilir (Hettiaratchy S ve Dziewulski P,



2004). Bu bolgede dolasim progresif olarak bozulur, iskemi gelisir ve bu da hiicrelerin

oliimiine neden olur.

Mikrovaskiiler diizeydeki patoloji, ortaya ¢ikan prostoglandin F, ve tromboksan
A, gibi vazoaktif aminler ile derinlesebilir. Yapilan bazi calismlarda bu mediatorlerin
inhibe edilmesi ile trombosit adezyonunun ve vazokontriikksiyonun baskilanarak
dermal perfiizyonun arttig1 gosterilmistir (Robson MC ve ark., 1980; Del Becarro EJ
ve ark., 1980).

Hiperemi alani; kapiller vazodilatasyonun, termal veya kimyasal hasara bagh
inflamasyonun goriildiigii, en distaki pefiizyonu artmis bolgedir. Odem, hiperemi,
anoksi, eksudasyon gibi geri doniisii olan kismi hiicre hasar1 vardir.

Inflamasyon, ozellikle membran fosfolipidleri hasarlandigi zaman baslar.
Fosfolipaz A aktive olarak fosfollipidleri arasidonik aside yikarak arasidonik asit
kaskadimi aktifler. Bu kaskadin {iriinii olan c¢esitli prostanoidler ve lokotrienler
vazodilatasyona, kapiller gecirgenlik artisina, notrofil kemotaksisi ve diapedezine,
mast hiicre degraniilasyonuna neden olur. Diger yandan aktive olan kompleman
kaskadi da notrofil kemotaksisini stimiile eder. Notrofillerden serbest oksijen
radikallerinin serbestlesmesi bir taraftan hiicre membran peroksidasyonu ile hasar
olusturuken diger taraftan da fosfolipaz A’y1 stimiile ederek (aragidonik asit kaskadini
aktiflestirir) inflamasyonu siddetlendirir. Yapilan caligmalarda nétrofilin damar
duvarina yapismasini Onleyecek antikorlarin, yanik sonrasi verildigi vakalarda lokal
0dem ve nekrozu belirgin derecede azalttigi gozlenmis (Bucky LP ve ark., 1991;
Bucky LP ve ark., 1994). Benzer sekilde lokositlerin bloke edildigi deneysel
calismalarda flep yasayabilirliginin arttig1 da gosterilmistir (Vedder NBve ark., 1994).

Yanik travmasi, etken ortadan kalksa bile hasarlanmanin devam ettigi dinamik
bir olaydir. Ik anda sicak temasinin neden oldugu direk koagiilasyon nekrozu ile
hiicre 6liimii, ardindan mikrotromboz ve kimyasal etkenlere bagl ilerleyici iskemi ile
hiicre Oliimii gelisir. Bu yiizden derinlesme riski bulunan yara 3-5 giin boyunca
yakindan takip edilmelidir (Kao CC ve Garner WL, 2000). Yanik sirasindaki doku
perfiizyonun bozulmasi bolge de 1s1 degistirme mekanizmasinin yetersiz kalmasina,
mikrotromboz ve mediatorler araciligi ile doku iskemisinin derinleserek hasarin

artmasina neden olur (Latha B ve Babu M, 2001).

10



Hiicresel hasarin ¢ogunun olustugu bolge kapiller endotelyumdur. Tiim
yaniklarda ya dogrudan kapiller endotelyal hasara bagli ya da dolayli yoldan kininlerin

salinimu ile ilgili kapiller gegirgenlik bozulur.

b) Sistemik Etki

Viicut alaninin %20’ den fazlasinin tutuldugu yaniklarda sistemik yanit gozlenir
(Grunwald TB ve Garner WL, 2008). Ciddi yaniklarda hem yanik hem de yanmamis
bolgelerden asir1 miktarda sitokin ve diger inflamatuvar mediyatér salinimi olur. Bu
mediyatorler vazokonstriksiiyon ve vasodilatasyona, kapiller permeabilitede artisa ve
hem yanik bolgesi hem de uzak organlarda interstisiyal 6dem gelisimine neden olurlar
(Demir A, 2010). Metabolik, kardiyovaskiiler, renal, gastrointestinal sistemlerde ve
koagulasyon kaskadinda patolojik degisiklikler olur. Kompleman ve koagiilasyon
sistem aktivasyonu ile mikrotrombozlar goriiliir. Histamin ve bradikinin salinimi
kapiller gecirgenligin artmasina, bolgesel ve uzak interstisiyel 6dem gelismine neden
olur. Proinflamatuar ve antiinflamatuvar cevap dengesizliginden dolayr immiin
disfonksiyon gelisebilir. Odem artis1, organ disfonksiyonu ve immiin yetmezlik sonucu
sepsis ve ¢oklu organ yetmezligi ile sonuclanan bakteri translokasyonu goriilebilir.

Dietzman ve Lillehei soku; Dokularin oksijen ve besin ihtiyaclarini
karsilayamayip, metabolitlerini uzaklastiramayacak derecede dolasim yetmezligi ve
buna bagli doku perfiizyon bozuklugu olarak tariflemistir. Yaniga baglh olarak gelisen
sok, hipovolemik tipte bir soktur. Buharlasmayla ve vazoaktif kinilerin artmasi
nedeniyle artan kapiller gecirgenlige baglh olarak gelisen interstisiyel 6dem nedeniyle
meydana gelir.

Toplam viicut alaninin %40’dan fazlasinin tutuldugu iiciincii derece yaniklarda,
katekolamin, glukagon, glukokortikoid, prostoglandin seviyelerindeki artisa bagl olarak
yanik sonrasi 48 saatte baslayan ve birka¢c yil siirebilen ‘hipermetabolik cevap
sendromu’ gelisebilir. Iskelet kasinda katobolizma, lipoliz artis1, immiin yetmezlik,
kemik mineralizasyonunda ve lineer biiyiimede azalma goriilebilir (Murphy KD ve ark.,
2003). Bu uzamis inflamasyon fazinda, katobolizmaya bagli hipermetabolizma ile
birlikte hastalarin  %10’unda mortalite ve morbiditeye neden olan kardiyak

disfonksiyon, hormonal degisiklikler goriiliir (Williams FN ve ark., 2009).
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2.1.7.Tedavi
Yanik tedavisi yaralanmanin siddetine gore nemli pansumandan greft veya flep

gerektiren rekonstriikksiyona kadar degisebilir. Tedavi basamaklari, yanik derinligi
degerlendirilerek cerrah, infeksiyon uzmani, psikiyatrist, hemsire, yara bakim
teknisyeni, fizyoterapist ve diyetisyenin de dahil oldugu biiyiik bir yanik tedavi ekibi
tarafindan uygulanmalidir. Birinci derece yaniklar nemli yara bakimi disinda 6zel tedavi
gerektirmezler. Ikinci derece yiizeyel yamklarda epidermis hasarlanmgtir ancak yara
reepitelizasyonunu saglayacak deri ekleri (ter bezi, kil folikiilii, sebaséz bezler) kismen
saglamdir. Bu derece yaniklar 2-3 hafta icinde iyilesirler. lyilesmesi 3 haftadan uzun
stiren yaniklarda cogunlukla hipertrofik skar gelisir. Bu yiizden yiizeyel yaniklardaki
hedef, yara iyilesme ortamini optimize ederek iyilesme siirecini miimkiin olan en kisa
zamanda tamamlanmasinin saglanmasidir. Minor yaniklardaki tedavi basamaklar1 Tablo

I’ te 6zetlenmistir.

Tablo III: Minor yaniklarda tedavi basamaklari

Non - operatif Tedavi

Yara bakimi Sistemik tedavi
Giinliik debridman Agrt kontrolii
Giimiis nitrat/mafenid asetat/acticoat/ Enfeksiyon profilaksisi
glimiis siilfodiyazin/asetik asit(%5) / .
Klorheksidin (%0.05) Nutrisyonel destek

Operatif Tedavi

Cerrahi debridman
Yara pansumani

Donor saha bakinu

Daha ciddi yaniklarda solunum yolunun agik tutulmasi, sistemik ve
mikrodolasimin saglanmasi gibi travmalarda uygulanan ilkyardim basamaklari
uygulanmalidir. Yara iyilesmesi ise etkilenen yiizeyin genis olmasi veya yanik hasarinin

derin olmasi nedeniyle daha giictiir. Bu tiir yaralanmalarda amag yiizeyel yaniklarin



hizla yara iyilesme siireglerinin tamamlanmasi, derin yaniklarda ise yeterli hiperemik

alan resiisitasyonu ile koagiilasyon alaninin daraltilmasidir.
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2.2.1 Yara Iyilesmesi

Yara bakim1 hekimligin en eski ugras1 alanidir. Yara iyilesmesi, bir organ yada
dokudaki defektin tamiri ve yeniden diizenlenmesi i¢in organizmanin verdigi birbiri
icine gecmis reaksiyonlar biitiiniidiir. Yara iyilesmesi bir¢ok degisik hiicre tipinin
yanisira ¢oziinebilen mediyatorlerin ve ekstraseliiler matriksin dahil oldugu dinamik bir
stirectir. Yaralanmadan stabil bir skar veya doku rejenerasyonu olusuncaya kadar gecen
stirecte; intrinsik ve ekstrinsik pihtilasma faktorlerinin aktive oldugu koagiilasyon ve
hemostaz evresi, notrofil inflamasyonu ile baslayip ardindan bolgeye gelen makrofaj,
fibroblast, mast hiicre ve diger hiicre infiltrasyonlari, yeni damar olusumu, destek doku
ve epitelizasyon, skar kontraksiyonu agamalar1 birbiri icine gecerek devam eder (Sekil

2.3).

Inflamatuar hiicre sayis1

notrofil

makrofaj

A — mast hiicresi

£ Giin

Inflamasyon

Proliferasyon
Maturasyon

Sekil 2.3: Sematik yara iyilesme siireci (hiicre sayis1 / zaman)
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Damar disina hiicre gocii (kemotaksis), kompleman faktorleri, histamin, bakteriyal
iirtinler, prostaglandinler, l6kotrienler ve growth faktorler gibi kemotaktik ajanlarla

diizenlenir. Bu maddeler notrofil, makrofaj ve lenfositlerden salgilanir (Sekil 2.4).

Biiytime faktorleri
PDGF, TGF-B, .
Plateletler bFGE. KGF. EGF. \ Makrofaj
<> & el IGF e ; Epitel hiicresi
S0 2 :
2
g ﬁ .
Fagositoz Yara ;
debridmani \
Hiicre l Anjiogenez
l kemotaksisi ve
aktivasyonu
Fagositoz aktivasyon FGF, VEGF, TNF-a
Elastaz, \
kollajenaz)
Oksijen PDGF, TGF-f,
radikalleri bFGF, EGF, IGF Thiicre
Nitrik oksit PDGF, TGF-p, EGF, TNF-a, IL-1, IL-6
TNF-o. IL-1 IFN-'Y Fibronektin
elastaz, kollajenaz ‘
Prostoglandinler(E,)
Notrofil B hucre
(
)
Fibroblast
Fagositoz ve
antimikrobiyal
fonksivon ECM sentezi
kollojen elastin GAG

ve glikoproteinler

Sekil 2.4: Yara iyilesmesinde etkili hiicre-hiicre hiicre-doku hiicre-sitokin etkilesimleri
(Witte MB, Barbul A. General principles of wound healing. Surg Clin North Am. 1997;
77(3):509-28.)

Notrofiller: Yaraya intikal eden ilk 16kosit alt grubudur. Akut inflamasyonda goriiliir ve
yara yerinde ilk 24-48 saat icinde en fazla miktarda bulunur (Hanson D ve ark., 2005;
Furie B ve ark., 2008). Primer gorevi salgiladig1 proteazlar ile yaranin bakteri ve doku

debrisi yiikiinden arindirilmasidir. Degrade edilen artiklart fagosite edebilirler.
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Notrofiller ayn1 zamanda serbest oksijen radikalleri ile bakterisit etkiye de sahiptirler.
Inflamasyon siirecinde etkili sitokinler salgilayarak diger hiicreleri uyarici etki de
gosteririler.

Makrofajlar: Yaralanmadan 48-96 saat sonra hakim hiicredir. Dolasimda monosit
formunda bulunurlar. Inflamatuvar ve proliferatif fazlarda etklidirler. Notrofiller gibi
proteaz salgilayarak, fagositoz yaparak bakteri ve debris yikiinii azaltirlar.
Anjiogenezde, matriks iiretiminde ve yeniden sekillendirmede (remodelling) ve hiicre
gocilinde uyaric etkisi olan biiyiime hormonu ve sitokinleri salgilarlar (Diegelmann RF,
1997) (Tablo 1IV). Nbotrofillerden farkli olarak makrofajlar iyilesme siireci
tamamlanincaya kadar yarada bulunurlar.

T-lenfositler: Basta IL-2 olmak iizere diger faktorlerin de etkisiyle yara yerinde
makrofajlardan daha az popiilasyonda bulunurlar. Yaralanmanin ikinci haftasinda yara
yerindeki esas lokosit alt grubudur. Makrofajlar gibi hem inflamatuvar hemde
proliferatif fazda bulunurlar. Belli bir antijen tarafindan harekete gegiriliren T hiicresi,
antijeni antikor iireten hiicrelere tanitir. Ayn1 zamanda lenfokinler salgilayarak lenfosit
ve fibroblastar iizerine de etkilidir. Lenfositlerin yara iyilesme siirecini nasil etkiledigi
tam olarak netlik kazanmamustir (Gillitzer R ve Goebeler M, 2001).

Mast hiicreleri: Inflamasyon fazinda etkili 16kosit alt grubudur. icerdigi graniillerinde

histamin, sitokin (TNF-a), prostaglandin ve proteaz icerir. Degraniilasyon ile kapiller
gecirgenlik artar, hiicresel aktivite ve kollajen depozisyonu ve yeniden sekillenmesi

gerceklesir.
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2.2.2 inflamasyon Faz
Yara iyilesmesinin bu ilk faz1 doku yaralanmasim takiben hemen baslar. Yara

bolgesindeki damarlarda gecici vazokonstriikksiyon olusur ve yaralanan damarlarda
trombositlerin subendotel kollajen ile karsilasmasi sonucu trombosit agregasyonu ve
degraniilasyonu olusur. Ekstravaskiiler hiicre yiizeyinde bulunan doku faktorlerinin
etkisiyle intrinsik ve ekstrinsik koagiilasyon kaskati aktive olur. Trombin, fibrinojeni
fibrine doniistiiriir. Olusan pihti ve gecici vazokonstriiksiyon ile hemostaz saglanir.
Trombosit degraniilasyonu ile sitokinler, biiyiime faktorleri, seratonin, kallikrein salinir.
Salgilanan bu mediatorlerin etkisi ile bir taraftan kapillerlerde vazodilatasyon ve
permeabilite artis1 olurken diger taraftan da kemotaksis ile notrofillerin, makrofajlarin
ve diger inflamatuar hiicrelerin migrasyonu uyarilir. Hiicre gocii ile birikte yara
bolgesinde kan akimi ve gecirgenligin artar. Notrofil, makrofaj, mast hiicresi, vaskiiler
endotel hiicresi, kompleman ve antikordan zengin interstisyel 6dem meydana gelir. Bu

olaylar klinik olarak yarada kizariklik ve sisme olarak kendini gosterir.

Yara yerine ilk gelen inflamatuar hiicreler notrofillerdir ve yaralanmadan sonraki
birka¢c giin icinde bolgedeki baskin hiicrelerdir. Yaralanmanin erken asamasinda
hasarlanmis keratinositlerden ve endotel hiicrelerinden salgilanan monosit kemotaktik
protein 1 (MCP-1), tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a), interlokin-1 (IL-1) gibi sitokinler
ve fibroblast growth faktor (FGF), platelet derive edici biiylime hormonu (PDGF) gibi
bag dokusu biiyiime hormonlar1 nétrofil ve monositlerin kemotaksisini saglarlar

(Gillitzer R ve Goebeler M, 2001).

Notrofiller oksijen radikalleri, hidrolitik enzimlerle yaradaki yabanci cisim, 6lii
doku ve bakteri fagositozunu yaparak hiicresel debridman yaparlar. Notrofiller cesitli
tipte proteazlara sahiptirler. Serin proteazlar genis etki spektrumuna sahipken,
metalloproteinazlar (¢inko iyonu igeren) Ozellikle kollajen yikimi yaparak matrikste
makrofaj, fibroblast ve keratinositlerin yerlesmesini kolaylastirir (Toriseva M ve Kahari
VM, 2009). Ayrica notrofiller prostoglandin E salgilayarak nekrotik dokunun daha
kolay yikilmasinmi saglarlar. Notrofiller, vaskiiler endotel biiyiime hormonu (VEGF),
TNF-a, IL-1 gibi yeni damar olusumun saglayan faktorler de salgilarlar. Enfeksiyon
bulunmadig: takdirde nétrofillerin yaradaki sayisi liciincii giinden itibaren hizla azalir.

Notrofiller bilinmeyen bir uyariciyla oliirler ve yerlerini makrofajlara birakirlar.
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Yaralanmadan 48-96 saat sonra yaralanma bolgesindeki baskin hiicre tipini,
dolasimda monosit olarak bulunan makrofajlar olusturur. Monositlerin kemotaksisini
saglayan baglica faktorler; transforming growth faktor beta (TGF-B), MCP-1, IL-1 ve
TNF-a dir (Wolpe SD ve ark., 1988).

Monositler, IL-2, TNF-a, interferon gama (IFN-y) ve PDGF yardimiyla dokuda
aktif makrofajlara doniisiirler. Aktiflesmis makrofaj onlarca madde salgilayarak
fagositoz, matriks sentezi ve anjiogenezde rol alip, yara iyilesmesinin esas diizenleyicisi
olurlar (Singer AJ ve Clark RA, 1999). Makrofaj yoklugunda yara iyilesmez.
Makrofajlarin salgiladiklar sitokinler (IL-1, TNF-a) araciligiyla hem kendi iizerinde
hem de notrofiller iizerinde aktive edici etkisi vardir (Luster AD ve ark., 1997; Murphy
PM, 1994).

Aktive makrofajlar; IL-6, IL-8, graniilosit monosit koloni stimiile edici faktor
(GM-CSF), graniilosit koloni stimiile edici faktor (G-CSF), MCP-1, IL-1, nitrik oksit
(NO) salinimi yaparak anjiogenezde etkili olurlar. NO’nun aym zamanda anti
mikrobiyal etkisi de vardir. Endotel hiicreleri, trombositler, fibroblastlar ve monositler
de nitrik oksit salgilayarak yarada siirekli NO bulunmasini saglarlar. Yapilan deneysel
calismalarda diisiik konsantrasyondaki NO’nun hiicre proliferasyonunu arttirdigs,
yiikksek konsantrasyonlarda ise hiicre farklilasmasina neden oldugu belirtilmektedir.
Inflamasyonun gec hiicre tipi lenfositler ve mast hiicreleridir. Sayica birinci haftanin
sonuna dogru pik yapmaya baslarlar. Lenfositlerin salgiladiklar1 IL-1 ve IFN-y ile
inflamasyon arttirici etkileri vardir. Yara iyilesmasinde etkili bazi biiyiime faktorleri ve

sitokinler Tablo V’te 6zetlenmistir.
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Tablo V: Yara iyilesmasinde etkili bazi biiyiime faktorleri ve sitokinler

Keratinosit . Fibroblast

IL-10/p KGF-1, 2
IL-1ra FGF-7, 10
IL-1, 3,6, 8, 10, 18 TGF- B1
G-CSF, M-CSF, GM-CSF CTGF
TGF- o/ B1 FGF-2
PDGF PDGF-A
VEGF IGF-1
TNF-a/p VEGF
IFN-y HGF
IGF-1 IL-6, 8
b-FGF, FGF-22 TNF- a
GM-CSF, G-CSF
FGF-22

b-FGF:basic fibroblast growth faktor, CTGF: connettive tissue growth faktor, FGF:
fibroblast growth faktor, HGF: hepatosit growth faktor, KGF:keratinosit growth faktor,
IGF:insiilin benzeri growth faktor, TGF:transforme edici growth faktor, VEGF:vaskiiler
endotel growth faktor, PDGF: platelet derived growth faktor, IL: interlokin, TNF: timor
nekroze edici faktor, [FN:interferon, G-CSF:graniilosit koloni stimiile edici faktor, GM-
CSF:graniilosit monosit koloni stimiile edici faktor, M-CSF:monosit koloni stimiile

edici faktor

Mediyatorlerin tiimii stimulan 6zellikte degildir. IL-4 ve IL-10 gibi sitokinler
diger sitokinlerin ekspresyonunu azaltirlar. inflamasyon, koruyucu ve tamir
mekanizmalar1 ile ortadan kaldirilamazsa doku hasarina neden olmaktadir. Sonucta
fibrozis ve doku harabiyeti olusmaktadir. Inflamasyona katilan degisik hiicreler
(makrofajlar, basta CD 8 olmak iizere T lenfositler, notrofiller) ve bunlardan salinan
degisik mediyatorler (proteazlar, oksidanlar, ve toksik peptitler) bir taraftan direk doku
hasarina neden olurken diger taraftan makrofajlar1 uyarmaktadir. Bu durum aktive

makrofajlardan, CD8 T lenfositlerden nétrofil kemotaktik faktorler salinmasina yol
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acmaktadir. Aktive olan makrofajlardan TNF-q, IL-8 ve 16kotrien B4 (LTB4) gibi cesitli
infilamatuar mediyatorler ve reaktif oksijen radikalleri serbestlesmektedir. Makrofaj ve
T lenfosit sayisi, parankim hasarinin boyutlari ile yakindan iligkilidir. Makrofajlarin,
gerek notrofil  kemotaktik faktorler, gerekse proteolitik enzimler (matriks
metalloproteinazlar) iireterek, inflamatuar siireci yonlendirdigi diistiniilmektedir. IL-8
makrofaj, notrofil ve hava yolu epitel hiicrelerinden salinabilir. TNF-o’nin IL-8
yapimini artirdigi diigiiniilmektedir. T lenfositlerin inflamatuar siirece katkilar1 ise ¢cok
iyi bilinmemektedir. Ancak T hiicre patofizyolojisi heniiz netlesmemistir. CD8(+)
hiicrelerinden salinan perforin, granzyme-B ve TNF-o salmimui ile alveolar epitel

hiiceleri sitoliz ve apoptioza ugrar .

2.2.3 Proliferatif Faz
Yara iyilesmesi fazlar1 birinin bitip digerinin basladigr basamak seklinde seri

reaksiyonlar olmayip, birbiri i¢ine gecmis siirecler olarak diisiiniilmelidir. Proliferatif
fazda ekstaraseliiler matriks (ECM) sentezi, epitelizasyon, anjiogenez ve yara
kontraksiyonu goriiliir. Yarada pihti, nekrotik doku, yabanci cisim veya enfeksiyon gibi
yara iyilesmesi i¢in bariyer olusturup inflamasyon siirecini uzatan etkenler ortadan
kaldirildiktan sonra, makrofajlarla birlikte fibroblastlar ve endotelyal hiicreler

graniilasyon dokusunu olusturmaya baslarlar

Ekstra seliiler matriks: Normal yara iyilesmesinde en belirgin gosterge, diizenli bicimde

graniilasyon dokusu olugmasidir (Kirsner RS ve Eaglsterin WH, 1993). Graniilasyon
dokusu; ECM, yeni kapillar tomurcuklanma ile fibroblast ve inflamasyon hiicrelerinin
birlesiminden olusan yeni stromay1 tamimlar (Mutsaers SE ve ark., 1997; ReganMC ve
Barbul A, 1994; Calvin M, 1998). Graniilasyon deyimi, yara yiizeyindeki dokunun
parlak kirmizi graniiler goriiniimiinden ileri gelmektedir. Her bir graniil yeni bir kapiller
tomurcugu temsil eder.

Makrofaj kaynakli sitokinler 6zellikle PDGF, TGF- 1 48-72 saatten itibaren
ECM proteinleri ile etkileserek yara c¢evresindeki dokudaki fibroblastlarda integrin
ekspresyonuna, fenotipik degisikliklere, proliferasyona, yaraya migrasyonuna neden
olur. Yaraya goc¢ etmis olan fibroblastlar ozellikle TGF- Bl etkisiyle ECM icin
kollajenoz matriks iiretirler (Clark RAF ve ark., 1995; Welch MP ve ark., 1990).
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Integrinler fibroblast ve epidermal hiicre yiizeyinde bulunan transmembran
reseptor kompleksleridir. Yara iyilesmesi esnasinda hiicre fonksiyonunu diizenlerler.
IL-1, TNF-a, PDGF, TGF-B ve EGF fibroblastlar i¢in en énemli uyaranlardir. Otokrin
ve parakrin etkiyle fibroblastlar Tip III kollajen, glikozaminoglikan (GAG) ve
fibronektinden olusan matriks sentezlerler. Fibroblastlar bag dokuyu cevreleyen
farklilasmamis mezenkimal hiicrelerden ve perivaskiiler adventisyadan koken alarak,
onceden sekillenen fibrin pihtisi icindeki lifler ve yeni gelisen kapillerler boyunca
stoplazmik uzantilar olusturarak yaranin icine dogru hareket ederler. Yaradaki
fibroblastlar makrofajlardan salinan TGF-f etkisiyle miyofibroblastlara doniisiirler.
Inflamatuvar fazda olusan gegici fibrin matriks, makrofajlar ve fibroblastlardan salman
metalloproteinazlar ile yikilarak kollajen (6nce tip III daha sonra tip I kollajen),
glikoprotein (fibronektin, laminin) ve protoglikandan (hyaluronik asit) zengin gevsek
ekstraseliiler matriks olusur. Hyaliironik asitin hidrofilik etkisi ECM yogunlugunu
diisiirerek yara iyilesmesi i¢in uygun ortam olugmasini saglar. Kollajen ii¢ sarmalli,
saglam polipeptid yapisinda olusur. Dermisin ve graniilasyon dokusunun ana
proteinidir. Agirlikli olarak hidroksiprolin, hidroksilizin aminoasit dizilimlerinden
olusur. Kollajen matriks ile dolan yarada, fibroblastlarin kontakt inhibisyonu ile
kollajen iiretimini durur. Mevcut durum fibroblasttan zengin graniilasyon dokusu
seklindedir. Daha sonra hiicreler bilinmeyen bir mekanizma ile apopitozise giderek
aseliiler skar formasyonu olusur.

a) Epitelizasyon

Epitelizasyon, yaralanmadan sonra derinin bariyer Ozelliginin yeniden
kazandirilmas1 amaciyla epitel hiicrelerin ayrilmasini, go¢ etmesini, ¢ogalmasini
organize ve keratinize olmasini saglayan bir siirectir. Bu siire¢ yaralanmayi takiben
hemen baslar. Normal sartlarda keratinositler (epidermal hiicreler) hemidesmozomlari
araciliglyla bazal tabakada laminine, desmozomlar araciligiyla da birbirlerine
baglanmiglardir. Yaralanma da ise bu baglanmada etkili olan integrinler (a6-B4)
degisime wugrarlar. Yeni integrinler (a5-B1) keratinosit igindeki aktinomyozin
filamanlarda kontraksiyona, hemidesmozom yapilarinda zayiflamaya neden olur. Ayrica
monofilamanlarin kisalmasi, psddopod benzeri ¢ikintilarin sekillenmesiyle hiicreler

belirgin bir fenotipik degisiklige ugrar (Martin P, 1997; Efron DE ve ark., 2005).
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Epidermal hiicrelerinin integrin reseptor ekspresyonu ayni zamanda ECM
proteinleri (vitronektin / fibronektin) ile epidermal hiicrelerin etkilesimine neden olur.
Yara kenarlarindan serbestlenen keratinositler merkeze dogru go¢ etmeye baglarlar.
Ancak hemostaz sirasinda meydana gelen pihti epitelizasyon i¢in engel olusturur.
Yaralanan dokuda bulunan plasmin ana fibrinolitik enzimdir. G6¢ eden keratinositlerde,
plasminojeni plasmine cevirecek olan doku tipi plasminojen aktivatorii (tPA) ve
tirokinaz plasminojen aktivatorii (uPA) ezimleri ve enzim reseptorlerinde upregiilasyon
vardir. t-PA, u-PA aym zamanda kollajenazlar1 (matriks metalloproteinaz) da
aktiflestirerek kollajen ve ECM protein yikimina yardimcr olur. Bu etki epidermal
hiicrelerin gevsek graniilasyon dokusu iizerinde fibrin tika¢ igierisinde ilerlemelerini
kolaylastirir. Epidermal hiicrelerin migrasyon ve proliferasyonunu baslatan uyar1 heniiz
tanimlanmamakla birlikte serbest kenar etkisi’'ne baglh olabilecegi bildirilmistir. Yara
kenarinda komsusu bulunmayan epidermal hiicrelerin lokal biiytime faktorii salinimi ve
reseptorlerinin ekspresyonu ile hem kendi iizerindeki proliferasyonu hemde migrasyonu

aktive edebilir.

b) Anjiogenez
Yeni damar olusumunda anjiyogenik sitokinler, proteolitik enzimler, migratuar

faktorler gibi farkli proteinlerin etkin rol aldigi diisiiniilmektedir. Bunlar tiimor
hiicreleri, endotel hiicreleri, fibroblastlar ve tiimor komsulugundaki makrofajlar

tarafindan salgilanabilmektedir (Leek RD ve ark., 2000).

Anjiogenez (neovaskiilarizyon); epitelizasyon ve bag doku olusumu icin gerekli
oksijen, enerji ve ham maddelerin bolgeye tasinip, metabolit ve artik {iriinlerin geri
doniisiimii i¢in gerekli olan yeni kan damari olusumunu tanimlar. Anjiogenez 24-48 saat
icinde baslar ve yaralanmadan yaklasik 4 giin sonra makroskobik olarak saptanabilir
diizeye gelir. Periferdeki intakt veniillerden yara kenarina go¢ eden endotelyal hiicreler

prolifere olarak yeni kapiller tiibiiller meydana gelir.

Yaralanma, doku yikimina ve hipoksiye neden olur. Hiicre hasarlanmasi sonucu
makrofajlardan FGF ve hipoksi sonucu keatinositlerden VEGF salgilanir. Yarayi
cevreleyen ekstraseliiler matriks proteinlerinin proteolitik enzimlerce yikilmasi, yeni
kapiller tiibiillerinin olusumunu ve graniilasyon dokusuna dogru uzanmimlarini

kolaylastirir (Pintucci G ve ark., 1996). Proteolitik enzimlerce yikilmis proteinlerin artik
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parcaciklar1 periferik dolagima gegerek monositleri hasarli bolgeye ¢eker. Monositler
dokuya gecerek aktive makrofaj olurlar ve anjiogenik faktorler (basta FGF olmak iizere
TNF- o , VEGF, hipoksiye bagimli faktor (HIF) ve IL-8 bunlardan bazilaridir)
salgilarlar (Shimura S ve ark., 2000; Hashimoto I ve ark., 2000; Khorana AA ve ark.,
2003).

Bu faktorler, prokollajenaz ve PA salgilamasi icin endotelyal hiicreleri uyarir.
PA, plasminojeni aktive plazmine, prokollajenazi da aktive kollajenaza cevirir. Bu iki
proteaz bazal membrani yikar. Yikilmig basal membran endotel hiicrelerin anjiogenetik
faktor salgilamalarina neden olur. Ayrica endotel hiicrelerinin iirettigi fibronektin
reseptorleri damar c¢evresinde bulunan fibronektin ile etkileserek yeni damar
olusumunun yaraya dogru ilerlemesi icin kanal gorevi goriir (Clark RAF ve ark., 1982;
Brooks PC ve ark., 1994). Hem neovaskiilarizasyonun baglatilmasinda hem de yeni
damar tomurcuklarinin yaraya dogru yonelmesinde protezlarin ¢ok Snemli bir yeri
vardir. Kapali takip edilen yaralarda karsit kutuplardan birbirlerine karsi ilerleyen
kapiller tiibiiller yaray1r vaskiilerize etmek icin hizlica birlesirler. Aksine agik takip
edilen yaralarda yeni olusan tiibiiller birbirlerine komsu olarak ayn1 yone dogru biiyiime
gosterirler ki bu graniilasyon dokusunun olusmasini saglar (Hunt TK, 2006).
Neoanjiogenezde rol alan biiyiime hormonlarindan bazilari; TNF-o, TGF-$, VEGEF,
FGF, PDGF, anjiogenin, anjiotropin, anjiopoietin-1, trombospondin, tirokinaz seklinde
olup, platelletlerden, makrofajlardan ve hasarlanmis endotel hiicrelerinden salgilanir
(Iruela-Arispe ML ve Dvorak HF, 1997). VEGF en fazla yara kenarindaki
keratinositlerden salgilanir. TNF-a, KGF (keratinosit biiyiime hormonu), TGF-$1, IL-1
keratinositlerden VEGF salinnmina neden olur. Hipoksi endotel hiicrelerinden NO
salintmina neden olur ve VEGF salintmin1 arttirarak anjiogenezde stimiile edicidir. NO
ayrica yeni olusan dokuyu ‘iskemi reperfiizyon hasari’na karst koruyucudur. Biiyiime
hormonlar1 gibi mediatorlerin yaninda metabolik faaliyetler sonucu olugmus yara ortami
da anjiogenez siirecini etkiler. Laktik asidin artmasit ve pH’nin diismesi, nikotinamid
dehidrogenaz (NAD) diisiisiine bagli oksijen konsantrasyonu azlig1 neovaskiilerizasyonu

inhibe ederler.
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¢)Yara Kontraksiyonu

Yara kontraksiyonu da yaralanmadan birka¢ giin sonra baglar ve defektin
kapatilmasi i¢in yaray1 ¢evreleyen yara dudaklarinin merkeze dogru hareketi sonucu
gelisen bir kii¢iilmedir.

Deri biitiiniigiiniin bozulmasiyla deride elastik geri cekilme etkisine bagl yara
kenarlarinin uzaklagsmasi defektin biiylimesi ile sonug¢lanir. Ancak graniilasyon dokusu
yara kenarlarini iceri ¢ekerek epitelizasyon ile kapatilacak alan1 daraltir. Hiicre-hiicre,
hiicre-ECM ve sitokinlerin etkilesmiyle gelisir. Iyilesmenin 2. haftasinda fibroblastlar
aktin filamani igeren miyofibroblastlara doniisiir. Bu hiicreler sadece yarada bulunurken
saglam bag dokusunda bulunmaz. Miyofibroblastlarin baslica kaynagi hasarli doku
fibroblastlar1 iken vaskiiler diiz kas hiicreleri (perisitler) de miyofibroblastlara
doniisebilir (Gabbiani G ve ark.,1971). Kontraksiyonu baslatan esas uyar1 EGF , TGF-
B1 veya B2 , PDGF olabilir (Montesano R ve Orci L, 1971). Kontraksiyon geri doniigsiiz
bir kontraksiyondur (diiz kas hiicrelerinden fakli). Yara dudaklar birbirleri ile temas
sagladiklarinda, miyofibroblastlarin gerim giicii yaray1 ¢evreleyen derinin gerilimine
esit oldugunda ve miyofibroblastlarda yapisal bir bozukluk oldugunda kontraksiyon
durur. Kontraksiyon sona erdiginde miyofibroblastlar ortadan kalkar (Bogatkevich GS

ve ark., 2003).

2.2.4 Maturasyon Fazi
Yara iyilesme siirecinin son evresi olan maturasyon fazi, graniilasyon dokusunun

skar dokusuna doniismesini, ekstraseliiler matrikisin olgunlasmasini kapsayan yara
tyilesmesinin en uzun evresidir. Kollajen sentezinin bagladig1 proliferasyon evresinin
son asamasindan (hasar sonras1 ~ 1 hafta ), skar formasyonun tamamlandig1 (12-18 aya
kadar uzayabilir) zamana kadar devam eder .

Bu siirecte yara yeniden seklillenmesi ve giiclenmesi icin kollojen matriks
depolanmas1 ve c¢oziinmesi devam eder. Yaralanmamis doku kollajen matriksi %80-
%90 Tip I kollajen , %10-%?20 Tip III kollajen icerirken, yaralanmis doku matriksinde
erken donemde %30 Tip III kollajen depolanir. Tip III kollajenin baskin olmasi, bir
birine ge¢mek yerine paralel sekilde dizilimi ve kollajen iceriginin biiyilk oranda
glikolize halde bulunmasi nedeniyle erken donemde gii¢siiz destek doku vardir ve yara

direnci cok diigiiktiir. Yaralanmanin 1.haftasinda matriks dayamkliligi yaralanmamis
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dokunun %3 oranindadir. Kollajenazlar ve proteazlar bu erken kollajeni parcalayarak
yeni kollajen depolanmasini saglarlar. Yeni biriken kollajen ile matriks kalinliginin
artmast, lizil oksidaz ile bu kollajen fibriller arasindaki ¢apraz baglanmanin saglanmasi
yara dayanikliliginmi arttirir. Zamanla tip I ve tip II kollajen miktarlar1 hasarsiz dokudaki
miktarlarina yaklasir. 3.haftada doku dayamiklilign %30’a ve iyilesmenin 3. ayinda
maksimum oran olan orjinal dayanikliligin %80’ine ulasilmis olur. Bu siirecin kisaligi,
olusan matriksin miktar1 skar olusumunu etkiler. Yara bolgesindeki fibroblastlarin
sayis1 azalir, kollajen iiretimi dengeye ulasir, epitelizasyonun tamamlanmasiyla yara

makroskobik olarak soluk yara renginde goriiliir.

2.3. Kok Hiicre

2.3.1 Tanmim ve tarihcgesi
Dejenere ve deforme olan doku ve organlarin yenilenebilmesi model alinarak

arastirtlmaya baglanan ve tip teknolojisi ile paralel olacak sekilde gelisen rejeneratif tip,
kok hiicre kavramiyla birlikte tip uygulamalarinda yerini almistir.

[k kok hiicre izolasyonu Evans ve ark. tarafindan 1981 yilinda gerceklestirildi
(Evans MJ ve Kaufman MH, 1981). Kok hiicreler embriyonik donemden baslayarak
fotal ve dogum sonrast donemde doku ve organlarin gelismeleri ve idamelerinde ¢ok
onemli rol oynarlar. Heniiz farklilasmamis olan bu hiicreler kendilerini yenileme, organ
ve dokulara farklilasabilme gibi organizmada bagka hicbir hiicrede bulunmayan
ozelliklere sahiptir.

Kendi kendini yenileyebilen (repopulating) hiicrelerin varligi ilk kez 1950’li
yillarin basinda gosterilmis olmakla birlikte kok hiicre tanimi bugiinkii anlayisimiza
1961 yilinda Till ve Mc Culloch’un irradiye edilmis farelere sinjeneik tiirden kemik iligi
verdigi zaman fare dalaklart iizerinde olusan kolonileri tanimlamalar1 ile gelmistir.
[rradiye edildikten sonra sinjeneik kemik iligi nakli yapilan farelerin dalaklarinda
mikroskobik olarak belirlenmis eritroid, miyeloid ve megakaryositik serilere
farklilagabilen kolonilerin varliginin gosterilmesi, bu kolonilerin multipotansiyel kok
hiicreyi ifade edebilecegi goriisiinden hareketle bu kolonilere Colony-Forming-Unit-
Spleen (CFU-S) adi verilerek multipotansiyel kok hiicrenin tanimi yapilmistir (Till JE
ve McCulloch EA, 1961).
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Dr.Rudolf Wirchow’un da dedigi gibi ‘omnis cellula e cellula ’ yani her hiicre
bagka bir hiicreden meydana gelmistir ve bu hiicrelerin en basinda déllenmis ovum
‘zigot’ bulunur.

Kok hiicrelerin farklilasma kapasitelerine gore hiyerarsileri vardir; totipotent,
pluripotent, multipotent ve unipotent olarak adlandirilabilir. Bu hiicreler embriyo,
embriyo-sonrasi tiim doku ve organlar ile embriyo-dis1 membranlarin ve organlarin
kaynagini olusturan kok hiicre tiirleri olarak tanimlanir.

Viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilme ve bir canliy1 olusturabilme potansiyeline
sahip olan ilk embriyonel hiicreye totipotent hiicre denmektedir. Zigot ve morula
evresindeki hiicreler totipotent hiicredir. Sinirsiz farklilagsma ve farkli yonlere gidebilme
ozelliginde olan kok hiicrelerdir.

Fertilizasyonun yaklasik besinci giiniinde, yaklasik 150 hiicreden olusan ve igi
sivi ile dolmaya baslayan kistik bir yapir olusur. Bu yap1 blastokis’ olarak adlandirilir.
Blastokisiti olusturan bu hiicreler mezoderm, endoderm ve ektodermden kdken alan cok
farkli hiicre ¢esidine doniisebilme potansiyelindedir. Bu ozellige sahip hiicrelere de
pluripotent hiicreler denir. Viicuttaki biitiin dokular1 ve trofoblastlar1 olusturabilir
ancak bir bireyi meydana getiremez. Hayatin ilerleyen donemlerinde yerlestikleri
dokunun hiicre tipini iireten daha Ozellesmis olan bu tip kok hiicreler multipotent
yetiskin tip kok hiicreler olarak adlandirilir. Yetiskin kok hiicre bir doku ya da
organdaki farklilasmis hiicreler arasinda bulunan farklilasmamis hiicre olup kendisini
yenileyebilir ve icinde bulundugu doku ya da organin Ozellesmis hiicre tiplerine
farklilagabilir. Kemik iligi, kas gibi bir doku da yerlesik olarak bulunan kok hiicreleri
ise unipotent yetiskin kok hiicreleri olarak adlandirilir. Embriyonik kok hiicrelere gore
gelismenin daha sonraki basamaklarinda goriilen multipotent kok hiicreler elde
edildikleri doneme gore daha kararhdirlar, giderek daha sinirli bir boliinme ve
farklilasma yetenegi gosterirler.(6rn: kemik iligi kok hiicresi, mezenkimal kok hiicresi,
hematopoetik kok hiicresi)

Yetiskin kok hiicreleri viicutta bircok doku ve organda bulunurlar (Tablo VI).
Organizmadaki esas gorevleri bulunduklar1 bolgedeki hiicrelerin hasar gormesi
durumunda c¢ogalarak hasarli dokuyu tamir etmek ve dokunun devamliligimm
saglamaktir. Bunlar, farklilagmasini tamamlamis dokularda uygun mikrogevre (yuva;

kok hiicre nisi) icerisinde uykuda bulunan heniiz farklilasmamis hiicrelerdir. Bu
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hiicreler her yastaki insanda bulunur. Viicudun gereksinimi oldugunda bu hiicreler
bulunduklart dokuya 6zgiil hiicre tiirlerine doniisiirler. Bunlar 6len hiicrelerin yerine
gecmek iizere yedek hiicreler olarak bekler. Yetiskin kok hiicreler kas, goz, karaciger,
deri, adipoz doku, kemik iligi ve sinir dokularinda bulunurlar. Tipik olarak yetiskin kok
hiicreler bulunduklart dokunun hiicre tiplerine farklilagmaktadir. Son yillarda
gerceklesen bir¢ok deneyde belirli dokudaki kok hiicrelerin tamamen farkli doku hiicre
tiplerini olusturabilecegi gosterilmistir. Bu olgu plastisite olarak bilinmektedir (Sekil

2.5).

Tablo VI: Yetiskin kok hiicrenin bulundugu yerlerden bazilar

Kemik iligi Yag dokusu Iskelet kas1 | Deri
Periferik kan Gonadlar Dis dokusu | Beyin
Damarlar Akciger Goz
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Sekil 2.5: Kok hiicre plastisitesi

Mezenkimal Kok Hiicreler ilk olarak Friedenstein ve Petrakova tarafindan
tanimlanmiglardir (Friedenstein AJ ve ark., 1967). MKH heniiz diferansiye olmamis
multipotent hiicreler olup asil olarak kemik iligi stromasi icerisinde yer alirlar ve
osteoblast, kondrosit, adiposit ve fibroblasta farklilagabilirler (Pittenger MF ve ark.,
1999; Caplan Al ve ark., 1994). MKH’lar, kiiltiirde izolasyon ve ekspansiyonlarinin
kolay olmasi, multipotent 6zellikleri, migrasyon 6zellikleri, immiinmodiilatuar etkileri
ve tedavi amaciyla bir¢ok ihtiyaci karsilayabilecek kapasitededirler.

MKH’lar tarafindan salgilanan anjiogenik, antiapopitotik ve mitojenik
faktorlerden transforming growth faktor (TGF), hepatosit growth faktor, IL-1, IL-1,
IL-3, IL-6, IL-7, IL-11, kok hiicre faktorii hasara ugramis dokularin rejenereasyonunu
ve ¢ogu dokuda gosterilmis olan endojen kok hiicrelerin proliferasyon ve

farklilagsmasini arttirir (Baddoo M ve ark., 2003; Kode JA ve ark., 2009).

29



Mezenkimal kok hiicrelerin tasidiklart sitokin, kemokin, biiyiime hormonu
reseptorleri ve yiizey belirtecleri Tablo VII' de, salgiladiklar1 sitokin ve biiyiime

hormonlari ise Tablo VIII’de 6rneklenmistir (Chen L vea rk., 2008).

Tablo VII: Mezenkimal kok hiicrelerin tasidiklart sitokin, kemokin, biiylime hormonu

reseptorleri ve yiizey belirtegleri.

Yiizey belirteci CD13, CD29, CD44, CD73, CD90,
CD105, CD106, Stro-1, Sca-1

Sitokin reseptorleri IL-1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R, IL-11R
ECM reseptorleri ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, ALCAM, endoglin,
hyaluronat reseptor integrinleri

al, a2, a3, aA, aV, bl, b2, b3, b4
Biiyiime faktor reseptorleri ~ BFGF-R, PDGF-R

Tablo VIII: Mezenkimal kok hiicrelerin sekrete ettikleri sitokin ve biiylime hormonlari.

IL-6,7,8,11,12, 14, 15 fms benzeri tirozinkinaz-3 ligandi
(flk-3L)

Lokemi inhibe edici faktor VEGF-a

Graniilosit koloni stimiile edici faktor Insiilin benzeri biiyiime hormonu-1

(G-CSF) (IGF-1)

Graniilosit-monosit koloni stimiile edici Epidermal biiyiime hormonu (EGF)

faktor (GM-CSF)

Stem cell faktor Keratinosit biiyiime hormonu (KGF)
Makrofaj koloni stimiile edici faktor Anjiopoetin-1
(M-CSF)
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Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT) tarafindan MKH’lar1 tanimlamak iizere ii¢
oOlciit belirtilmigtir:

1. Uygun kiiltiir kosullarinda plastik yiizeye yapismalar1 gereklidir.

2. Akim sitometrisi ile >%95 hiicrede CD73, CD90, CD105 belirtecleri pozitif
olmal1. Ek olarak >%98 hiicrede CD45, CD34, CD11b veya CD14, CD19 veya CD79a
belirtegleri negatif olmalidir.

3. Uygun farklilastirma medias1 i¢inde osteoblast, kondroblast ve adiposite

farklilasmalar gerekir (Spitskovsky D ve Hescheler J, 2008).

MKH’larin tanimlanmasinda ortak kami fibroblastik morfolojileri yaninda insan
icin CD73+, CD90+, CD105+, CD45- ve fare icin Sca-1+ CD90+ ve CD45- ifade
etmeleridir (Brooke G, 2007). Fetal hayatta MKH’lar kan, kemik iligi, karaciger,
amniyon sivisi, akciger ve pankreastan; eriskin hayatta ise kemik iligi, kordon kani,
plasenta, periferik kan, iskelet kasi, dermis, yag dokusu, dis pulpasi, sinovial membran
ve kalpten izole edilmistir .

Adipojenik dokunun zengin bir kok hiicre kaynagi oldugu ilk olarak Zuk
tarafindan bildirilmistir (Zuk PA, 2001). Plastik cerrahlar tarafindan bircok prosediirde
sikca elde edilen ve atilan bu doku dikkatleri iizerine ¢cekmis ve konuyla ilgili pek ¢ok
arastirma yapilmistir (Mizuno H ve Hyakusoku H, 2003; Mizuno H, 2009; Zuk PAve
ark., 2002).

Kemik iliginde bulunan MKH’lar hematopoetik kok hiicre nisinin olusmasina
katkida bulunurlar. Bu hiicreler kemik iliginde uygun bir hematopoetik mikrocevre
saglarlar ve salgiladiklar1 VEGF-C, CXCL-12, VEGF-A, Angpt-1, Agpt-2, Flt-3 Ligand
gibi cesitli biiylime faktorleri ve kemokinler sayesinde hematopoetik kok hiicreler
izerine pozitif ve negatif diizenleyici etki gosterirler (Valtieri M, Sorrentino A, 2008).
MKH’lar intravendz olarak verildiklerinde tercihen yonelttikleri yer kemik iligidir.
Ancak viicutta inflamasyon ve doku hasart oldugunda, bu bolgede artan kemokinler
MKH yiizeyindeki reseptorler ile etkileserek hiicreleri inflamasyonun, hasarin veya
tiimoriin bulundugu dokuya yonlendirir .

MKH’larin diger énemli 6zellikleri immiin diizenleyici 6zellikleridir. MKH’lar
cok az MHC smf I ekspresyonu gosterip, MHC smif II molekiil ekspresse

etmediklerinden (veya ¢ok az ettiklerinden) universal donor olarak adlandirilmalarina
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neden olan diisiik immiinolojik aktiviteye sahiptirler (Klyushnenkova E ve ark., 2005).
MKH’lar T lenfosit, B lenfosit ve NK hiicre fonksiyonlarin1 baskilar ve dentritik hiicre
farklilasmasini, fonksiyonunu inhibe eder. Bu ozellikleri mixed Imphocyte reactions
(MLRs) olarak adlandirilan mikst lenfosit reaksiyonu iizerinden degerlendirilir. Genetik
bakimdan birbirinden farkli kisilerin lenfositleri in vitro ortamda karsilastirildiginda bu
kisilerden birinin lenfositi digerinin lenfositlerinde DNA sentezini uyarir. Mikst lenfosit
reaksiyonu olarak adlandirilan bu reaksiyonda DNA sentezindeki artis, vericiyle alici
arasindaki uyusmazligin derecesiyle orantilidir. Klinik uygulamada bu reaksiyon
kisilerden birine ait hiicrelerin 151nlanmasiyla ya da DNA sentezini dnleyen mitomisin-
C gibi bir ilagla muamele edilmesiyle tek yonlii duruma getirilir. MKH’larda T lenfosit
ve dentritik hiicreleri baskilayarak bu reaksiyonu siiprese edebilirler. Di Nikola ve
ark.nin bildirdigi bir diger mekanizma ise TGF1p ve hepatosit growth faktor (HGF)’ii
inhibe eden monoklonal antikor ekspresyonunu arttirmak suretiyledir (Di Nicola M ve
ark., 2002). Cutler ve ark. umblikal korddan derive edilmis MKH iizerinde yaptiklar
calismada, MKH’lar Th-1 lenfosit aktivasyonunu Onleyerek proinflamatuar cevap
inhibisyonuna neden olurlar. Ayrica PgE,, TGF-beta, NO, IL- 4/ 5/ 6/ 9/ 10/ 13 gibi
sitokinleri salgilayarak immiinsiipresan etkili Th-2 aktivite artist yaparlar. PgE,
inhibitorii verildiginde MKH’larin Th-1 lenfosit inhibisyonunu gerceklestiremedikleri
gosterilmistir. MKH’lar immiinolojik olarak bagimsiz hiicrelerdir ve allojenik olarak
ilave immiinsiipresyona gerek kalmaksizin uygulanabilirler. Immiin sistemde
bozuklukla giden Crohn hastaligi, graft versus host hastaligi ve multiple skleroz gibi

rahatsizliklarda kullanimlart i¢in deneysel ve klinik ¢alismalar yapilmaktadir.

2.3.3 Mezenkimal kok hiicre ve rejeneratif tip
MKH’in kendi dizinleri disindaki farkli hiicre dizilerine de farklilasabilme

niteligi, ozellikle rejenetratif tip ile ilgili dallarda ¢ok ilgi uyandirmistir. Hasarin
iyilestirilmesinde etkili mekanizmalar; MKH’larin farklilasarak olgun fonksiyonel
hiicrelere doniismesi (plastisite), hasarli hiicre - MKH fiizyonu sonucu hiicre
fonksiyonunun yeniden kazanilmasi, MKH’nin hasarli dokuda hiicre/ hiicre, hiicre/
ekstraseliiler matriks iligkileri ve solubl faktorlerin (biiylime faktorii, sitokin, kemokin
v.s), parakrin faktorlerin, enzimlerin salinimi veya immiinmodiilator, antiinflamatuar,

antiapopitotik, anjiogenik etki gostermek yoluyla hasarin giderilmesine katkilart olarak
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sayilabilir. Burada en 6nemli mekanizmanin solubl faktorler ve hiicre/matriks etkilesimi
araciligiyla oldugu diistintilmektedir (Tae SK, 2006). MKH’larin bulunduklari
bolgeledeki nislerden, hasarli dokuya dogru mobilizasyonu gerekmektedir. Bunu
saglayan uyarinin da hasarli dokunun degisen mikrocevresinden geldigi gosterilmistir.
Hasarl1 bolgede salinan solubl faktorlerden stromal derived factor (SDF-1), monosit
kemoatraktan protein ve kompleman C; fraksiyonunun Onemli rolii oldugu ileri

surilmektedir.

MKH’lar multipotent 6zelliklerini kaybetmeden kemik iliginden veya kemik iligi
aspiratindan izole edilerek, kiiltiir kabinda eksande edilebilir. Preklinik olarak kemik,
kikirdak, tendon, kas, yag gibi konnektif doku modellerine farklilandirilarak doku
mithendisligi alaninda kullanilabilir. Biitiin bu uygulamalar sirasinda embriyonik kok

hiicreye uygulanan etik kisitlamalardan ise tamamen bagimsizdirlar.

2.4 Stromal vaskiiler fraksiyon ve tanimi
Adipoz dokuya ait mononiikleer fraksiyon mitojenik aktivitesi siiren adipozit

prekiirsorleri olarak 1968 yilinda Hollenberg tarafindan tanimlanmistir (Hollenberg CH
ve Vost A, 1969). Daha sonra literatiirde stromal vaskiiler fraksiyon (SVF) olarak
bahsedilmistir. SVF; MKH, preadipozit, endotelyal prekiirsor hiicre, T diizenleyici
hiicre ve M2 makrofaj icerir (Riordan NH ve ark., 2009; Gimble JM, 2007; Gimble JM,
ve Nuttall ME, 2011).

Yag dokusun icerdigi en az 2 kok hiicre kompartmani vardir. Birincisi MKH,
ikincisi ise endotelyal progenitor hiicredir (EPH). Yag dokusunun igerigi Tablo IX’ da

Ozetlenmistir.
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Tablo IX: Yag dokusunda bulunan hiicreler

Endotelyal progenitor hiicre VEGF

—_

“ Monosit/makrofaj PDGF

(7B tentosit T R

Eritrosit IGF-1

i N

= NK MSP
Preadiposit-Adiposit

E Fibroblast

T

IGF-1:insiilin benzeri biiyiime hormonu, HGF-1: hepatosit biiylime hormonu , MSP:

makrofaj uyaric1 protein , TGF-f: transforme edici growth faktér, VEGF: vaskiiler
endotel growth faktor, TNF-a: tiimor nekroze edici faktér, PDGF: platelet derived
growth faktor, FGF: fibroblast growth faktor, NK: natural killer hiicreler
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Yag doku enjeksiyonlar1 estetik cerrahide sik¢a kullanilirken, in vitro ortamda
genisletilmis MKH uygulamalart iizerinde de ¢alisilmaktadir. Ekspande edilmemis SVF
hiicrelerinin antiinflamatuar ve rejeneratif etkileri yapilan deneysel c¢alismalarla
gosterilmistir. SVF klinik uygulamalar igin alternatif bir mezenkimal kok hiicre
kaynagidir (Astori G ve ark., 2007; Fernyhough ME ve ark., 2008; Rodriguez AM ve
ark., 2005).

2.4.1 Adipojenik kaynakh kok hiicre ile kemik iligi kaynaklh kok hiicrenin
karsilastirilmasi
Kok hiicre kaynagi olarak yag dokusu kemik iligi kadar ilgi cekicidir. Kolay

ekstraksiyon, kemik iliginden daha yiiksek MKH igerigi, ex vivo olarak kemik iligi

kadar MKH ekspansiyon kapasitesi ve sik koloni olusturma gibi 6zellikleri vardir.

Kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin pasaj siiresi kisa olup hiicrelerin
proliferasyon kapasitleri en fazladir. Yapilan bagka ¢alismalarda yag doku kaynakli kok
hiicrenin diferansiyasyon kapasitesi, neoanjiogenez kapasitesi, immiin modiilator etkisi,
kemik iligi kaynakli kok hiicre kadar iyi oldugu raporlanmistir (Kim Y ve ark., 2008;
Noel D ve ark., 2008; Hayashi O ve ark., 2007).

Yag dokudan elde edilen kok hiicreleri, immiinglobulin salgilanmasini inhibe
edip B hiicre fonksiyonunu baskilayarak kemik iligi kaynakli kok hiiclere gore daha
etkili immiin silipressor etki gostermektedir (Bochev I ve ark., 2008). Kemik iligi
kaynakli MKH’lar gibi adipoz kaynakli kok hiicrelerin de pasajlanmadan klinik
kullanimi biyoyararlilik acisindan sinirlhidir (Riordan NH ve ark., 2009).

2.4.2 Stromal Vaskiiler Fraksiyon icerigi
Ailhaud ve ark. yaptiklart bir ¢alijmada taze yag dokunun santrifiijiinden;

trigliserid, olgun yag hiicreleri ve stromal vaskiiler fraksiyon (preadipositler,
fibroblastlar, endotelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri, perisitler, kok hiicreler) elde
edilebildigini gostermislerdir. Ayrica SVF, yag dokuyu besleyen kapillerlerden de
hiicreler (eritrositler, B ve T lenfositler, monosit ve makrofajlar, mast hiicreleri, natural
killer hiicreler ve hematopoetik kok hiicreler) icermektedir (Gimble JM, 2007). SVF,
yag dokudan elde edilen multipotent diferansiyasyon kapasitesine sahip (osteojenik,

adipojenik, endotelyal, kondrojenik, keratinosit, myosit, noral) heterojen hiicre
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popiilasyonu icerir (Zavan B ve ark., 2010; Ashjian PH ve ark., 2003; Ferrari G ve ark.,
2009).

a) Mezenkimal kok hiicreler: SVF yogun sekilde MKH benzeri hiicre icerir (Rodriguez
AM ve ark., 2009; Zuk PA ve ark., 2002). In vitro olarak yag dokusu olusturabilen

mitotik aktivitesi bulunan adipozit Onciilii (preadipozit) hiicrelere doniisebilen
hiicrelerdir. Morfolojik olarak fibroblastlara benzerler. Ozel besi yerlerinde adipoz dist
dokulara da diferansiye olabilirler. invitro ekspande edilmis SVF kokenli hiicrelerin
yiizey belirtecleri de kemik iligi kokenli kok hiicrelerinkine benzerlik gostererek CD29,
CD44, CD71, CD90, CD105/SH2 ve SH3 pozitif, CD34, CD31, CD45 negatiftirler.
Boquest ve ark. yaptiklari bir calismada yiizey belirtecleri CD 45 negatif, CD34 pozitif,
CD105 pozitif ozellik gosteren SVF hiicrelerinden CD 31 negatif hiicrelerin
mezenkimal 0zellik sergileyerek invitro ortamda expande olabildiklerini, aksine CD 31
pozitif hiicrelerin ise endotelyal 0zellik gostererek invitro ortam da zayif expansiyon

gosterdiklerini bildirmislerdir (Boquest AC ve ark., 2005).

b) Endotelyal progenitor hiicreler: SVF da MKH icerigine ek olarak endotelyal prekiisor

hiicreler (EPH) de bulunmaktadir. Hasar gérmiis damarlarin endotel hiicreleri dolasimda
bulunan kemik iligi kokenli EPH ile yenilenir. Yaslanma damar endoteli ve onu onaran
EPH disfonksiyonuyla iliskilendirilmistir. Endotel disfonksiyonu ateroskleroza ve
kardiyovaskiiler hastaliklara sebep olur. Endotel hiicrenin yaslanmasi kronojik bir
hadise olmayip boliinme yeteneginde ki yavaslamadir. EPH uygulanmasi damarda
endotel, kalpte kardiyomyosit apopitozisini, engelleyerek kardiyovaskiiler remodellingi
saglayabilir (Asahara T ve ark., 1997).

Damar yaralanmasi olusturulan hayvanlarda yapilan deneysel calismalarda
ekzojen uygulanan EPH’in ateroskleroz ve yeniden tikanmayi azalttigi gosterilmistir
(Miranville A ve ark., 2004). Ciltalt1 ve visseral yag dokularindan elde edilen SVF
hiicreleri icinde CD 34, CD 133 pozitif yiizey belirtegleri tasiyan hiicre gruplari
gosterilmistir.  Ozellikle CD 34 pozitif ve CD 31 negatif kiimeler yiiksek anjiojenik
ozellik gostermektedir. Bu etkiyi direk anjiogenezi uyararak yada IGF-1, HGF-1 ve
VEGEF gibi biiyiime hormonlarinin salinimini arttirarak gosterirler (Planat-Benard V ve

ark., 2004; Rehman J ve ark., 2004; Ungefroren H ve ark., 2010).
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¢)_immiin diizeleyici monosit ve makrofajlar: SVF’de kok ve progenitor hiicrelere ek

olarak monosit ve makrofajlar da mevcuttur. Periferik kandan elde edilen monositlerin
yetigskin kok hiicre 6zelligi gostererek hepatositlere, pankreatik -f benzeri hiicrelere ve
insiilin sekrete edebilen neoislet hiicrelere doniisebildigi gosterilmistir (Ungefroren H ve
ark., 2010; Ruhnke M ve ark., 2005; Ruhnke M ve ark., 2005). Adipoz dokunun icerdigi
makrofajlarin, proinflamatuar mediator olan TNF-a ve leptin salgilanmasinda
upregiilasyon, anti-inflamatuar etkili mediator adiponektin salgilanmasinda ise
downregiilasyon yaparak, inflamasyonu arttirdiklar1 gosterilmistir. Bu durum klinik
olarak obez hastalarda makrofajlarin  adipoz doku infiltrasyonunu ve artmis
inflamasyonu ile iligkilendirilebilir (Bastard JP ve ark., 2006). Bununla birlikte yag
doku kaynakli makrofajlarda (M2 fenotipi gosterenler) yapilan bir diger calismada ise
IL-10 ve IL-1 reseptor antagonisti etkileri nedeniyle anti inflamatuar etki de

gosterebildikleri bildirilmis (Zeyda M ve Stulnig TM, 2007).

d) Preadipozit hiicreler: Preadipositler, adipojenik progenitdr yani olgun yag hiicresi

haline gelebilme 6zelligi tasiyan Onciil hiicrelerdir. Olgun yag hiicrelerinden farkli
olarak kiiciik hacime sahip olduklarindan ve stoplazma i¢i yag damlaciklar
olmadigindan mekanik travma ve iskemiye olan toleranslar1 daha fazladur.

Charriere ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada adipoz dokudan elde edilen SVF
hiicrelerini isaretleyerek fare peritonal kavitesine enjekte etmisler ve preadipozitlerin
fenotipik degisikliklerini incelemisler. Preadipozitlerin hizla yiiksek fagositik 6zellik
kazandigi, preadipozitlerin %60-70’inin makrofaja spesifik bes antijeni (F4/80, Mac-1,
CD 80, CD 86, ve CD 45) ekspresse ettigini gostermislerdir. Invitro yapilan
caligmalarda da benzer sonuglar elde edilmis olup preadipositlerin plastisite yetenekleri
ile adipoz hiicre kadar etkin sekilde hiicresel immiinitede etkin olan makrofajlara da

doniisebildigi gosterilmistir (Charriere G ve ark., 2003).

e) Perisitler: Mikrovaskiiler perisitler ilk olarak 1871 yilinda Eberth, 1873 yilinda ise
Rougeth tarafindan tanimlanmis, ‘perisit’ terminolojisi ise 1923 yilinda Zimmermann
tarafindan literatiire kazandirilmistir (Hirschi KK ve D'Amore PA, 1996; Kelley C ve
ark., 1987).

Perisitler, Rouget hiicreler veya adventisyal hiicreler olarak da bilinirler ve

mezenkimal orjinlidirler. Kapiller veniillerin bazal membraninda, endotel hiicrelerini
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(EH) dis yiizeyden ¢evrelerler (Feng J ve ark., 2003) (Sekil 2.6). EH ile birbirlerini
tamamlayacak sekilde (anahtar- kilit modeli) hiicre-hiicre baglantilar1 vardir. EH ile
aralarindaki mesafe 20 nm’den azdir. Uzun, ayaksi uzantilar1 olan polimorfik

hiicrelerdir.

0

b)

Sekil 2.6: a) resimleme ile, b) a-SMA ve NG2 immiinhistokimya boyalar1 kullanilarak
perisit ve endotel hiicresi arasindaki iliskinin gosterilmesi. (P: perisit; RBC: eritrosit;
EC: endotel hiicresi) (Feng J, Mantesso A, Sharpe PT. Perivascular cells as
mesenchymal stem cells. Expert Opin Biol Ther. 2010; 10(10): 1441-51.)

Perisitler; vimentin, desmin, aktin-miyozin, siklik GMP-protein kinaz ve
tropomyosin sekrete edebilirler (Da Silva Meirelles L ve ark., 2008). MKH ve
perisitlerden eksprese edilen ortak molekiiler belirtecler Tablo X’ da 6zetlenmistir.
Sagiladiklar1 bu sitokin ve hormonlarla mikrodolasimi diizenlerler ayrica immiiniteden
doku rejenerasyona kadar degisen bir¢ok gorevleri vardir. Perisitlerin baz1 6zelikleri;
matriks protein sentezi, kontraktilite, permeabilitenin diizenlenmesi, endotel hiicrelerin

yenilenmesi, olup ayrica adipositlere, kondroblatlara, osteoblastlara, fibroblastalara,
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makrofajlara ve damar diiz kas hiicrelerine doniisebilen mezenkimal potansiyelleri de

mevcuttur (kok hiicre gibi).

Tablo X: MKH ve perisitlerde eksprese olan ortak molekiiler belirtegler. (Da Silva
Meirelles L, Caplan Al, Nardi NB. In search of the in vivo identity of mesenchymal
stem cells Stem Cells. 2008; 26(9): 2287-99.)

3G5 Vimentin
NG2 a-SMA
Sca-1 Thy-1
Stro-1 V-CAM1
PDGF -R
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada deney hayvanlarina uygulanan tiim cerrahi islemler ve hayvanlarin
bakimi, Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (HADYEK)
onay1 ile Ondokuz Mayis Universitesi biinyesindeki Cerrahi Arastirma ve Uygulama
Merkezinde gergeklestirildi. Calismada denek olarak 300-350 gram arasindaki agirliga
sahip toplam 40 adet disi Sprague-Dawley cinsi sican kullanildi. Deney siiresince,
hayvanlar farkli kafeslerde, ayni laboratuvar kosullarinda (standart oda sicakligi ve
normal giin 15181), sican yemi ve ¢esme suyu ile beslendiler. Referans makalelerde
bulunan yanik modellerini test edebilmek amaciyla Ondokuz Mayis Universitesi
HADYEK!/ 113 sayili 6ngalisma izni ile uygun yamik modeli olusturuldu. Ardindan
HADYEK/ 46 sayili ¢alisma izni ile ¢calismaya baslandi.

3.1 Deneklerin hazirlanmasi
Tiim cerrahi girisimler genel anestezi altinda yapildi. Anestezi, kas i¢i 50 mg/kg

ketamine hidrokloride (Ketalar® 50 mg/ml flakon, Pfizer) ve 0, 65 mg/ kg xylazine
hidrokloride (Rompun® flakon, Bayer) enjeksiyonu ile saglandi. Anesteziyi takiben
deneklerin sirt1 6nce elektrikli tras makinesi ile ardindan da tirag bicag: ile tras edilerek

Savlon (%10) soliisyon ile temizlendi. (Sekil 3.1)

Sekil 3.1: Yiiziistii yatis pozisyonda tiras edilmis, savlon ile dezenfekte edilmis denek
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3.2 Yanik modeli
Cesitli ¢calismalardan (Wu ve ark., 2007; Shumakov ve ark., 2003; Liu ve ark.,

2008) derlenen yanik modeli gelistirilerek ucunda 15 mm c¢apinda bakir bulunan
otomatik termostatl elektirikli 1sitict ( Sekil 3.2 ) 6n calisma ile saptanan 120°C’ da 16
sn. boyunca uygulanarak, her denegin sirtinda aralarinda yaklasik 20 mm uzaklik
bulunacak iki lezyon olusturuldu (106-108) (Sekil 3.3). Uygun siire ve sicaklik ile
dermal doku hasar derinliginin, rejenerasyon icin kaynak olusturabilecek germinatif

tabaka ve kok hiicre iceren deri eklerini de kapsamasi saglandi.

Sekil 3.2: Otomatik termostath elektirikli 1sitic1

Sekil 3.3: Aralarinda yaklasik 20 mm uzaklik bulunan yanik lezyonlari
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3.3 Calisma Gruplarn
Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicre grubu (n:16), Stromal vaskiiler

fraksiyon grubu (n:16), Kontrol grubu (n:8) seklinde olacak sekilde toplam 40 denek
tizerinde 3 grup planlandi. Deneklerin sirtinda 15 mm caph 4 lezyon olusturulmasi
planlanmistt ancak yapilan On calismada sican sirtindaki yiizey yetersizligi sonucu
lezyonlarin birbirine ¢ok yakin olmasi, bir lezyona uygulanan hiicre siispansiyonunun
parakrin etkilesim ile diger lezyonuda etkileyebilecek olmasi ve sicanin skapulasindan
daha alt seviyedeki lezyonlarin sican tarafindan tirnaklanarak travmatize edilmesinden
dolay1, calisma her sicana 2 lezyon olusturulacak sekilde degistirildi. Yanik lezyonlarin
literatiirde belirtildigi iizere 7, 14, 21 ve 28. giinlerde degerlendirilmesi planlanmisti.
Bunun {iizerine deneklerin sik anestezi almamalari i¢in denekler 1-3. haftalar ve 2-4.
haftalar1 temsilen altgruplart olusturacak sekilde planlandi. Ancak deneye
baslandiginda 4. haftada yanik lezyonun tamamen iyilesmis oldugu goriilerek 4. haftada
patolojik inceleme i¢in yapilacak olan biopsi iptal edilerek, yerine makroskopik tam

yanik iyilesmesinin goriildiigii giin (X) kaydedilerek veri sagland1 (Sekil 3.4).

v

0| @ ®
[ 15em 12) > X2
OO O

Sekil 3.4: Lezyonlarin planlanisi.1) 1.hafta, 2) 2. Hafta 3) 3. Hafta da alinacak biopsiyi

belirtiyor. X) yaralarin epitelize olup tam olarak kapandig: giinii belirtiyor.
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3.3.1 Kemik iligi kokenli mezenkimal kok hiicre grubu
Daha once disi (XX) Sprague-Dawley cinsi si¢an iliak kemik iliginden alinmis

ve invitro pasajlanmis mezenkimal kok hiicre kiiltiirli, yanik olusturulup lezyon
bolgesinin sogumasi i¢in lezyona uygulanan % 0.9 ‘luk SF emdirilmis gazli bez
pansumant ile 10 dk beklendikten sonra, her bir yara cevresine 200 ul, 4 yone
intradermal planda toplam 1 milyon IU (4X250 bin IU) olacak sekilde uyguland1 (Sekil
3.5). Daha once yapilan caligsmalarda tranplantasyon sirasinda oksijen ve nutrisyon
eksikligine maruz kaldiginda, MKH’nin apopitozise gittigi ve engrafmanin

gerceklesmedigini gosterilmistir. Bu yiizden hiicre transplantasyonu staz zonuna

uygulanarak hiicre yasayabilirliginin arttirilmasi amaclandi.

Sekil 3.5: Lezyonlarin dort kadranina MKH ve SVF hiicrelerinin uygulanisi.
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3.3.2 Stromal vaskiiler fraksiyon grubu
Daha once literaiirde tariflendigi sekilde (Katz ve ark., 1999; Bernard ve ark.,

2004) her iki inguinal krize paralel olarak yapilan insizyon ile girilerek inguinal yag
yastik¢iklarindan yaklasik 2x1x1 cm biiyiikliigiinde yag dokusu eksize edildi (Sekil
3.6). Elde edilen yag dokusu igerisinde serum fizyolojik bulunan steril petri kab1 i¢inde
20 nolu bistiiri ile dogranarak ezildi ve santrifiij tiiptine alind1 (Sekil 3.7). 1500 devirde
5 dk. santrifiij edildikten sonra en iist tabakada toplanan trigliserid ve orta tabakada
toplanan olgun yag hiicreleri tiipten uzaklastirilip tiipiin dibindeki hiicre siispansiyonu

(SVF) insiilin enjektorlerine ¢ekildi. Enjeksiyon i¢in 30 G’ lik igne kullamildi (Sekil

3.8). 4 kadrana intradermal planda toplam lcc olacak sekilde uygulandi (Katz AJ ve
ark., 1999; Planat-Benard V ve ark., 2004) (Sekil 3.4) .

Sekil 3.6: Inguinal yag yastigindan yaklagik 1 cm™liik doku eksizyonu.
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Sekil 3.7: Alinan dokunun steril petri kab1 i¢cinde mekanik dogranma islemi

Sekil 3.8: Santrifiij sonrast SVF nun aspirasyonu. (Stromal vaskiiler fraksiyon: «—
; parcalanmis yag hiicrelerinden aciga ¢ikan trigliserid: ----»)

45



3.3.3 Kontrol grubu
Yanik olusturulduktan sonra herhangi bir hiicre tedavisi uygulanmayip

intradermal plana 1 ml % 0.9 serum fizyolojik enjekte edilerek kontrol grubu

olusturuldu.

3.4 Mezenkimal kok hiicre elde edilmesi
Mezenkimal kok hiicrelerin elde edilme islemi, Ondokuz May1s Universitesi Tip

Fakiiltesi Tibbi ve Cerrahi Arastirma Merkezinde ve Tibbi Biyoloji A.D Tibbi Genetik
B.D. sitogenetik laboratuarinda gerceklestirilmistir. Erkek donor hayvanlarin her
birinden eter inhalasyonu ile genel anestezi altinda eksternal intrakardiyak yolla elde
edilen 10 ml kan 4000 devir/dakika (rpm) 10 dk. santrifiij edilerek otolog serum elde
edildi. Eter inhalasyonuna devam edilerek hayvanlar oldiiriiliip, yikama yOntemiyle
femur ve tibialarindan kemik iligi almabilmesi i¢in mediiller kaviteleri insulin
enjekteriyle DMEM-LG besiyeriyle her hayvan icin toplam 10 ml olacak seklide
yikandi. DMEM-LG iceren hiicreler esit hacimdeki Ficoll soliisyonu iizerine tiip
icerisinde yayildi. Elde edilen soliisyondan mononiikleer hiicreleri ayirmak amaciyla
dansite gradiyent yontemi kullanilarak 900 devir/dakika’da 30 dk. siire ile santrifiij
edildi. Interfazdan toplanan mononiikleer hiicrelerden 3 ml’si akim sitometri cihazinda
hematopoetik ve mezenkimal kok hiicre belirtegleri; CD11b/c, CD44, CD45, CD90,
CD106 kullanilarak CD11b/c [%97 (+)], CD45 [%99 (+)], CD90 [%34 (+)], CD106
[%11 (-)], CD44 [%]1 (-)] oldugu gosterilip tanimlandi. Geri kalan 7 ml hacmindeki
kistm 200 ml/L FBS, 100 U/ml penisilin, 100 Ug/ml streptomisin ve 200 ml/L L-
Glutamin eklenmis 3 ml’lik DMEM-LG besiyeri icinde 25 cm” (T25) hiicre kiiltiir
kaplarina 10°/ml konsantrasyonunda ekildi. Hiicreler 37°C ve 50 ml/L CO, iceren %95
nem oranina sahip ortamda inkiibe edildi. Besi yeri ilk 3 giin her giin, sonrasinda 5 ml’e
cikarilarak 3-4 giinde bir degistirildi. 14. giinde invert mikroskopta CFU-F’ler
goriildiikten sonra kiiltiir kaplarina 1.5 ml Tripsi-EDTA-C o6ncesinde ve sonrasinda
2’ser dakikalik elle vurma yontemi uygulanip 5 dakika 37°C inkubatdrde tutulduktan
sonra 5 kez pasajlandi. Cogaltilan 8 kiiltiir kabinda Tripsin-EDTA-C ile kaldirilan
hiicreler siispansiyon haline getirilip 1 saat icinde akim sitometri cihazinda kemik iligi
kokenli hematopoetik ve mezenkimal kok hiicre yiizey belirtecleri tekrar kullanilarak

CD11b/c [%5 (-)], CDA45 [%1 (-)], CD90 [%97 (+)], CD106 [%30 (+)], CD44 [%97 (+)]
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yeniden tanimlandi. Tanimlamada Ondokuz Mayis Universitesi, T1ip Fakiiltesi, Cocuk
Hematoloji laboratuarinda bulunan FASC Calibur TM cihazi kullanildi. Pasajlanarak
cogaltilan diger hiicre kiiltiirleri deneyde daha sonra kullanilmak {izere yine her kiiltiir
kabma 1.5 ml Tripsin-EDTA-C konularak kaldirilip siispansiyon haline getirildikten
sonra %10 DMSO ve %20 FBS iceren DMEM-LG’den 1.5 ml eklenerek 2 ml’lik
kriyotiipte -80°C"de sakland1 (Alpaslan Pinarh F., 2009).

3.5 Degerlendirme metodlar
Calismada, makroskobik olarak; epitelizasyon siiresi ve kontraksiyon yiizdesi,

mikroskobik (histopatolojik) olarak; histolojik skor, enflamatuar hiicre infiltrasyonu,
makrofaj infiltrasyonu, rete uzantisi sayisi, yiiksek mitojenik aktivite gosteren Ki 67(+)

keratinosit sayisi, kapiller tomurcuk ve kapiller yogunluk sayisi1 degerlendirildi.

3.5.1.Makroskopik inceleme

a) Kontaksiyon yiizdesi:

Image Tool programi (UTHSCSA ImageTool Version 3.0, San Antonio, Texas)
kullanilarak bagimsiz iki kisi tarafindan orjinal yara ve 7,14 ve 21. giinlerdeki yara
alanlar1 fotoanaliz yontemiyle hesaplandi ve ortalamalar1 alindi. Yara kontraksiyon
yiizdesi: [orjinal yara alani (a) - Olgiilen alan (b) ] / orjinal yara alani (a) X 100 formiilii

kullanilarak hesapland1 (Wu Y ve ark., 2005) (Sekil 3.9).

Sekil 3.9: Iki zamanli sematik yara kontraksiyonu a) yaralanma olusturuldugu anda

Olciilen alan, b) biopsi sirasinda ol¢iilen alan
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b)Tam epitelizasyon siiresi:
MKH ve SVF gruplarinda 8’er, kontrol grubunda ise dort denegin ‘X’ isaretli
lezyonlarinin epitelize olup tam olarak kapandigi giin kaydedildi (Sekil 3.10).

Sekil 3.10: Kapanmis yara
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3.5.2 Histopatolojik Inceleme
Mezenkimal kok hiicre grubunda her doku 6rneginden bir parca PCR analizi i¢in

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM, Invitrogen, USA) iceren ependorf tiipiine
alindiktan sonra geri kalan kismi histopatolojik inceleme i¢in saklandi. Histolojik skor,
enflamatuar hiicre infiltrasyonu, makrofaj infiltrasyonu, rete uzantisi sayisi, kapiller
tomurcuk ve kapiller yogunluk sayisi hemotoksilen ve eosin ile boyanan preparatlarda
bakildi. Yiiksek mitojenik aktivite gosteren keratinosit sayisi i¢in anti-Ki 67 Ab, endotel

icin VWF immiinhistokimya boyama teknikleri ile degerlendirme yapildi.

I) Hematoksilen & Eozin boyama teknigi: Yanik hasar1 sonrasi 7, 14 ve 21. giinlerdeki
tim yaralar ~5 mm marjinli normal deri icerecek sekilde spesmen olarak alindi.
Ornekler tamponlanmis nétral %10 formalin soliisyonunda tespit edilip, 24 saat sonra
trimlendi ve postfiksasyonlar1 yapildi. Doku ornekleri bir giin boyunca akarsu altinda
yikandiktan sonra alkol ve ksilol serilerinden gegirilerek parafinde bloklandi. Mikrotom
(Leica RM2125RT) ile ~5 um kalinliginda alinan kesitler, rutin histopatolojik muayene
icin Hematoksilen-Eozin (HE) ile boyandi. Sonuclarin degerlendirilmesi Nikon Eclipse
E600W 151k mikroskobu yardimiyla yapildi ve Nikon DS Camera Head DS-5M ile
mikroskobik fotograflar ¢ekildi.

II) Immiinhistokimya Boyama Teknigi: Hazirlanan doku bloklarmdan alinan
kesitlerde, epidermiste rejenerasyonu gostermek icin rejeneratif ¢ekirdeklerde Ki-67 ve
endotel hiicrelerinde ise Faktor 8(vWF) isimleri verilen proteinlerin varligini belirlemek
icin StreptAvidin Biotin Peroksidaz Kompleks teknigi (SABK) uygulandi. Primer
antikorlar, iiretici firmanin (Abcam, INGILTERE) 6nerileri dogrultusunda ve daha 6nce
yapilan 6n caligmalarla belirlenen oranlarda phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4) ile
sulandirildi. Immunohistokimyasal boyamalarda SABK teknik icin alinan hazir kit
(Zymed, Histostain Plus Kit, California, USA) kullanild1 ve tiim uygulamalar 6nerilen
standart prosediire gore yapildi. Primer antikorlarin {iretici firmalarinin Onerileri
dogrultusunda pozitif kontroller ile negatif kontrol olarak PBS (pH 7.4) kullanildi. Buna
gore kesitler, aseton- 3- etoksipropilamin (100 ml aseton- 2 ml 3- etoksipropilamin) ile
kaplanmis lamlara alindi. 30 dakika 58°C’lik etiivde kurutuldu. Ksilolde deparafinize
edilip seri alkollerde dehidre edildi. Formalinin dokudaki antijenik yapiyr maskeleyici
etkisini gidermek icin kesitler, sitrat tamponlu soliisyonda mikrodalga firinda 600 watta

20 dakika kaynatild1 ya da %1’lik proteinaz K (Sigma) ile 37°C’de 20 dakika tutuldu.
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Kesitler, endojen peroksidaz aktivitesini gidermek i¢in metanolde hazirlanmis %3’liik
H,0O,’te 7 dakika bekletildi ve protein bloke edici serumda 10 dakika tutuldu. Daha
sonra primer antikorlar ile inkubasyona birakildi. Kesitlere biotinle isaretli sekonder
antikor damlatilarak 30 dakika bekletildikten sonra Streptavidin peroksidaz enzimi
(Histostain-Plus Kits, California, USA) ile 30 dakika inkiibe edildi. Protein bloke edici
serumu ile inkubasyon asamasi hari¢ tiim islemlerden sonra kesitler 2 kez 5 dakika
siireyle PBS ile yikandi. Son olarak kesitler 3-amino-9-etilkarbazol (AEC) (Zymed
AEC RED substrat kit, ABD) kromojeni ile mikroskop altinda kontrollii olarak 10
dakika siireyle boyandi. Gill’s hematoksilen ile karsit boyamalar1 yapildi. Su bazlhi
yapistirict  (Shandon Immu-mount) ile kesitler kapatildi ve 151k mikroskobunda

incelendi.

a) Histolojik skor: Yara siiri arasinda kalan dermis kesitinde, daha Once literatiirde

bulunan calismalardan (Jacobi ve ark., 2002; Galeano ve ark., 2004; Wu ve ark., 2007)

modifiye edilen ve Tablo XI'de listelenen parametreler goz Oniine alinarak birbirinden
bagimsiz 2 patolog tarafindan histolojik skorlama yapildi ve ortalamasi alindi (Wu Y

ve ark., 2007; Galeano M ve ark., 2002; Jacobi J ve ark., 2004).
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Tablo XI: Histolojik skorlama

Skor Rejenerasyon Hiicre infiltrasyonu Graniilasyon

1-3 Az miktarda glandiiler | Ince/orta hiicre tabakasi ile | Sadece yara kenarinda
yapi1 ile birlikte | cevrili yara graniilasyon
olan/olmayan az/orta
reepitelizasyon
Minimal glandiiler yap1 | Kalin hiicre tabakasi ile | Yara kenarinda ve
tesekkiillii tam | cevrili yara 9%30-%50 yara
reepitelizasyon yataginda graniilasyon
Fazla(yeterli)  glandiiler | Cok kalin ve yogun hiicre | Yara kenarinda yogun
yap1 ile birlikte tam | tabakasiile cevrili yara bir graniilasyon ve
epitelizasyon >%50 yara yataginda

graniilasyon

b) Enflamasyon puanlamasi: Semi-kalitatif olarak enflamasyonun degerlendirilmesi i¢in

literatiirde daha once Giingor ve ark., 2003 tarafindan yapilmis olan inceleme, modifiye
edilerek ortalama hiicre sayisina gore puanlama yapildi (Gungor A ve ark, 2003).
X160’lik biiylitmede lezyon sinirlart arasinda kalan mesafe tarandi, akut enflamasyon
puani i¢in 7. giinde notrofil, kronik enflamasyon puani i¢in 14. ve 21. giinde makrofaj,

lenfosit ve plazmosit degerlendirildi (Tablo XII).
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Tablo XII: X160’ Ik biiyiitmede alandaki 16kosit, lenfosit, plazmosit sayilarinin
ortalamasina gore enflamasyon puanlamasi semi-kalitatif olarak incelendi. (Gungor A,
Poyrazoglu E, Cincik H, Sali M, Candan H, Ay H. The effectiveness of hyperbaric
oxygen treatment in tracheal reconstruction with auricular cartilage grafts (experimental

study). Am J Otolaryngol. 2003; 24(6): 390-4. )

Puan Akut enflamatuar hiicre | Kronik enflamatuar

sayis1 (notrofil)

hiicre sayis1 (makrofaj,

lenfosit, plazmosit)

0 Yok Yok

1 Hafif Hafif

2 Orta Orta

3 Siddetli Siddetli

c) Makrofaj sayisi: 7, 14, 21. giinlerde X320’lik biiyiitmede rastgele 5 bolge secilerek

makrofaj sayilar1 hesaplandi ve ortalamasi alind1 (Sekil 3.11).

Sekil 3.11: Mavi kutu: makrofaj, sar1 kutular: fibroblast ( X320 )
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d) Rete uzantisi sayisi: 7, 14, 21. giinlerde X80’lik yara kenarindaki rete uzantist sayisi

ve yiiksekligi degerlendirildi (Sekil 3.12).

Sekil 3.12: Epidermodermal rete uzantilar: (X80)

e) Ki 67 (+) keratinosit sayisi: Yara kenarina yakin rastgele 3 bolge secilerek boyanan

Ki67(+) rejeneratif cekirdekler hesaplanarak epitalizasyonu degerlendirecek keratinosit

hiicre yogunlugu hesaplandi (Sekil 3.13).
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Sekil 3.13: Ki 67(+) keratinosit (X160 ) (ok ile isaretli)

f) Kapiller dansite ve kapiller tomurcuk: Yanik olusturulmasim takiben 7, 14 ve 21.

giinlerde her gruba ait H&E ve faktor 8 (vWF) ile boyanmis doku orneklerinde
Weidner, 1991 tarafindan tanimlanan hot spot yontemiyle 5 alan taranarak kapiller
sayilar1 (nK) ve kapiller tomurcuk sayilar1 (nk) hesaplandi. Bunun i¢in Oncelikle X80’
lik biiyiitmede 5 bolge secildi ardindan X160’ lik biiylitmede alan (A) hesaplanip,
kapiller tomurcuk (nk) (eritrosit icermeyen/ sistemik dolasima acilmamis) ve kapiller
(nK) sayilarak kapiller dansiteye ulasildi. Incelenen histolojik veriler Tablo XIII'de

Ozetlenmistir.
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Tablo XIII: Incelenen histolojik veriler

Yanik hasarimin Yara iyilesmesi Epitelizasyonun Neoanjiogenezin
degerlendirilmesi degerlendirilmesi Degerlendirilmesi degerlendirilmesi
kil folikiilii hasar1  epidermal rete Ki67(+) keratinosit  kapiller
uzantisi sayist sayist (hiicre tomurcugu
yogunlugu) say1s1(nk)

subdermal blister ~ graniilasyon dokusu  rete uzantist sayist  kapiller

say1s1(nK)

derin dermal hasar notrofil, makrofaj,
lenfosit ve plazmosit

infiltrasyonu

3.6 Istatiksel Analiz
Sonuglar SPSS (Windows icin,13.0) programi kullanilarak bagimsiz gruplarda

Kruskal-Wallis Testi ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calismada hic bir hayvan sakrifiye edilmedi. Ancak MKH calisma grubundan 3
denek, SVF grubundan 2 denek anestezi sirasinda ex oldu. Yine MKH ve SVF
gruplarindan 3’er denek ile kontrol grubundan 1 denek takip sirasinda ex oldu. SVF
grubundan 1 denekte adipoz doku donér alani olan inguinal bolgede enfeksiyon gelisti.
Ex olan denekler calismadan cikarilarak yerlerine yedek denekler ile gruplar
tamamlandi.

Kontraksiyon yiizdesi: Ilging olarak 7. giindeki kontraksiyon yiizdesi sonuclar1 SVF
icin en iyi olup, MKH ve kontrol grubundan anlamli derecede yiiksekti. 14.giinde MKH
grubunun kontraksiyon yiizdesi artarken yine SVF en iyi kontraksiyon oranlarina
sahipti. 21. giinde MKH grubu en yiiksek ortalamaya sahipken SVF grubuyla arasinda
anlamli fark yoktu ve her iki grubun kontraksiyon yiizdeleri anlamli oranda kontrol
grubundan yiiksekti. Yara kontraksiyon oranlar1 Tablo XIV’de istatiksel sonuglar ise
Tablo XV’de verilmistir. Hi¢bir grupta denekler 3 haftadan erken rejenerasyonunu

tamamlayamadi (Sekil 4.1).
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Tablo XIV: Kontraksiyon yiizdesi verileri

Denek no, % Denek no, %o Denek no, %o
Hafta Hafta Hafta

101, 1 41,91 201, 1 75, 62 301, 1 25,01
102, 1 52,59 202, 1 74,92 302, 1 35,01
103, 1 22,45 203, 1 65,77 303, 1 34,24
104, 1 50, 53 204, 1 58, 84 304, 1 27,79
105, 1 24,32 205, 1 74,31 305,2 52,43
106, 1 49, 47 206, 1 67, 48 306, 2 46, 83
107, 1 34, 41 207, 1 58, 40 307,2 42,94
108, 1 34,98 208, 1 59,95 308, 2 46, 40
109, 2 80, 72 209, 2 87,91 301,3 80, 52
110, 2 60, 87 210, 2 87, 08 302,3 81, 89
111,2 83,94 211,2 85, 90 303,3 85,11
112,2 76, 17 212,2 86, 62 304, 3 83,55
113,2 74, 69 213,2 77, 62

114,2 71,35 214,2 79, 53

115,2 65, 69 215,2 84, 37

116, 2 58,72 216, 2 84, 96

101, 3 91,51 201, 3 88, 43

102, 3 94, 41 202, 3 90, 64

103, 3 93, 86 203, 3 91, 13

104, 3 98, 59 204, 3 97,67

105, 3 96, 38 205, 3 94,27

106, 3 92, 88 206, 3 97,20

107, 3 95, 17 207, 3 91,05

108, 3 92, 06 208, 3 96, 75
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Tablo XV: Kontraksiyon yiizdesi istatiksel sonuclari

20

1 I

Hafta / Grup MKH SVF Kontrol p
I 328 £ 11.7 66.9 £7.3 30.5£ 4.8 0.001
I 554 £9.1 80.7x 3.7 522+39 0.001
I 98.5+£23 933 +35 82719 0.009
100
80 |

55

2 60 |

= o EMKH

}é‘ 3 mSVF

S S 40

M 2 B KONTROL

hafta

Sekil 4.1 Karsilagtirmali kontraksiyon yiizdesi sonuglari
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Yaramn kapandigr giin: Bircok parametre agisindan MKH grubu ile SVF grubu
farklilik gosterse bile her ikisininde kapanma siireleri arasinda istatiksel olarak anlamli
bir fark ¢cikmamistir (p> 0.05). Her iki calisma grubu kontrol grubundan 5 giin erken
kapanmistir (p<0.05) (Sekil 4.2) (Tablo XVI).

Giin
30
20 EMKH
mSVF
@ KONTROL
10
0 Epitelizasyon siiresi

Sekil 4.2: Sematik yara epitelizasyon siiresi

Tablo XVI: Yara epitelizasyon siiresi istatiksel sonuglari
Grup MKH SVF Kontrol p
Giin 222+04 22.6+0.5 27225 0.003
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Histolojik skor: 7. giinde {i¢ grup arasinda histolojik skor ortalamasi agisindan anlamli
fark bulunamadi (p>0.05). 7 ve 14. giinlerde MKH ve SVF gruplarinin histolojik
skorlar1 kontrol grubundan fazladir (p<0.05). 7, 14 ve 28. giinlerde saptanan histolojik
skorlar ve istatiksel verileri Tablo XVII ve Tablo XVIII te verilmistir.
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Tablo XVII: Histolojik skor verileri

(100; MKH grubu, 200;SVF grubu, 300; kontrol grubu)

Denek no, | A | B
Hafta

101, 1 2 |2
102, 1 1|1
103, 1 1|1
104, 1 312
105, 1 313
106, 1 3] 2
107, 1 2 |1
108, 1 1|1
109, 2 8 19
110, 2 919
111,2 8 | 7
112,2 919
113,2 7 | 8
114, 2 10| 8
115,2 8 | 7
116, 2 9 | 8
101, 3 10 | 10
102, 3 919
103, 3 10 | 10
104, 3 10 | 10
105, 3 10| 9
106, 3 10 | 10
107, 3 8 19
108, 3 10 | 10

Denek no, | A B Denek no, | A B
Hafta Hafta

201, 1 2 1 301, 1 1 1
202, 1 2 2 302, 1 1 1
203, 1 1 1 303, 1 2 1
204, 1 3 2 304, 1 1 1
205, 1 2 2 305, 2 7 7
206, 1 2 2 306, 2 5 5
207, 1 2 1 307,2 6 6
208, 1 2 1 308, 2 5 5
209, 2 9 9 301, 3 4 4
210, 2 7 9 302,3 4 4
211,2 8 8 303, 3 6 6
212,2 9 9 304, 3 4 4
213,2 9 )

214,2 9 8

215,2 8 7

216, 2 10 8

201, 3 10 | 10

202, 3 10 9

203, 3 10 9

204, 3 10 9

205, 3 10 | 10

206, 3 9 10

207, 3 10 9

208, 3 9 8
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Tablo XVIII: Histolojik skor ortalamalar: ve istatiksel sonuglari

Hafta / Grup | MKH SVF Kontrol P
I 1.81£0.79 1.75+0.46 1.12£0.25 0.146
I 8.31+0.70 8.50+0.59 5.75 £0.95 0.007
I 9.62 £0.58 9.50 £ 0.46 4.50 £ 1.00 0.006

Akut ve kronik enflamasyon puani: Akut enflamasyon skorlar1 agisindan {i¢ grup
(p>0.05). Kronik
degerlendirildiginde SVF grubu ile kontrol grubu arasinda fark bulunamazken, MKH

arasinda anlamli fark bulunamadi

enflamasyon skorlar1

grubuna ait puanlar diger iki gruptan daha disiiktii (p< 0.05). Akut ve kronik

enflamasyon puanlarinin ortalamalar1 ve istatiksel analizi sirasiyla Tablo XIX ve Tablo

XX’de verilmistir.
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Tablo XIX: Akut enflamasyon skoru istatiksel sonuglari

Hafta / Grup MKH SVF Kontrol p

I 1.88 £0.99 1.50 £0.53 1.75 £0.50 0.454
Tablo XX: Kronik enflamasyon skoru istatiksel sonuclari

Hafta / Grup MKH SVF Kontrol p

IT ve III 1.38 £0.71 2.00 £0.96 2.25 +0.88 0.042

Makrofaj infiltrasyonu: Makrofaj sayis1 agisindan her ii¢ grup arasinda anlamli fark
bulunamadi. Kantitatif olarak makrofaj infiltrasyonu hesaplandi. Makrofaj sayisina ait

hesaplanan veriler ve istatiksel sonuclar Tablo XXI ve Tablo XXII’da verilmistir.
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Tablo XXI: Rastgele secilen 5 bolgede sayilan makrofaj sayilari

(100: MKH grubu, 200:SVF grubu, 300:kontrol grubu)

o = [V e ®
E3|s|g|2|2|g &35 3222 2|83 = gg 2
101,1 | 2 0 2 1 2 201,1 | 1 0 2 1 1 301, 1 1 0 2 2 1
102,1 | O 1 2 2 0 202,1 | 1 2 0 1 0 302,1 | O 1 0 1 0
103,1 | 2 2 0 1 0 203,1 | 1 0 2 1 1 303,1 | O 1 1 2 2
104,1 | 3 2 1 0 0 204,1 | 2 2 0 0 1 304,1 | 1 2 0 1 3
105,1 | O 2 1 1 1 205,1 | 1 2 0 1 1 305,2 | 2 1 2 3 5
106,1 | 2 1 0 0 2 206,1 | 2 0 0 1 0 306,2 | 2 2 1 2 2
107,1 | 2 0 2 1 2 207,1 | 0 1 2 1 3 307,2 | 2 0 3 3 3
108,1 | O 1 1 1 0 208, 1 | 1 0 0 1 1 308,2 | 4 3 0 3 1
109,2 | 4 4 3 4 5 209,2 | 5 3 4 4 3 301,3 | 4 0 3 2 3
110,2 | 1 3 4 4 4 210,2 | 4 6 6 3 1 302,3 | 2 4 2 2 1
111,2 | 2 3 4 1 0 211,2 | 2 4 2 3 1 303,3 | 3 2 1 3
112,2 | 4 3 4 0 3 212,2 | 5 4 1 2 4 304,3 | 3 1 2 5 4
113,2 | 1 6 5 3 4 213,2 | 4 3 2 2 2

114,2 | 3 3 4 5 4 214,2 | 5 1 2 0 3

115,2 | O 1 5 6 3 215,2 | 3 2 3 2 1

116,2 | 5 4 6 6 3 216,2 | 5 3 2 1 0

101,3 | 1 4 4 4 3 201,3 | 6 5 4 2 2

102,3 | 3 5 0 3 0 202,3 | 4 2 3 5 3

103,3 | 4 5 3 6 6 203,3 | 4 6 5 3 4

104,3 | 7 7 4 7 5 204,3 | 5 4 5 5 4

105,3 | 7 5 7 4 3 205,3 | 2 4 6 4 3

106,3 | 4 2 0 5 1 206,3 | 0 1 2 1 0

107,3 | 5 2 2 4 5 207,3 | 3 5 4 2 5

108,3 | 5 2 4 0 5 208,3 | 3 5 4 6 4
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Tablo XXII: Makrofaj sayisina ait istatiksel sonuglar

Hafta / Grup MKH SVF Kontrol p

I 1.07 £0.26 0.92 +0.26 1.05 £0.44 0.406
I 342 +0.85 2.82+0.74 220+0.32 0.058
I 3.82+1.36 3.62+1.21 2.55+0.34 0.110

Rete uzantist sayisi: 7, 14 ve 21. giinlerde SVF grubu ile kontrol grubu arasinda rete
uzantisi sayilar agisindan fark yoktu ancak MKH grubunun yara kenarinda sayilan rete
uzantist sayilar sirayla (1.38, 2.75 ve 3.00) olarak hesapland1 ve diger iki gruptan daha
yiiksekti (p<0.05).Yara kenarinda sayilan rete uzantisi sayilar1 ortalamalar1 ve istatiksel

sonuglart Tablo XXIII” te gosterilmistir.

Tablo XXIII: Rete uzantis1 sayilar1 ortalamasi ve istatiksel analizi

Hafta / Grup MKH SVF Kontrol p

I 1.38 £0.51 0.63 £0.51 0.50 £0.57 0.026
II 2.75+0.70 0.88 £0.35 1.00 £ 0.81 0.001
I 3.00 £0.75 1.70 £ 1.06 1.24 £0.95 0.003

Ki-67 (+) keratinosit sayisi: 7. giinde ii¢ grup arasinda hiicre sayilar1 ag¢isindan anlamli
fark bulunamadi. Ancak 14. giinde SVF ile kontrol grubu arasinda fark yokken her
ikisinin sonuglari, MKH grubundan istatiksel olarak anlamli oranda diisiiktii (p<0.01).
21. giinde ise MKH ve SVF grubu sonuglari, kontrol grubu sonuglarindan anlaml

derecede yiiksekti (p<0.01). Veriler Tablo XXIV’te istatiksel sonuglar1 ise Tablo
XXV’te verilmistir.
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Tablo XXIV: Yara kenarindaki 3 alanda yapilan Ki-67 (+) hiicre sayim verileri

Gruplar, | A1 | A2 | A3 Gruplar, | A1 | A2 | A3 Gruplar, | A1 | A2 | A3
haftalar haftalar haftalar

101, 1 2 0 2 201, 1 1 0 2 301, 1 1 0 2
102, 1 0 1 2 202, 1 1 2 0 302, 1 0 1 0
103, 1 2 2 0 203, 1 1 0 2 303, 1 0 1 1
104, 1 3 2 1 204, 1 2 2 0 304, 1 1 2 0
105, 1 0 2 1 205, 1 1 2 0 305, 2 2 1 2
106, 1 2 1 0 2006, 1 2 0 0 3006, 2 2 2 1
107, 1 2 0 2 207, 1 0 1 2 307, 2 2 0 3
108, 1 0 1 1 208, 1 1 0 0 308, 2 4 3 0
109, 2 4 4 3 209, 2 5 3 4 301, 3 4 0 3
110, 2 1 3 4 210, 2 4 6 6 302, 3 2 4 2
111,2 2 3 4 211,2 2 4 2 303, 3 3 2 1
112,2 4 3 4 212,2 5 4 1 304, 3 3 1 2
113,2 1 6 5 213,2 4 3 2

114,2 3 3 4 214,2 5 1 2

115,2 0 1 5 215,2 3 2 3

116, 2 5 4 6 216, 2 5 3 2

101, 3 1 4 4 201, 3 6 5 4

102, 3 3 5 0 202, 3 4 2 3

103, 3 4 5 3 203, 3 4 6 5

104, 3 7 7 4 204, 3 5 4 5

105, 3 7 5 7 205, 3 2 4 6

106, 3 4 2 0 206, 3 0 1 2

107, 3 5 2 2 207, 3 3 5 4

108, 3 5 2 4 208, 3 3 5 4
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Tablo XXV: Ki-67 (+) hiicre ortalamasi istatiksel sonuglari

Hafta / Grup MKH SVF Kontrol p

I 15.8+4.31 14.04 +£3.96 10.08 £ 1.81 0.174
I 25.58 +5.37 17.50 £3.66 13.41 £3.87 0.005
11 28.45 £ 8.87 25.20 +4.14 13.25 +4.09 0.001

Kapiller tomurcuk ve kapiller sayisi: Literatiirde neoanjiogenezi degerlendirebilmek
icin kapiller dansite veya kapiller tomurcuk sayilar1 hesaplanmistir. Calismamizda iki
yontem arasinda fark cikmamistir. 7, 14 ve 21. giinlerde SVF grubu ile kontrol grubu
arasinda kapiller tomurcuk ve kapiller sayilar1 agisindan fark yoktu ancak MKH
grubunda hesaplanan hem kapiller tomurcuk hem de kapiller sayilar1 3 hafta icin de
diger iki gruptan daha yiiksekti (p<0.05). Kapiller tomurcuk ve kapiller sayilar
ortalamalar1 Tablo XXVI’da, istatiksel analizleri Tablo XXVII ve Tablo XXVIII’ de

verilmistir.
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Tablo XXVI: Kapiller tomurcuk ve kapiller sayilari ortalamalar

(nK: kapiller; nk: kapiller tomurcuk)

68

Denek no, | nK nk Denek no, | nK nk Denek no, | nK nk
Hafta Hafta Hafta

101, 1 5,0 12,0 201, 1 1,00 |0,2 301, 1 1,60 | 0,4
102, 1 6,2 |0,8 202, 1 1,80 | 0,4 302, 1 1,40 | 0,4
103, 1 4,6 |1,4 203, 1 1,20 | 0,4 303, 1 1,40 | 0,4
104, 1 4,2 | 1,4 204, 1 2,20 |0,4 304, 1 1,60 | 0,4
105, 1 4,0 |1,6 205, 1 1,80 |0,2 305, 2 2,80 | 1,0
106, 1 5,0 12,0 206, 1 1,80 |0,4 306, 2 3,20 | 1,2
107, 1 50 | 1,6 207, 1 1,60 |0,2 307,2 4,80 | 2,6
108, 1 4,6 |1,6 208, 1 2,00 0,8 308, 2 2,40 10,8
109, 2 13,0 | 7,2 209, 2 3,80 | 1,6 301,3 8,60 |3,2
110, 2 15,6 | 7,4 210, 2 5,40 |2,6 302,3 9,80 | 3,4
111,2 12,0 | 4,4 211,2 2,00 | 1,2 303,3 8,20 3,6
112,2 13,4 16,8 212,2 3,40 | 1,4 304,3 7,40 | 2,8
113,2 11,6 | 6,0 213,2 3,20 | 1,4

114,2 23,4 | 11,4 214,2 4,20 (2,4

115,2 13,4 5,6 215,2 4,00 |2,4

116, 2 10,6 | 5,4 216, 2 3,60 | 1,8

101, 3 21,8 | 12,8 201, 3 14,40 | 8,8

102, 3 26,6 | 14,8 202,3 13,00 | 6,6

103, 3 17,6 | 7,8 203, 3 19,80 | 13,4

104, 3 19,6 | 12,4 204, 3 16,80 | 9,2

105, 3 20,0 | 12,4 205, 3 8,20 |3,4

106, 3 23,4 | 14,4 206, 3 19,20 | 11,6

107, 3 29,0 | 15,8 207, 3 7,40 4,0

108, 3 24,8 | 15,6 208, 3 14,80 | 8,8




Tablo XXVII: Kapiller tomurcuk sayisi istatiksel sonuglari

Hafta / Grup | MKH SVF Kontrol p
I 1.55+0.38 0.37 £0.19 0.40 £ 0.00 0.001
II 6.77 £2.12 1.85+0.54 1.40 £ 0.81 0.001
I 13.25+£2.59 8.22 +3.45 3.25+0.34 0.002
Tablo XXVIII: Kapiller sayist istatiksel sonuglari
Hafta / Grup | MKH SVF Kontrol p
I 4.82 +£1.67 1.67 £0.39 1.50 £0.11 0.001
I 14.12 +4.03 3.70 £0.96 3.30+1.05 0.001
111 22.85+3.84 14.20 +4.58 8.50 £ 1.00 0.001
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5. TARTISMA

Yanikta, sinirli epidermal hasardan derin dermal yaralanmaya kadar degisen
klinik tablo olusabilir. Yanik iyilesirken bir taraftan epidermal hiicreler kil folikiilii, ter
bezi gibi derin dermal eklerden rejenere olarak epitelizasyonu saglarken, diger taraftan
da dermal hiicre infiltrasyonu bag doku sentezini uyarir. Yamiga baghh doku hasarini
diger yaralardan ayiran en onemli 6zellik yaralanmanin, travmadan sonra da artarak
devam edebilmesidir.

Kok hiicrelerin 1yilestirici etkileriyle ilgili deneysel ve klinik caligmalar
literatiirde mevcuttur. Mezenkimal kok hiicreler; doku tamirinde kilit rol oynayan
kondrosit, ostetoblast, endotelyal hiicre, adipozit, satellit hiicre (kasta), sinir hiicresi gibi
farkli fenotipte bircok hiicreye farklilagabilir (Shi C ve ark., 2006). Kemik iligi
kaynakli kok hiicreler, fibroblast, makrofaj gibi dermal ve keratinosit gibi epidermal
hiicreleri uyararak da rejenerayona katkida bulunurlar (Borue X ve ark., 2004).
Mezenkimal kok hiicreler, direk etki veya salgilattiklari biiyiime hormonlarinin parakrin
etkileriyle, hasarli bolgede hiicre proliferasyonunu, graniilasyon dokusu olusumunu ve
neoanjiogenezi hizlandirirlar (Hocking AM ve ark., 2010; Smith AN ve ark., 2010).

Calismamizda zengin bir kok hiicre kaynagi olan adipojenik dokudan elde edilen
SVF nun, epidermal ve dermal iyilesme {izerine etkilerinin kok hiicre ile
karsilagtirilmasi amaglanmistir.

Dermal rejenerasyonu degerlendirmek icin inflamasyon fazi ve graniilasyon
fazlar degerlendirilmeye calisildi. MKH ve SVF gruplarinda kontrol grubuna gére daha
yiiksek histolojik skor saptanmasi iki grubun da dermal graniilasyon ve seliileriteyi
arttirdig1 yoniinde yorumlanabilir. Akut inflamasyon fazinda nétrofiller ve makrofajlar
fagositoz yaparak dermisi rejeneratif mikrogevreye hazirlarlar. MKH’larin dolagimdaki
monositleri ve lokal makrofajlart uyaric1 etkisi Chen ve ark. tarafindan gosterilmistir
(Chen L ve ark.,, 2008). SVF’de bulunan makrofaj ve GM-CSF gibi biiyiime
hormonlarinin etkisiyle ¢alismada her iki grubun makrofaj sayisinin artmis olmasi
beklenirdi. Ancak caligmamizda makrofaj sayis1 acisindan ii¢ grup arasinda 7, 14 ve 21.
giinlerde anlaml1 fark bulunamad: (p>0.05). MKH ve SVF nun makrofaj fonksiyonlari

tizerine etkilerinin daha ileri arastirmalarla degerlendirilmesi uygun olacaktir.
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Inflamatuvar yanit, organizmayr korumaya yonelik fizyolojik ve yararli bir
reaksiyon olmasina karsin, bazen inflamasyonun kontrol edilememesi ve baslatan neden
ortadan kalktiktan sonra da olayin devam etmesi devamli bir inflamatuvar cevaba ve
organizmada hasar meydana gelmesine yol a¢maktadir. Gecikmis klinik ve
histopatolojik iyilesme ile sonuclanan bu uzamis inflamasyonda etkili bircok faktor
bulunmakla birlikte plazmositler ve lenfositler bu etkilesimlerin merkezinde
bulunmaktadirlar.

MKH’nin IL-6, 16kemi inhibe edici faktor, graniilosit koloni stimiile edici faktor
(G-CSF), graniilosit-monosit koloni stimiile edici faktor (GM-CSF), stem cell faktor,
makrofaj koloni stimiile edici faktor (M-CSF) sayesinde hematopoezi stimiile edip
seliileriteyi arttirmasi beklenir. Han ve ark. yaptiklar1 ¢calismada SVF nun hematojenik
hiicrelerini Yesil Florasan Protein(GFP) isaretlemisler ve kemik iligi letal dozda
irradiye edilmis deneklere verildiginde periferik kanda isaretli hematolojik seri
hiicrelerinin (6zellikle T lenfosit, B lenfosit ve myeloid seri) arttigin1 gostermislerdir
(Han J ve ark., 2010). Bu veri de SVF’nin kemik iligi kadar potent olmasa da
hematolojik seriyi {iretme kapasitesine sahip oldugunu gostermekte ve artmis
enflamasyon skoru beklenmekteydi. Ancak calismamizda akut enflamasyon skorlari
acisindan her ii¢ grup arasinda anlamli fark bulunamad.

Literatiirde yapilan caligmalarda =~ MKH’nin immiinmodiilatuar ve anti-
inflamatuar etkilerini degerlendirecek calismalar yapilmistir. MKH’larin T lenfosit
tizerine baskilayict etkileri gosterilmistir. Calismamizda boyle bir etkiyi gosterecek
analiz yapilamamakla birlikte MKH grubuna ait diisiik kronik enflamasyon skoru,
inflamasyon siirecinin bu grubta daha hizli tamamlanarak  graniilasyon fazina
gecildigini gosteriyor olabilir. Gruplarin akut enflamatuar skorlar1 arasinda fark
bulunmamasi; deney asamasinda bazi deneklerde kok hiicre engraftmanin basarisiz
olmast veya histopatolojik inceleme evresinde semi-kalitatif inceleme kullanilmasi
nedeniyle hatali sonuclar alinmasi nedeniyle olabilir. MKH’lar lenfosit sayisini
azaltmasalarda  fonksiyonel olarak lenfosit inhibisyonu yapabilirler. Bu sebepten
enflamasyon puanlar1 arasinda fark olmayabilir ancak  kok hiicre gruplarinda
baskilanmis T lenfosit fonksiyonuna bagli azalmis inflamasyon beklenebilir. MKH
grubuna ait alinan diisiik kronik inflamasyon skoru bu bilgilerle degerlendirildiginde

anlamlidir.
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Fathke ve ark. yaptiklar1 ¢alismada yarada epidermisin lokal kutan6z hiicreler
sayesinde iyilestigini, dermisin ise kemik iligi kokenli hiicreler ve dermal mezenkimal
hiicreler yardimiyla onarildigini bildirmislerdir (Fathke C ve ark. 2004).

Epidermal rejenerasyon saglam kalan keratinositlerden ve kil folikiilii, sebase
bez ve ter bezini doseyen epitel hiicrelerinden saglanir. 2.derece derin ve 3. derece
yanik olusturulmast  tam kat epidermal hasara sebep oldugundan epidermal
rejenerasyon yanik kenarlarindan degerlendirildi. Teorik olarak koagiilasyon zonun
kenarindaki bu alanlar staz zonuna es gelmektedir. lyilesme siirecinde bazal tabakadan
gd¢c eden keratinositler ve saglam kil folikiillerinde epitel hiicreleri farklanarak
periferden merkeze dogru epitelizasyonu saglamaya calisirlar.

Calismamizda 7, 14 ve 21. giinlerde SVF grubu ile kontrol grubu arasinda rete
uzantisi sayilart acgisindan fark yoktu ancak MKH grubunun hesaplanan rete uzantisi
sayilariin (1.38, 2.75 ve 3.00) diger iki gruptan daha yiiksek olmasi rejeneratif etkinligi
yoniinde degerlendirilebilir.

Bazal membranda sayilan Ki-67(+) hiicre sayis1 mitotik aktivite gosteren
keratinositleri gostermektedir. 7. giinde iic grup arasinda Ki-67 (+) hiicre sayilari
acisindan anlamli fark bulunamadi. Ancak MKH’da 14.giinde, SVF’de ise 21.giinde
mitotik aktivite artis1 gdzlendi.

Yara kontraksiyonu, dermal rejenerasyonun bir asamasi olup epitelize olacak
yiizeyinin daralmasini saglayan ve myofibroblastlarin etkin oldugu bir siiregtir.

Ilging olarak bir¢ok parametrede kontrol grubundan farki olmayan SVF grubu,
ilk iki hafta icinde en iyi yara kontraksiyonu gosteren gruptu. Bunun sebebi ile ilgili
literatiir bilgisi mevcut degildir. Denege verilen otojen SVF’ nun bu olumlu etkisi
bircok parametre i¢in gerisinde oldugu MKH grubu ile aynm1 zamanda (22 giin)
tamamlanan iyilesme siireci ile sonuglanmistir. Stromal vaskiiler fraksiyonun
epitelizasyonu arttiric1 etkisi ge¢ baslasa da hizli yara kontraksiyonunu saglayarak
yaranin mezenkimal kok hiicre grubuyla aymi siirede kapanmasina sagladigi
sOylenebilir.

Neovaskiilarizasyon, yara iyilesme siirecinin en 6énemli adimlarindan birisidir.
Yeni olusan damarlar, dermal ve epidermal hiicrelerin artmis enerji ve hammadde
ithtiyacin1 karsilayarak, epitelizasyon ve bag doku sentezinin siirekliligini saglarlar.

Ayrica yanik ile olusan doku hasarinda, yeni damar olugmasinin, yanik bolgenin
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sogutulmasinda, interstisiyel O0demin coziilmesinde, toksik iriinlerin
uzaklastirilmasinda, asidozun diizeltilmesinde, iyilesme siirecine etkiyen diger hiicre ve
sitokinlerin bolgeye ulasmasinda ayr1 bir 6nemi vardir.

Miranville ve ark yaptiklar1 calismada insandan elde edilen subkutandz veya
visseral yag doku kaynaklt SVF hiicre popiilasyonunda CD34, CD 133 ekspresyonu
gbsteren hiicreleri tespit etmisler ve CD 34"/ CD31  ekspresyonu gosterenlerin
anjiogenezi stimiile eden endotelyal hiicre prekiirsorleri Ozelliklerini sergilediklerini
gostermigler (Miranville A ve ark., 2004). Planat-Bernard ve ark. adipojenik dokudan
elde edilerek invitro kiiltiire edilmis SVF hiicrelerinin de CD31 ve vWF sekrete eden
endotelyal hiicrelere farklandigim gostermislerdir (Planat-Benard V ve ark., 2004).
SVF’ nun anjiogenik etkisi, direk veya biiylime hormonlarina olan parakrin etkisiyle
olabilir.

Ayrica SVF yeni damar olusturucu etkisini perisit ve perivaskiiler nis transferi
yoluyla sagliyor olabilir. Nisler her dokuda bulunan erigskin kok hiicrelerin ihtiyag
duyulan hiicreye diferansiye olabilmesi icin gerekli mikrocevreyi barindiran kok hiicre
odag1 seklinde tanimlanabilir (Schofield R, 1978; Voog J ve Jones DL, 2010; Greco V
ve Guo S, 2010). Yogun kapiller dansite iceren adipojenik dokularda daha yiiksek
oranda kok hiicre belirtecinin saptanmas1 kok hiicrelerin vaskiiler yapilarla yakindan
ilgili oldugunu diisiindiirmiis ve perivaskiiler nislerde daha yogun olarak bulunduklar
yapilan ¢alismalarla gosterilmistir.

Calismamizda 7, 14 ve 21. giinlerde SVF grubu ile kontrol grubu arasinda
kapiller tomurcuk ve kapiller sayilar1 agisindan istatiksel agidan anlamli fark yoktu
ancak MKH grubunda hesaplanan hem kapiller tomurcuk hem de kapiller sayilart diger
iki gruptan daha yiiksekti. MKH ve diger iki grup arasinda kapiller tomurcuk ve kapiller
sayilar1 acisindan 2. haftadaki artis dramatik olmustur. Bu sonu¢ MKH grubunda 14 .
giinden sonra hem yeni kapiller olusumu (neoanjiogenez) hemde immatiir kapillerlerin
dolasima ac¢ilmasinin hizlandig1 yoniinde degerlendirilebilir. MKH nin anjiogenik etkisi
bilinmektedir. Bu etkiyi IL-la, IL-8, Vaskiiler endotelyal graowth faktor (VEGF),
Fibroblast Growth Faktor-2 (FGF-2), Transforming Growth Faktor-B2 (TGF-B2)
tizerinden gosterdigi diisiiniilmektedir.

SVF grubunun 2. haftada Olgiilen bazi kapiller dansite degerleri, 3. haftada

Olciilen kapiller dansite ve kapiller tomurcuk degerleri, kontrol grubuna gore anlaml
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fark yaratmasa da sporadik olarak MKH grubunun degerlerine yakindi. Bu sonug invitro
kiiltire edilmemis SVF'nun neoanjiogenezi stimiile edebilme potansiyeline sahip
oldugunu gostermekle birlikte kapiller ve kapiller tomurcuk sayilari ortalamalarinin
kontrol grubundan farkli cikmamasi, MKH kadar potent anjiogenez olusturamayacagi
seklinde yorumlanabilir. Beklenen yenidamar olusturucu etkisinin saptanamamast SVF
eldesi veya enjeksiyona hazirlik asamalarindaki aksakliklardan olabilir. Ancak daha
biiyiik sayilarla ve degiskenleri sabit tutan caligmalarla yeni veriler elde edilebilir.

Bu bilgiler 1s181inda ¢alismamizda SVF uygulamasinin neoanjiogenetik etkisinin
kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli olmasada mevcut oldugu ve yanik
yarasinda hipoksik staz zonuna invivo uygulanmasinin neoanjiogenezi arttirabilecegi

sOylenebilir.
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6.SONUC ve ONERILER

Yapilan calismada elde edilen sonuglar su sekildedir;

1.Stromal vaskiiler fraksiyonun, yeni damar olusumunu arttirici etkisi saptanmadi.

2.Kemik iliginden elde edilen mezenkimal kok hiicre ise yenidamar olusumunu da
arttirarak iyilesmeyi hizlandirici etki saglamastir.

3.Mezenkimal kok hiicre grubu ile stromal vaskiiler fraksiyon grubu arasinda
yaranin tam epitelize olmasi icin gereken siire bakimindan anlamli bir fark
cikmamasi, SVF’ nun hizli yara kontraksiyonuna neden olarak epitelize olacak
alan1 daraltmasi nedeniyle olabilir. Bu etkisinin donor sahadan transfer edilen;
sitokin ve fibroblast, makrofaj gibi hiicrelerin de etkisiyle oldugu
diisiiniilmektedir. Ancak asir1 yara kontraksiyonu, yara iyilesmesi sirasinda
kontraktiir gibi istenmeyen durumlarin gelismesine de sebep olabilir. SVF nun
yara kontraksiyonu iizerine olan etki mekanizmasi ileri diizey c¢alismalarla

degerlendirilmeye degerdir.

Stromal vaskiiler fraksiyonun, 6z dokudan hazirlanmasi ve ameliyat sirasinda
uygulanabilmesi, pasajlanmis mezenkimal kok hiicreye olan iistiinliikleridir. Ileride
saglanacak yeni bilgilerin 1s181inda yanik hastalarinin tedavisi icin kullanilacak giivenli

ve etkin bir yontem olabilir.
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