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KISALTMALAR

ADAS: Adipose Derived Adult Stem Cell (Adipoz Kaynakh Erigskin Kok Hucre)
RT: Radyoterapi

DNA: Deoxyribonucleic Acid (Deoksiribontkleik Asit)

GRAY: Gray

cGy: centi-Gray (Santigray)
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TESEKKUR

Plastik, rekonstruktif ve estetik cerrahi uzmani olmak icin ilkokuldan itibaren
uzun ve yorucu oldugu kadar eglenceli bir egitim sirecini geride birakmak
gerekmektedir. EQitim surecim boyunca desteklerini esirgemeyen, stresli ve sevingli
anlarimi benimle paylasan ve yasayan annem, babam ve agabeyime sonsuz
tesekkurlerimi sunarim. Son 6,5 yilimi yanlarinda gegirdigim, deneyim ve bilgilerinden
yaralandigim ve de mesleki hayatim boyunca yararlanacagim hocalarim Prof.Dr. Ali
Barutcu'ya, Prof.Dr. Can Karaca'ya, Prof.Dr. Mustafa Yilmaz'a, Prof.Dr. Atay
Atabey’e, Prof.Dr. Adnan Menderes’e, Do¢.Dr. Haluk Vayvada'ya ve Yard. Dog.Dr.
Cenk Demirdover’e, asistan arkadasglarima, anabilim dal sekreterimiz Tulay Guller ve
servis sekreterimiz Gulay Eldlen basta olmak Uzere tUm plastik cerrahi personeline
ve ameliyathane hemsire ve personel ekibine tesekkir ederim.

Degerli hocalarimla bilgi ahigverisi seklinde kivilcimlanan bu c¢alisma, birgok
kKisinin bilgisi ve emegi eklenerek sekillenmis ve bitirilmigtir. Basta tez danismanim
Prof.Dr. Can Karaca olmak Uzere bu calismaya verdikleri destek nedeni ile tum
hocalarima tesekklrl borg biliim. Ratlara verilecek radyasyonu planlayan ve
uygulayan Uzm.Dr. Zimre Arican ve Ogr.Goér. Zafer Karagllere, radyasyon
onkolojisi bolumu imkanlarini sunan Prof.Dr. Riza Cetingdz’e, Molekuler Biyoloji
labrotuvarlarini kullanma imkani saglayan ve deneyin hicresel agamasini planlayan
Prof.Dr. Nese Atabey’e, mesai saatleri haricinde olsa dahi Ustin emek harcayarak
titizlikle calisan Aras.Gor. imge Kuntere, histolojik incelemelerin planlamasi ve
goruntulenmesini tizlikle yerine getiren Dog¢.Dr. Bekir Ugur Ergur ve Uzm.Dr. Serap
Micil'ya, biyomekanik testleri uygulayan Aras.Gor. Bora Uzun’a ve de cerrahi ve
sakrifikasyon islemleri sirasinda yardimini esirgemeyen asistan arkadasim Dr.
Bilgehan ilkere bu calismaya verdikleri bilgi ve emek giici nedeniyle tesekkir

ederim.
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1.0ZET

Bashk: Adipoz Kokenli Eriskin KOk Hucrelerin Radyoterapi Uygulanmig Deride

Primer Yara lyilesmesi Uzerindeki Etkisi

Arastirmacinin Adi, Fakultesi ve Yazigma adresi:

Koray URGU
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi

Plastik Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi Anabilim Dali inciralti-izmir

Amacg ve Hipotez:

Bu calismada ratlarin inguinal boélgesinden elde edilen yag grefti, stromal
vaskuler fraksiyon ve kultire edilmis adipoz kokenli erigkin kok hlcrelerin (ADAS),
radyoterapi uygulanmis deride primer vyara iyilesmesi Uzerindeki etkilerinin
arastiriimasi amaclanmistir.

Radyoterapi sonrasinda yetersiz kollajen Uretimi ve hipovaskularizasyon, yara
iyilesmesini geciktirerek komplikasyonlara yol agmaktadir. Bu ¢alisma, ADAS’larin
diferansiyasyon, parakrin olarak diger hucreleri uyarma ve buyume faktorleri
salgilama 6zellikleri sayesinde neovaskularizasyonu ve kollajen Uretimini arttirarak
radyoterapi verilmis alandaki insizyon skarinin kalitesini arttiracagi hipotezi Uzerine

kurulmustur.

Gereg ve Yontem:

Calismada 48 adet 250-280 gr. agirhginda Wistar susu ratlar kullanildi. Ratlarin
8 tanesi gesitli nedenlerle kaybedilerek ¢alisma 40 rat ile tamamlandi. Ratlarin dorsal
cildinde 8x3 cm.lik alana 2500 cGy radyasyon uygulanmasi ardindan tam kat cilt
insizyonu ve cilt alti diseksiyonu uygulandi. Diseke edilen alana Grup 1 (n=10)'de
%0,9 NaCl, Grup 2 (n=10)'de yag grefti, Grup 3'te (n=10) stromal vaskuler fraksiyon

ve Grup 4'te (n=10) kdltire ADAS’lar verilerek insizyon suture edildi. Gruplar kendi



icerisinde 14. giinde sakrifiye edilenler ‘a’ ve 28. giindekiler ‘b’ olarak ayrildi. insizyon
skarinin  biyomekanik, histomorfolojik ve  immunhistokimyasal o6zellikleri
degderlendirildi. In vitro ortamda ADAS'larin yuzeyel isaretleyicileri ve diferansiyasyon

Ozellikleri gosterildi.

Bulgular:

Sakrifikasyonda makroskobik olarak grup 4b’de tlylenmede artis ve skar
etrafinda kapiller yogunlagsma go6zlemlendi. ADAS’larin in-vitro ortamda adipojenik ve
osteojenik diferansiyasyon o6zellikleri gosterildi. Yizey adezyon molekilleri olan
CD29 ve CD54 ile pozitif boyanma, CD14 ve CD45 ile negatif boyanma izlendi. Doku
kopma kuvveti en ylksek grup 4b’de saptandi. Histolojik olarak, epidermal
rejenerasyon ve anjiogenez en fazla Grup 4’te gozlendi. VEGF, TGF-B ve Tip-1

prokollajen immunhistokimyasal boyanmalari Grup 4’te daha yogun izlendi.

Sonug:

Radyasyon uygulanan alanda ADAS’larin vaskularizasyonu ve kollajen uretimini

arttirmasi sayesinde insizyonel skarin kalitesini ve kuvvetini arttirdigi soylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Adipoz kokenli erigkin kdk hiicre (ADAS), radyasyon hasari, yara

iyilesmesi



2. ABSTRACT

Title: The Effect of Adipose Derived Adult Stem Cells in Primary Wound Healing on
Irradiated Skin

Name, School and Address:

Koray URGU
Dokuz Eylul University School of Medicine

Plastic Reconstructive and Aesthetic Surgery Inciralti-lzmir
Aim and hypothesis:

The aim of this study is to investigate primary wound healing effect of fat graft,
stromal vascular fraction (SVF), and cultured adipose derived adult stem cells on

irradiated rat skin.
Materials and Method:

Forty-eight Wistar rats were underwent dorsal skin surface irradiation of 2500
cGy using a medical linear accelerator producing energy of 6 MeV followed by
creation of a full-thickness skin incision and subcutaneous dissection. Four groups
with 10 rats in each were divided according to application of saline (control group); fat
graft; SVF; and cultured ADAS. Five animals from each group were euthanized at
14™ and 28™ day and the harvested specimens underwent biomechanical and
histological evaluation. Differentiation and surface marker expression properties of

ADAS were approved.



Findings:

According to biomechanical tests, the highest rate of breaking strength was
determined in Group 4. However, the rate for all three groups was significantly higher
than the control group. In histopathological assesment, angiogenesis, epidermal
regeneration, and better organized collagen architecture were observed in Group 4.
Immunhistochemical analyses with TGF-3, Procollagen Type-1, and VEGF revealed

with denser findings in Group 4.

Results:

Depending on these results, it can be concluded that ADAS may improve
primary wound healing on irradiated skin by increasing neovascularization and

collagen production.

Keywords: Adipose derived adult stem cell (ADAS), radiation injury, wound healing

3. GIRIS ve AMAG

Radyoterapi, siklikla malign tumorlerin tedavisinde kullaniimaktadir. Yuksek
enerjili pargaciklar veya elektromanyetik dalgalar sayesinde tumor hucreleri Uzerinde
DNA hasari yaratmak amaglanmaktadir. Ancak beraberinde tumaor olmayan dokularin
etkilenmesi sonucunda radyasyonun olumsuz etkileri siklikla deride goriimektedir.
Radyasyonun yara iyilesmesini geciktirmesi nedeni ile birgok malignitenin tedavisinde
cerrahi girisim oncesi radyoterapi tercih edilmemektedir.

Radyasyon yara iyilesmesinde temel olarak fibroblastlarin yapisini bozarak
kollajen sentezini azaltmaktadir. Damarlar Uzerindeki etkisi sonucu hipovaskiler ve
hiposelliler bir ortam olusturmaktadir. Literatiirde mezenkimal kdk hucrelerin (MKH)
yara iyilesmesinde ve epitelizasyonda gorev alan hucrelere diferansiye olabilme
Ozellikleri, buyume hormonlari ve sitokin salgilayarak yara yerine migrasyonu ve
vaskularizasyonu arttirici etkileri ve parakrin olarak mikrogevredeki diger hucreleri

uyarma oOzellikleri gosterilmistir. MKH’lerin bu 6zellikleri gbéz onune alindiginda



radyasyonun yara iyilesmesini etkiledigi birden ¢ok evresinde faydali olabilecegi
dusunulmektedir.

Adipoz kokenli erigkin kok hucreler (ADAS) 2001 yilinda Zuk ve ark. tarafindan
tanimlandiktan sonra elde edilisinin kolay olmasi ve diger MKH’lerin 6zelliklerini
tasimasi rejeneratif tipta birgok c¢alismada kullaniimigtir. ADAS’lar fibroblast
goérunumunde plastik yluzeye yapisma 0zelligi olan, uygun kosullarda osteojenik,
adipojenik ve kondrojenik diferansiyasyon gosteren ve cesitli yUzeyel antijenlere
sahip erigkin kok hucrelerdir. Literature bakildiginda ADAS’lari iceren yag greftleri ve
stromal vaskiuler fraksiyon radyasyonun ge¢ donem yan etkileri olan fibrozis, kronik
yara ve implant uygulamalari oncesi ve sonrasinda kliniklerde kullaniimaktadir.
Ancak radyasyon uygulamasi ardindan yapilacak insizyonun iyilesmesi Uzerindeki
etkileri daha dnce incelenmemistir. Radyasyonun yara iyilesmesi Uzerindeki olumsuz
etkilerinin azaltilmasi veya Onlenmesi sayesinde O6zellikle radyosensitif olan cilt
timorlerinde operasyon oOncesinde radyoterapi uygulanmasi, tUumor kitlesini ve
eksizyon miktarini  azaltarak rekonstruksiyon seceneklerini daha basite
indirgeyebilecektir. ADAS’larin yara iyilesmesindeki olumlu etkileri g6z 6nune alarak,
neovaskularizasyon ve kollajen uUretiminde artis sonucunda radyoterapi verilmis
alandaki insizyon skarinin kalitesinde ve dayaniklihginda artis olacaktir. Bu artisin,
radyasyonun yara iyilesmesi Uzerindeki negatif etkilere kargi koruyucu olacagi

hipoteziyle bu ¢alisma planlanmistir. Bu ¢alismadaki amaglar:

1-  Ratlarda tek doz isinlama ile ciltte radyasyon hasari modeli olusturulmasi

2- Kulture ADAS’larin radyasyon uygulanmis ciltte yapilan insizyon skari
uzerindeki etkilerin incelenmesi

3- Bu etkilerin ADAS’larin elde edildigi yag greftinin ve SVF’nin etkileri ile
karsilastiriimasi

4- Elde edilen ve kultire edilen ADAS’larin MKH olduklarinin in vitro ortamda

gosterilmesi



4.GENEL BILGILER

4.1. Radyoterapi
4.1.1. Radyoterapi Tarihgesi

ik kez 1895 yilinda Wilhelm Kondrad Réntgen X-iginlarini Crookes tiipiinden
gecirerek arkadasi Rudolph Albert von Kolliker'in el kemik yapisini fotograf plagina
disirmis ve radyasyonu tetkik amacli tip diinyasina sunmustur."? X-isinlari, 1897
yihinda Freud tarafindan mol tedavisinde tedavi amagl kullaniimistir. Sonrasinda
1898’de Curie, ilk radyoaktif madde olan radyumu tanimlamig ve ayni yilda Bequerel
radyoaktivite kavramini gelistirmistir. Bequerel, sol cebinde unuttugu 200 mg.lik
radyum paketinin, iki hafta icinde cildinde 6nce eritem sonra Ulserasyon olusturmasi,
radyobiyolojik etkinin ilk kez gézlenmesine neden olmustur.? Bu olaydan kisa bir siire
sonra Daniel radyasyon dermatitli bir olgu yayinlamistir.”

Bergonie ve Tribeondeu, 1900’Iu yillarin basinda yuksek mitotik aktivite
gosteren kétl diferansiye dokularin radyasyona duyarli oldugunu gézlemlemislerdir.?
Butlin, 1909 yilinda oral kanserde radyum kullanarak radyasyonun tumor hucrelerini
azalttigini gdstermistir.’ Mucizevi bir tedavi ydntemi olarak gériilen radyasyonun yan
etkileri hizhh bigimde goérlilmeye baglanmistir. Ylksek doz uygulamalarda cerrahi
tedaviye benzer sonuglar alinmasina ragmen, hastalar kisa dénemde akut
reaksiyonlarla kaybedilmigtir.

Regaund, 1919 yilinda koglarin testislerine fraksiyonel olarak radyasyon
veriimesinin tek doz verildigindeki gibi steriliteye neden oldugunu ancak deri
reaksiyonlarinin daha az oldugunu gozlemlemistir. Cauntard, 1934 yilinda radyasyon
tedavisinde fraksiyon semalari gelistirmistir.

II. Dinya savasinda atom bombasi kullanimindan sonra radyobiyolojik alanda
arastirmalar hiz kazanmistir. Parker, 1952 yilinda, 5 hafta suren gunluk bolunmus
dozlarda tedavi semasi olusturmustur. Sonrasinda 1970’li yillarda ylksek dozda
radyasyonun tumor dokusuna penetre olmasini saglarken ciltteki yan etkilerin daha
az gozlendigi supervoltaj makineleri geligtirilmigtir.1 Gunumuzde meme, kolorektal,

bas-boyun ve jinekolojik kanserler olmak Uzere birgcok malignitenin tedavisinde,



ekstremite koruyucu cerrahilerde ve palyatif tedavide radyoterapi multidisipliner

prensipler dogrultusunda uygulanmaktadir.
4.1.2. Radyoterapinin Etki Mekanizmasi

Radyoterapi (RT), genelde malignitelerin tedavisi amaciyla ylksek enerjili
parcaciklar veya elektromanyetik dalgalar kullaniimasidir. Elektromanyetik iyonize
radyasyon X-iginlari ve y-isinlarini kapsar. Yuksek enerijili pargaciklar ise pozitif yukli
helyum c¢ekirdegi olan a-pargaciklari, negatif yUkli elektronlar, B-pargaciklari ve
nétronlardir.>*

Radyasyonun doku uzerindeki etkisi dogrudan veya dolayli yoldan olabilir.
Isinim enerjisi yeterince yuksek oldugunda atom veya molekulden bir veya daha
fazla elektronu kopartabilir. Radyasyonun hucre igindeki oksijen ve su molekulleri ile
etkilesimi sonucu olusan ve hizli hareket eden elektrik yuklu serbest radikaller,
cevresindeki organik maddelerin kimyasal, yapisal ve fonksiyonel Ozelliklerini
degistirerek, hiicreyi dolayll olarak iyonize etmektedirler. iyonizasyon sirasinda agiga
cikan enerji hdcreye zarar verir. Hucre iginde olusan hasarda hedef yapi
Deoksiriboniikleik asit (DNA)'tir.> Buradaki DNA hasarinin %60-70'inden sorumlu
olan serbest radikal hidroksil (-OH) radikalleridir.”

Morfolojik olarak bakildiginda duisuk doz radyasyon apopitozis mekanizmalarini
devreye sokarken ylksek doz radyasyon nukleus membran hasari, sitoplazma
ddemlenmesi ve hiicre nekrozuna neden olmaktadir.’

Radyasyon miktari, uygulandigi dokunun agirlik bagina absorbe ettigi enerjiye
gore belirlenir. Buna gore 1 kg dokuya 1 jul enerji veren radyasyon miktari 1 Gray
(Gy)dir.

e 1 Gy (Gray) =100 cGy (cGray)

e 1Gy (Gray)=100rad




4.1.3. Radyoterapinin Uygulanmasi

Radyoterapi eksternal, internal ve brakiterapi olmak Uzere U¢ yoldan
uygulanabilir. Eksternal tedavide kaynak ile hasta cildi arasindaki uzakhk 5-350
cm.dir. X-isinlari, Co-60 (Kobalt-60), y 1sinlari ve pargacik seklindeki (genellikle
elektronlar) radyasyonlar kullanilir. Radyoaktif maddelerin, cilt Gzerine, doku arasina
veya doku bosluklarina yerlestirilerek uygulanmasina brakiterapi adi verilir. internal
tedavi ise B pargaciklari ve y isinlari veren acgik kaynaklarin sivi ve Kkolloidal
radyoizotoplar viicuda uygulanmasidir.®

Gunumuzde en vyaygin kullanilan eksternal tedavi cihazlari lineer
hizlandiricilardir.>*® Elektronlar elektromagnetik dalganin elektrik alani etkisiyle
hizlandirilir. Hizlandirma esnasinda elektronlari ince bir demet halinde toplamak ve
hedef Uzerine gondermek icin tlp boyunca manyetik odaklayici alanlar uygulanir.
Hizlandirici tupun sonunda elektronlar maksimum enerjilerini kazanmig olurlar.
Yeterli enerjiye ulagsan elektronlar ya uygun aplikatorlerle hastaya gonderilir ya da
yogun bir hedefe carptirilarak yliksek enerjili X 1ginlari elde edilir ve Uretilen bu iginlar
hastaya gonderilir. Hangi enerjinin kullanilacagina timoértin buyukligline ve yerine
g6re karar verilir. Genellikle derin yerlesimli timorlerde X veya y isinlari kullanilirken
yuzeyel timorlerde elektronlar kullaniimaktadir. Tek bir lineer hizlandirici ile farkli
enerjilerde X 1sin1 ve elektron retilmesi tedavide genis hareket alani saglamaktadir.®

Radyoterapinin temel hedefi, timodrde yluksek doz normal dokularda mimkin
oldugu kadar dusik doz olusturarak etki gostermektir. Ozellikle ciltte olusturdugu
akut ve kronik etkiler, yara iyilesmesini olumsuz olarak etkilemesi kullanimini

kisitlayici faktorler olabilmektedir.



4.2. Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi, birgok 6zellesmis hucrenin gorev aldigi, birbiri igcine gegen ama

biyolojik olarak ayri 4 evreden olusur.

1- Hemostaz
2
3
4

inflamasyon

Proliferasyon

Matirasyon

4.2.1. Hemostaz

Kanamay! kontrol altina almak icin yaralanmadan sonra hemostaz
mekanizmalari devreye girer. Yaklasik 5-10 dakika sonra vazokonstriksiyon ile kan
akimi yavaslar. Aciga c¢ikan tromboplastik doku urunleri trombositleri aktive eder.
Trombositlerin agregasyonu sonucu hemostatik plak olusur. intrensek ve ekstrensek
koagulasyon yollarinin aktivasyonu ile protrombinden trombin olusur. Trombin ise
fibrinojeni fibrine donustirerek stabil plak olusturur ve yara yerinde hemostaz
saglanmis olur.” Trombositlerin alfa graniilleri icinde yer alan trombosit kaynakli
bayume faktoru (PDGF), transforme edici buyume faktora-g (TGF-B), insulin benzeri
bayume faktoru-1 (IGF-1) ve epidermal buylime faktort (EGF) gibi birgok blyime
faktori gcevre dokulara salinir (Sekil-1).® TGF-B ve PDGF nétrofil ve makrofajlar icin
kemotaktikti. PDGF ayni zamanda fibroblastlarin yara yerine gelmesini saglar ve
fibroblastlardan sentezlenen ve ekstraselliler matriks onarimi igin 6nemli olan
glikozaminoglikan ve kollajen sentezinde rol oynar. Buyume faktorlerinin fazla

salgilanmasi anormal yara iyilesmesi ile sonuglanir.”



Epidermis

Kan damarlari -\

Tromboplastik _|
doku elemanlan |

Fibroblast —z

Dermis

Trombosit | ..i-
Eritrosit |2 Subkutan yag
5 dokusu

Sekil 1: Trombositlerin degranilasyonu ve tromboplastik
doku elemanlarinin ortaya ¢ikigi ile hemostazin olusumu®

4.2.2. inflamasyon

Yara iyilesmesinin 2. evresi olan inflamasyon yaralanmadan sonra 24 saat
icinde baslar. Hemostaz sonrasi koagulasyon ve kompleman zincirinden ortaya ¢ikan
bradikinin, kompleman 3a ve 5a (C3a ve Cba) vazodilatasyon ve damar duvar
permeabilitesinde artisa neden olarak notrofil ve monositlerin yara yerine ulagmasini
saglar. Kompleman elemanlari ayni zamanda mast hicrelerinden histamin, 16kotrien
C4 ve D4 salinimini stimiile eder.® Vazoaktif aminlerin ve histaminin artmasi klinikte
kizariklik (rubor) ve sicaklik artigi (color) olarak kendini goOsterir. Damar
permeabilitesinde artis sonucu damar igerisinden intersitisyel alana gegen sivi ise

klinige sislik (tumor) olarak yansir ve olusturdugu basing agriya (dolor) neden olur.’
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Keratinosit

Notrofil

Fibrin h hamtbied™
matriks [ 7" 2

Fibroblast —

Sekil 2: ilk 24 saat icinde nétrofillerin yogunlasma&9

ilk olarak yara yerinde gorilen hiicreler nétrofillerdir (Sekil 2). Nétrofiller
ortamdan yabanci maddeleri ve hucreleri temizledigi gibi kompleman aktivasyonu ile
bakterileri opsonizasyon yoluyla ortadan kaldirir. Monosit hicreleri 2-3 gun iginde
yara yerinde baskin hale gecer. Monositler makrofajlara diferansiye olurlar (Sekil-3).
Makrofajlar fagositoz yolu ile bakterileri ve doku artiklarini ortadan kaldirirlar ve ayni
zamanda endotel hucreleri, keratinositler ve fibroblastlara etki edecek 20’den fazla
sitokin ve bluyume hormonu salgilarlar. Bunlardan baslicalari PDGF, TGF-B, IGF-1,
timor nekroz faktéru-a (TNF-a), fibroblast blyiume faktori (FGF), interlékin-6 (I1L-6),
bag dokusu buyume faktori (CTGF) ve vaskuler endotelyal buyume faktorl
(VEGF)dr.
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Makrofaj

Sekil 3: 2-3. giinde makrofajlarin yogunlugu®

4.2.3. Proliferasyon

Yaralanmanin 3-4. ginunde baslayan proliferasyon fazi fibroplazi, granulasyon,
kontraksiyon ve epitelizasyon ile karakterizedir ve yaranin durumuna goére 2-4.

810 proliferasyon doneminde stabil ekstraselliler matriks

haftada sona erer.
olusturmak amaciyla fibroblastlarin proliferasyonu ve kollajen Gretimi izlenir (Sekil-4).
Yeni matriks kollajen, proteoglikan ve fibronektinden olusur. Bu donemde ayrica
anjiogenezis gézlenmektedir.

Trombosit ve makrofajlardan salinan mediatérler sonucu fibroblastlarin yara
yerine migrasyonu olur. Fibroblastlarin aktivitesi genel olarak PDGF ve TGF-
sayesinde izlenir. PDGF, trombosit ve makrofajlar tarafindan salinir ve fibroblastlarin
proliferasyonu, kemotaksisi ve kollajen ekspresyonunda énemli rol oynar.

TGF-f’'nin 3 izoformu bulunmaktadir. TGF-B1 fibrozisi artirdi§i halde diger
izoformlari TGF-B2 ve TGF-33 ters etki gostererek fibrozis ve skari azaltici etkisi

vardir.”
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Fibronektin ve hyaluronik asit yara matriksinin ilk komponentleridir. Fibroblast
hicre yuzeyindeki integrinler, matriks yapisindaki glikozaminoglikan ve
glikoproteinlere tutunurlar. Fibronektin ve glikozaminoglikanlar ayrica sentezlenen
kollajen igin zemin olustururlar.®

Kollajen u¢ adet polipeptid zincirin olusturdugu heliks yapisindadir. Cesitli
blyume faktorleri ve sitokinler kollajen sentezi igin gen transkripsiyonunu tetikler.
Gen transkripsiyonu sonucu olugsan pre-prokollajen hicre iginde mesajci ribonukleik
asit (m-RNA) ile endoplazmik retikuluma tasinir. Sinyal peptidaz enzimi sayesinde m-
RNA’dan ayrilan prokollajen molekulleri posttranslasyonel modifikasyona ugrar.
Prokollajen molekullerinin yapisindaki lizin ve prolin aminoasitleri lizin hidroksilaz ve
prolin hidroksilaz enzimleri sayesinde hidroksilasyonu gergeklesir. Bu enzimler igin
askorbik asit, demir ve molekuller oksijen gerekmektedir. Olusan hidroksilizin ve
hidroksiprolin yapilarina transferaz enzimleri sayesinde glukoz ve galaktoz eklenir.
Golgi cisimcigine iletilen prokollajen trimerleri ekstraselliler matrikse salinir. Cinko
bagimli proteinaz enzimi ile polipeptid zincirler kovalan badlarla birbirleri ile
baglanarak tropokollajen yapisi olusur. Tropokollajen molekulleri birleserek kollajen
filamentlerini, bu filamentler fibrilleri, fibriller de demetleri meydana getirir.'""?
Kollajen yapisina gore tiplere ayrilir. Yara iyilesmesinin erken doneminde Tip 3
kollajen miktari fazla olmasina ragmen matur skar dokusunda higbir zaman Tip 1
kollajen miktarini gegemez.™

Endotel hiacreleri TNF-a ve temel FGF (bFGF) sayesinde anjiogenezis igin
aktive edilmektedir. Anjiogeneziste ayrica lokal uyari faktorleri olan VEGF ile
anjiostatin, endostatin, trombospondin ve pigment epitel bezeri buyime faktoru gibi
antianjiogenik faktorler rol almaktadir. Oksijen basinci ve pH dusuklugu, laktat
yuksekligi anjiogenezi tetikleyen lokal faktorlerdir. Kapiller endotel hicreleri
cevresinde oksijen seviyesi azalinca, hicre icinde hipoksi tetikleyici faktor (HIF) DNA
uzerinde spesifik dizisine baglanarak anjiogenezis igin VEGF transkripsiyonunu
artirmaktadir.

Granulasyon dokusu kapiller damar aglari, fibroblast ve makrofajlardan olusan
hicre topluluklari ve organize kollajen liflerinden meydana gelmektedir ve skar

olusuncaya kadar dermis igin dolgu olusturmaktadir. Yaranin iyilesmesi amaciyla
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hdcre migrasyonlarinin ve protein sentezlerinin geligtigi granulasyon dokusunun
metabolik aktivitesi normal dermisten cok daha fazladir.’

Yaray! cevreleyen deride cevresel olarak yara alanini azaltacak sekilde
kontraksiyon izlenir. Aglk yaralarda gobzlenen bu olaydan sitoplazmasinda
mikrofilament ve a-aktin bulunan myofibroblastlar sorumludur. Bu fenomen primer
yara iyilesmesi olarak adlandirilan suture edilmis cerrahi insizyonlarin iyilesmesi
sirasinda gorulmez.

Yaralanmadan birka¢ saat sonra yara komsulugundaki epidermis hucreleri ve
bazal tabakadaki hicreler yaraya dogru ilerler. Yeni epitel hicrelerinin asil kaynagi
yara komsulugundaki bazal membrandir. Tenasin ve fibronektin gibi hiicre adezyon
glikoproteinleri keratinositlerin yara matriksi Uzerine migrasyonunda yol gostericidir.
Epitel hucrelerin gogu, diger yonlerden gelen epitel hlcreleri ile kargi karsiya
gelinceye kadar devam eder. Yeni epitel katmani olusunca bazal membrani
olusturmak amaciyla fibroblast ve keratinositlerden laminin ve Tip 4 kollajen salinir.

Keratinositler kolumnar sekle déniiserek yeni epitel bariyerini olustururlar (Sekil-4).°

Keratinosit St
migrasyonu oogRgHY
Fibroblast — 757 V27 2 gl
i o Ay
Notrofil —L / x i s 1.;.‘._._-
Makrofaj —— :
Ras@arse\(ore
Y STIT 2 aA %rﬁ

AT - b e b G
ETPAGIS ISP SS 0

Sekil 4: Fibroblastlarin protein ve buyume faktoru sentezi ve
keratinositlerin yara komsulugundan migrasyonu®
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4.2.4. Matiirasyon

Granulasyon dokusunun matur skar dokusuna donustugu fazdir. Kuguk
kapillerlerin genis damarlara yonlenmesi ile yarada bulunan su miktari, hicre
yogunlugu ve metabolik aktivite azalir. Ekstrasellller matrikste fibroblastlar tarafindan
salgilanan lizil-oksidaz enzimi sayesinde kollajen liflerinin ¢apraz baglantisi artar
(Sekil-5).

Dermal Skar [ 5777,
(Kollajen)

Sekil 5: Skar matiirasyonu®

Matriksmetalloproteinazlar (MMP), ginko bagimh ekstraselluler
endopeptidazlardir ve epitel hucrelerinin  migrasyonu, anjiogenezis ve skar
matirasyonuna neden olan ekstraselluler matriks proteinlerinin salinimini kontrol
eder. Keloid gibi patolojik yara iyilesmesinde MMP-1 ve MMP-2 miktarlari yuksek
bulunmustur.®

Skar maturasyonu aylar veya yillar boyunca devam eder. Kapiller damar aglari
nedeniyle erken donemde kirmizi renkte izlenen skar matlrasyonla beraber

hipopigmente gorinim alir.®
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Yaranin acgilmasina neden olan kuvvete ‘breaking strength’ (kopma kuvveti)
denir. Bir yarada birim alana dusen ylUk kapasitesi ise ‘tensile strength’ (yara gerim
kuvveti) olarak adlandirilir. Yara gerim kuvveti tum yaralarda 14-21.gunde artar.

Matiirasyon sonunda yara gerim kuvveti normal dokunun %80’ine kadar ulasir.'®"?

4.3 Radyoterapi Sonrasi Yara lyilesmesi

Tumor tedavisinde kullanilan radyoterapi, tumor hucreleri ile beraber saglkli
hicreleri de etkileyerek ciddi yara iyilesme sorunlarina yol agmaktadir.

Radyasyon sonucu ortaya c¢ikan serbest oksijen radikalleri antikoagulan
faktorleri inhibe ederken koagulasyon kaskadini da aktive eder. Koagulasyonun
artmasina bagl olarak damarlarda staz ve oklizyon, damar duvarinda 6dem ve
tromboz gelisir.>'* Neovaskiilarizasyonun azalmasiyla hipovaskiiler ve hipoksik bir
ortam olusur.>'' Radyasyon uygulanmis ciltte erken dénemde eritem vazoaktif
aminlerin salinimina bagh iken 2-3 haftadaki eritem damarlardaki hasarlanmaya
baglidir.™

Fibroblastlarin yapisinda kalici degisiklikler sonucu kollajen dretimi azalir ve
matiirasyon gecikir.”> Makrofaj ve fibroblastlardan salinan nitrik oksit (NO) kollajen
depolanmasinda rol oynamaktadir ve radyasyon uygulanmis yarada miktari dusuk
bulunmustur. Kollajen depolanmasini 6nleyen TNF-a ve interferon-y (IFN-y)

radyasyon sonucu yarada artmaktadir.>"

Yeterli kollajen sentezlenememesi
sonucunda yara kopma kuvvetinde azalma gozlenir. Radyasyonun ileri donem etkileri
olan atrofi, kontraksiyon ve fibrozis fibroblastlarin yapisinin bozulmasina baghdir.
Radyasyon ayrica keratinosit ve melanositleri etkileyerek dermiste duzensizlik
ve ciltte pigmentasyon degisikliklerine neden olur. Bazal membranin etkilenmesi
sonucunda epitelizasyon gecikme izlenir."® Graniilasyon dokusunun olusumu gecikir
ve olusan granulasyon dokusunun vaskularitesi dusuk olur. Migrasyon, anjiogenez ve
skar maturasyonunda gorev alan matriks metalloproteinaz-1 (MMP-1) salgilanmasi
radyasyon sonucunda azalmistir.>'°
Ekstraselliler matriks olusumunda goérev alan, monosit ve fibroblastlar igin

kemotaktik olan TGF-B, bFGF ve PDGF radyasyon sonucu azaldigi izlenmistir.
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Deneysel olarak bu maddelerin digaridan verilmesinin yara iyilesmesini olumlu yonde
degistirdigi gdzlemlenmistir.”

Ge¢ donmede radyasyon etkisi sonucu nekroz, atrofi, fibrozis, damarsal
hasarlanma ve karsinogenezis gozlenir. Endotel hicrelerinden TNF-a ve PDGF
salinimi artar, NO-sentetaz enzimi ve trombomodulin down-regllasyonu fibrozise
zemin hazirlar. Endotel hiicrelerindeki hlcreler arasi yapisma molekuli (ICAM-1) ve
E-selektin gibi adezyon molekaiillerinin de yapisinda bozulma olusur.>

Yara iyilesmesindeki sorunun temel kaynagi fibroblastlarin etkilenmesi sonucu
kollajen sentez ve saliniminin bozulmasidir. Kollajen sentezi azaldigi gibi defektif
kollajen sentezi de olabilmektedir. Fibrozis, ge¢ doénemde lokal fibroblast
progenitorlerinin artisgina bagh olarak asirt kollajen depolanmasi sonucu da
olabilmektedir.®> Disaridan i1sinlanmamis fibroblastlarin enjeksiyonu yara iyilesmesini

olumlu yénde etkiledigi gosterilmistir.'®"

4.4. Kok Hiicreler

Kok hucreler, belirli doku hucre karakterleri tagimamasi, uygun sinyal oluncaya
kadar farkllasmamis fenotiplerini korumasi ve kendini yenileme Ozellikleri ile diger
hicrelerden farkliliklar gosterirler. Organizmanin tim yasami boyunca kendini
yenileme Ozelliklerinden dolayr kdék hucreler in vitro kalttrlerde kolaylikla
cogalabilmektedirler. Belirli biyolojik sinyaller altinda diferansiye olarak tamamen
farkh terminal diferansiye hucre tiplerine donugebilme potansiyelleri mevcuttur. Kok
hicreler bulunduklari yerlere gore embriyonik (EKH) ve yetiskin, kaynak aldiklari
embriyonik tabakaya gore, ektodermal, mezodermal, endodermal, farkli hlcre
tiplerine donusebilme potansiyellerine gore totipotent, pluripotent ve multipotent
olarak siniflandirilabilirler.

Totipotent embriyonik kdk hilcreler bir organizmayi olusturabilecek tim
hicrelere donusme 0zelligi tasiyan, embriyonun 3. gunune kadar elde edilebilen
hicrelerdir. Pluripotent EKH’ler erken embriyo doneminde blastokistin i¢ tabakasinda
bulunurken, vyetiskin kok huacreler (YKH) yetigkin organizmanin dokularinda
bulunurlar. Bazi kdk hucre tipleri belirli dokularin hucre tiplerine ddnusebilen

‘multipotent’ Ozellik tasirlar. Mezenkimal koék hucreler (MKH), bu tip ‘multipotent’
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hicrelere ornektir. MKH’lerin kolay izole edilme ve multipotent ozellikleri nedeniyle
rejeneratif tipta kullaniimaktadirlar. Hematopoetik kdk htcreler (HKH) ise birgok kan

hiicresi tipine déniisebilen ‘pluripotent’ kdk hiicrelerdir.?°

4.4.1. Embriyonik K6k Hticreler (EKH)

Pluripotent  Ozellikteki EKH’ler blastokistin i¢ yUzeyinde bulunurlar.
Embriyogenezde blastokistin i¢ yapisindan epiblast ve hipoblast olusur. Hipoblast
‘yolk sac’ kesesini olustururken epiblasttan organ ve dokulari olusturacak 3 germ
tabakasi (ektoderm, mezoderm, endoderm) gelisir. EKH’ler ilk kez 1981 yilinda
Martin tarafindan tanimlanmigtir. Thompson 1998 yilinda 225 insan EKH dizisi
tanimlamistir.®®  Olimsiiz diziler olusturan EKH’ler, doku muhendisligi, ilag
arastirmalari ve insan gelisimi arastirmalarinda kullanilabilmektedir.?' EKH'de
bulunan yuksek telomeraz enzimi aktivitesi, hucrelerin kontrolsiz ¢ogalmasina yol
acarak teratom olusturabilir.?? ik pluripotent 6zellikteki hicreler, 1972 yilinda
‘embryonik karsinoma’ diye adlandirilan ve U¢ germ yapragina ait doku iceren
teratokarsinomadan elde edilmistir.?®> EKH’ler rejeneratif tip icin etkin gériinmelerine

ragmen kullanimini etik ve yasal nedenler kisitlamaktadir.?'

4.4.2. Mezenkimal Kbk Hticreler (MKH)

Friedenstein 1968 yilinda kemik iligini alarak plastik hucre kultur kabinda kulttre
etmistir. DOrt saat sonra kaba yapismayan hucreleri ortamdan uzaklastirmig, geriye
kalan hdcrelerin fibroblast gibi igsi sekilde olduklarini ve hizli olarak gogaldiklarini
fark etmistir. Koloni olusturan bu htcrelere ‘fibroblast sekillendirici Unitesi (CFU-Fs)’
veya ‘kemik iligi stroma hucresi’ adini vermistir. Yapilan arastirmalarda bu hucrelerin
non-hematopoetik hucreler oldugu ve de kemik, kikirdak ve yag dokusuna
diferansiyasyon Ozelliklerinin oldugunun saptanmasi Uzerine ‘mezenkimal kok
hiicreler olarak adlandiriimislardir.?%24%

MKH’lerin % 10’u hlcre dongusunun S, G2 ve M fazinda bulunurken % 90’I

G0/G1 fazindadir ve de yiiksek proliferatif potansiyele sahiptirler.?®
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MKH’ler kemik iligi haricinde yag dokusunda, periostta, sinovyal membranda,
kasta, dermiste, dis koklnde, perisitlerde, trabekller kemikte, infrapatellar yag
yastiginda, eklem kikirdaginda, dolagim sisteminde, amnion sivisinda ve umbilikal
kordon kaninda da bulunmaktadir. Sayisal olarak en fazla neonatal donemde gorulen
MKH’ler 80 yasina gelindiginde viicuttaki miktari %50 azalmaktadir.®

Otolog transplantasyonda ilk olarak kemik iligi kokenli MKH’ler kullaniimistir.
Kemik iliginde yer alan cekirdekli hiicrelerin sadece %0,001-0,01 kadari MKH'dir.2>?’
invaziv bir islem olan kemik iligi aspirasyonunda elde edilen 10° hiicreden sadece 1-
10 tanesinin MKH oldugu saptanmistir.?® Ayrica bu hiicrelerin yasla beraber
diferansiyasyon kapasitelerinin azalmasina paralel olarak terapotik etkileri de
azalmaktadir.?® Bu nedenlerle arastirmacilar MKH elde etmek amaciyla degisik
kaynaklara yonelmiglerdir.

Kolay elde edilmesi, vicutta bol oranda bulunmasi nedeni ile otolog kok hucre
terapileri yag dokusu Uzerinde yogunlagsmistir. Yag kdkenli MKH’leri kemik iligi (Ki)
kokenli MKH’lerle proliferasyon ve diferansiyasyon &zellikleri agisindan

benzerdirler.3%3

Gen¢ MKH’leri barindiran umbilikal kordon kani, etik sorun olmamasi, kolay
alinabilmesi ve dusuk derecede immunojenitesi olmasi nedeniyle otolog MKH
tedavisinde uygun bir kaynaktir. Ancak umbilikal kordon kaninda hucre sayisinin az
olmasi (10° hiicrede yaklasik 4 tane) ve hiicre izolasyonu oraninin diisiik olmasi
(<%30) kullanimini zorlastiran faktorlerdir.®?

Son yillarda ayrica umbilikal kordon, amniyotik sivi ve amniyotik membrandan
MKH'ler elde edilmistir. Bu hiicrelerin proliferasyon ve diferansiyasyon kapasiteleri Ki

kdkenli MKH’lerden farkli olmadig izlenmistir. 3>

Hucrelerin yuzeyinde yer alan, hucrede sinyal yolaklari Uzerinde veya adezyon
molekulleri olarak rol oynayan belirtecler “CD” (Farklanma Kumeleri = Clusters of
Differentiation) olarak adlandiriimigtir. Bu belirtegler hicre tlrine gore 6zgin veya
yaygin olarak bulunurlar. MKH immun fenotiplendiriimesi igin yapilan calismalar
sonucunda MKH’ler icin spesifik bir marker goésterilememistir. Uluslararasi Hucre
Terapi Toplulugu (International Society for Cell Therapy (ISCT)) 2006 yilinda
MKH’lerin kimliklendirilmesi igin bazi kriterler yayinlamistir. Bu kriterlere gore
MKH’ler;

19



1- Plastik yuzeye yapigsmali

2- CD73, CD90, CD105 ekspresyonu yapmali

3- CD14, CD19, CD34, CD45 ve HLA DR ekspresyonu gdstermemeli
4

Osteojenik, kondrojenik ve adipojenik diferansiyasyon ozelligi tasimalidir
(Sekil-6).

Lokosit isaretleyicisi olan CD45, hematopoetik progenitor hicreler ve endotel
hacreleri belirteci CD34, monosit ve makrofaj belirteci CD14 ve de B hucre belirteci
CD19 MKH’lerde %2 den fazla pozitif olarak bulunmamaktadir.®’

MKH’ler mezodermal kaynakli olan kemik, kikirdak ve yad dokusuna diferansiye
olabildigi gibi uygun beslenme ortaminda ektodermal kaynakli sinir veya epitel
hicrelerine ve endodermal kaynakli kas veya hepatosit hlcrelerine diferansiye
olabilmektedir. Bu tarzdaki diferansiyasyon ‘trans-diferansiyasyon’ olarak
adlandiriimaktadir.®42
Bu hucrelerin in vivo ortamda diferansiyasyonlari daha karigiktir. In vivo

ortamda MKH’ler gevrenin durumuna goére en az Ug tip hlcreye donusur. Bunlar;

1-Doku spesifik hticreler: Yaralanmis dokuyu tamir amaciyla diferansiye olan
hucreler

2-Fonksiyonel hiicreler: Mikrogevrenin etkileriyle doku onarimi i¢in diferansiye
olan hucreler

3-Regulatuar hiicreler: Doku rejenerasyonu ve onarimi igin immunmodulator

gorev yapan ve sitokin salgilayan hiicreler®

MKH’ler kan yoluyla yaralanmis ve inflamasyon olan dokuya yonlenebilirler. Bu
Ozellikleri, yaralanan dokunun spesifik reseptor ve ligandlari up-regule etmesi ve
MKH’lerin integrin, selektin ve kemokin gibi endotelden migrasyonunu saglayan
reseptorleri eksprese etmesine baglidir.*>4*

MKH’ler T ve B lenfositlerinin aktivasyonunu ve proliferasyonunu engeller ve
yaralanan dokuda anti-inflamatuar ve anti apopitotik molekdiller salgilayarak immun
modulator Ozellik gosterirler. Bu 0zelligi nedeniyle MKH’ler cesitli kaynaklarda

belirtildigi gibi greft versus host hastaligi (GVHH), tip 1 diabetes mellitus, romatoid
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artrit, multipl skleroz ve sistemik lupus eritematozus (SLE) gibi otoimmun hastaliklarin

tedavilerinde kullanilmistir.*>4°

SINOVYAL MEMERAN, SINOVYAL SIVI,
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Sekil 6: MKH'lerin biyolojik 6zellikleri?*

4.4.2.1. Adipoz Kbékenli Eriskin Kbk Hicreler (Adipose-Derived Adult Stem Cell
(ADAS))

Kemik iliginden MKH elde edilmesi invaziv bir girigsim gerektirmesi ve elde edilen
hicre sayisinin az olmasi, arastirmacilart yeni MKH kaynaklari bulmaya
yonlendirmigtir.

ilk kez 2001 yilinda Zuk ve arkadaglari insan lipoaspiratindan elde ettikleri
stromal vaskduler fraksiyonda (SVF) kdk hicreleri gostermis ve bu hicrelere adipoz
kokenli erigskin kok hucre adi verilmiglerdir. Fibroblastlara benzer sekilde olan bu
hucrelerin  adipojenik, kondrojenik, osteojenik ve myojenik diferansiyasyon
kapasiteleri oldugu gosterilmistir.

SVF igerisinde preadiposit hiucreler mevcuttur ve bu hicreler matir adipositlere

donusurler. ADAS’larin  adipojenik  diferansiyasyonunu gostermek amaciyla
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preadiposit hicreleri ayri olarak izlemis ve sonugta ADAS’larin belirgin olarak
adipogeneze yonlendigi izlenmistir.>4

Ayni arastirmacinin daha sonraki ¢alismalarinda ADAS’larin MKH’ler gibi birgok
yuzeyel isaretleyicileri oldugunu ve bu hucrelerin yonlendirildigi yola gore spesifik
proteinler eksprese ettikleri gosterilmistir. Ayrica bu hucrelerin noérojenik tipte
proteinleri eksprese eden ndron benzeri hicrelere de diferansiye olabileceginin
gosterilmesi, bu hucrelerin pluripotent olabilecegini dU§UndUrmU$tUr.48

Kok hlcre arastirmalarinda yeni kaynak olarak yag dokusunu gosteren bu
calismalar ardindan, 2004 yilinda Kang ve ark. ADAS hucrelerinin uygun ortamda
ndérona  diferansiye  olabildigini  verileri ile  dogrulamistir.  ADAS’larin
transdiferansiyasyon kapasitesinin gortilmesi Uzerine oligodendrosit, schwann
hicreleri, epidermal hucreler, hepatosit ve pankreatik ada hucrelerine
diferansiyasyonlarini gésteren calismalar da yapilmigtir.*”49%4

Kemik iligi aspirasyonu ile kargilastirildiginda daha az invaziv bir yontem olan
liposaksin, operasyon sonrasi hastanin konforunu bozmadigr gibi donédr alan
morbiditesi diisiiktiir. Bir gram yag dokusunda yaklasik 5x10° adet MKH mevcuttur.
Bu sayi 1 gr kemik iliginde yer alan MKH sayisinin yaklasik 500 katidir. Baska bir
kaynaga gore de 100 ml yag dokusunda 10° adet MKH bulunmaktadir.3°-°>¢
Rejeneratif tipta MKH kullanimi artmasi Uzerine 2003 yilinda Gimble ve ark.

uygun hucre kaynagi igin 5 adet kriter yayinlamistir. Bu kriterlere gore;

1- Kaynakta hucre bol miktarda bulunmahdir

2- Minimal invaziv teknik uygulanarak MKH elde edilmelidir

3

Cikarilan dokudan elde edilen hicreler tanimlanmis yontemlerle birgok farkh

hicre tipine diferansiye olma 6zelligi icermelidir

4

Otolog ve allojenik transplantasyonlari gtivenli ve efektif olmalidir

5

GUnumuzdeki kabul edilmis standart yontemlerle imal edilebilmelidir

Bu kriterlere gbre gunumuzde yag dokusu en uygun kaynak olarak

gorinmektedir.®’
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Klinikte sik gorulen lipom ve liposarkomlar gibi yag dokusu iceren tiumorlerde
adipogenezin uyariimasi halen tedavide kullaniimaktadir ve bu etki liposarkomun kok
hicre progenitorlerinden koken aldigini kanitlar niteliktedir.*® Ayrica yag dokusu
eksizyon veya liposaksin ile uzaklastirildigi halde tekrar yeni yad dokusunun
olusmasinda kok hiicrelerin gorev aldigi séylenmektedir.®’

in vivo ortamda rejeneratif etkisini aydinlatmak icin ADAS hiicreleri kullanilarak
yapilan c¢alismalarda, ADAS’larin etkisinin sadece diferansiye oldugu hucre
grubundan kaynaklanmadidi ayni zamanda cgesitli buyime faktorleri ve sitokinler
salgilanmasi sonucu gercgeklestigi ortaya konulmustur. Yara bolgesine uygulanan
ADAS’lar endotel hiicrelerine, keratinosit gibi deri eki hicrelerine ve de fibroblastlara
diferansiye olmaktadirlar. Ayrica bu hucreler VEGF, hepatosit buyume faktora (HGF),
IGF, TGF- ve FGF salgilayarak anjiojenik ve mitojenik etki gostermektedirler. Ayrica
kok hicrelerden sUperoksit dismutazin (SOD) subtipleri salgilanarak antioksidan etki

olusmaktadir (Sekil-8).%8-°%%2

Keratinosit
Diferansiyasyon §p
' Endotel
) Hiicresi
Fibroblast
\ Dermal hiicrelerin aktivasyonu
ADAS Sekresyon * . > -

( Sitokin ve 5 -f‘/_i o2t T
biiyiime %4 ]
faktorleri) AR Ky oo

Sekil 7: ADAS’In yara iyilesmesindeki rolu
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4.4.2.1.1. ADAS izolasyonu

ADAS izolasyonu igin kullanilan yag dokusu sadece kok hlcre degil ayni
zamanda kan hucreleri, fibroblast, perisit, endotel hlcreleri, preadiposit, adiposit ve
tum bunlari ¢evreleyen bir hicreler arasi matriks igerir. Bu nedenle yag dokusundan
SVF izole etmek igin kullanilan ydntem kollajenaz ile enzimatik sindirime dayanir.*’
Aspire edilmis veya pargalanmis yag dokusundan oncelikle kan hicreleri yikamalarla
uzaklastirihir.  Sonrasinda enzimatik sindirim  yapilarak dokudaki hucreler
serbestlestirilir. Hucreler yag ve atiklardan uzaklastirilip kullanilan enzim inaktive
edilmesi ardindan uygun kok hiicre ortaminda kiiltiire edilir.®> ADAS hiicre sayisi
yaklasik 2-4 gunde 2 katina gikar. Dondérln yasi, yagin tipi (beyaz ve kahverengi yag
dokusu), yagin lokalizasyonu (subkutan / visseral), cerrahi prosedur, kultir ortami ve
kiltiir ortaminin formli bu sireyi belirleyen ana unsurlardir.*

Diferansiye edilmeden kiiltire edilen bu htcreler, kdk hticre olarak veya belli bir
diferansiyasyona yonlendirilerek in vivo ortama verilebilirler. ADAS’larin kultur
ortaminda yag, kikirdak ve kemige donusmesini indUklemek icin gerekli etken

maddeler tanimlanmistir (Sekil-8).%®

Adipojenik Osteojenik Kondrojenik

Sekil 8: ADAS’In mezenkimal diferansiyasyonlari®®

ADAS hacrelerinin ylzeyel immun fenotiplemesine bakildiginda diger MKH’lere
benzer 6zellikler tagir. Hematopoetik hiicre yizeyinde bulunan CD14, CD45 ve CD31

ADAS hiicrelerinden eksprese edilmez (Tablo-1).>*°
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ANTIJEN

CD9 (Tetraspan), CD29
(B1 integrin), CD49 (a4

CD11b (ap integrin),
CD18 (B2 integrin),

ADEZYON CD50 (ICAM-3), CD56
.. . integrin), CD54 (ICAM-1),
MOLEKULLERI (NCAM), CD62 (E-
CD105 (endoglin), CD166 .
selectin), CD104 (aq4
(ALCAM) . _
integrin)
RESEPTOR CD44 (hyalarunat), CD71 )
. . . CD16 (F. reseptor)
MOLEKULLERI (transferin)
CD10, CD13
. (aminopeptidaz), CD73
ENZIMLER
(5’ektonukleotidaz),
aldehitdehidrogenaz
.. CD90 (Thy1), CD146
EKSTRASELULER
. (Muc18), kollajen Tip1 ve
MATRIKS
.. . Tip 3, Osteopontin,
MOLEKULLERI

Osteonektin

HUCRE iSKELETI

Vimentin, a-duz kas aktin

HEMATOPOETIK

CD14, CD45,CD31

KOMPLEMAN CD55 (decay-accelerating
KASKADI factor), CD59 (Pronektin)
HLA HLA-ABC HLA-DR
KOK HUCRE CD34, ABCG2
CD29, CD44, CD73,
STROMAL
CD90, CD166

Tablo 1: ADAS’In immunfenotip isaretleyicileri

57,59
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5. GEREC ve YONTEM

Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi (D.E.U.T.F) Deney Hayvanlari Etik
Kurulu’'ndan onay alindiktan sonra ¢alismanin yuritilmesi amaciyla Dokuz Eylul
Rektorltigu Bilimsel Arastirma Projesi (BAP) Koordinasyon Mudurligd’nden destek
alindi.

Calisma 48 adet 250-280 gr. agirhginda Wistar susu ratlar Gzerinde yapildi.
D.E.U.T.F Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuvari tarafindan saglanan hayvanlar
yine ayni laboratuvarda ‘D.E.U.T.F Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuvari Usul ve

isleyis Esaslari’ dogrultusunda bakildi.

5.1. Calismanin Yapildigi Boliimler

D.E.U.T.F Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuvari: Tim cerrahi islemler steril

kosullar altinda D.E.U.T.F Deney Hayvanlari Aragtirma Laboratuvari’nda yapiimistir.
Ratlar standart yem ve su ile beslenmistir (Resim 1). Radyoterapi uygulamasi ve

cerrahi igslemler sonrasinda ratlarin beslenmesinde sorun olmamistir.

Resim 1: Ratlarin deney hayvanlari
laboratuvarindaki ortami
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D.E.U.T.F _Radyasyon Onkoloji Béliimii: Ratlara radyoterapi planlanmasi ve

radyasyon verilmesi islemleri D.E.U.T.F Radyasyon Onkoloji Bdlimi’nde

gerceklestirilmigstir.

D.E.U.T.F Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari: SVF elde edilmesi, kok

hicre elde edilmesi, kok hucrelerin kultire edilmesi, in-vitro diferansiyasyonunun ve

isaretleyicilerinin gdsterilmesi D.E.U.T.F Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Arastirma Laboratuvari’'nda yapiimigtir.

Biyomekanik Arastirma Laboratuvari: Doku kopma kuvveti (breaking strength) testleri

Biyomekanik Arastirma Laboratuvar’'nda yapiimigtir.

D.E.U.T.F _Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali _Laboratuvari: Materyallerin
histomorfolojik ve immunhistokimyasal incelemeleri D.E.U.T.F Histoloji ve Embriyoloji

Anabilim Dali Laboratuvar’'nda yapilmigtir.

5.2. Radyasyon Uygulamalari

D.E.U.T.F Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dal’'nda ratlara radyasyon verildi.
Radyasyon verilmeden once ratlarin belirlenen alaninda ve derinlikte istenen dozu

olusturmak amaciyla medikal fizik¢i tarafindan planlama yapildi.

5.2.1. Radyasyon Verilmesinin Planlamasi

5.2.1.1. Radyasyon Verilme Duizeneginin Hazirlanmasi

o Tek doz olacak sekilde ve ayni anda 3 adet ratin 1ginlamasi planlandi.

o Bu amagla pleksiglas maddesinden uretilmis 25x20 cm.lik 1 adet, 17x5 cm.lik 4
adet ve 25x5 cm.lik 2 adet plak temin edildi (Resim 2).

o Plaklar planlandigi sekilde siyanoakrilat ile birlestirilerek 1sinlama paneli

hazirlandi (Resim 3).
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o Isinlama sirasinda ratlarin nefes almasini engellememek icin 6n tarafa delikler
acildi (Resim 4).

o Isinlama sirasinda ratlarin konumunu bozmamasi igin kuyruklarini digsarida
birakacak sekilde alanlar agildi (Resim 5).

o Olusturulan 1sinlama paneline yerlestirilen ratlarin sadece 8x3 cm.lik sirt
bdlgesinin 1sinlanabilmesi i¢cin 25x25 cm. boyutlarinda elektron aplikatorine
uygun koruyucu kursun blok hazirlandi (Resim 3).

o Radyasyon dozunun cilt Uzerinde yogunlastirmak ve i¢ organlara ulagsan dozu

azaltmak igin ‘Gel-Bolus’ kullanildi (Resim 3).

Resim 3: Isinlama paneli, kursun plak ve 'Gel-Bolus' materyalleri
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Resim 4: Ratlarin isinlama sirasinda
nefes almasi igin 6n tarafa acilan delikler

Resim 5: Kuyruklari digariya yonlendiren araliklar
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5.2.1.2. Ratlara Verilecek Radyasyon Dozunun Belirlenmesi

o 6 MeV'luk elektron Ureten Siemens marka Primus model lineer hizlandirici ile
Isinlama yapilmasi planlandi.

o Ratlarin dorsal cildinde 2500 cGy 1sin dusurulmesi amaciyla planlama yapildi.

o Ratlara i1ginlama paneli iginde 50 mg/kg Ketalar (Ketamin) + 10 mg/kg Ksilazol
(Ksilazin) ile anestezi altinda bilgisayarli tomografi (BT) ¢ekildi (Resim 6).

o BT goéruntuleri Gzerinden Nuclectron marka Oncetra tedavi planlama bilgisayari
ile doz dagihmi olusturuldu.

o 6 MeV’luk elektron altinda 2 cm. kalinhginda Gel-Bolus kullanilarak 2 cm.
derinlikte 500 cGy’i gegmeyen, ciltte ise 2500 cGy doz olusturan bir plan elde
edildi. Kaynak-cilt mesafesi (SSD) 100 cm olarak belirlendi.

Resim 6: Ratlarin BT cihazina 1ginlama paneli iginde
1 cm. kalinliginda Gel Bolus kullanilarak yerlegtiriimesi
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5.2.2. Ratlara Radyasyon Verilmesi

5.2.2.1. Ratlarin Isinlanmaya Hazirlanmasi

o Ratlara 50 mg/kg Ketalar (Ketamin) + 10 mg/kg Ksilazol (Ksilazin) ile anestezi
yapildi.

o Anestezi altinda ratlarin sirt bolgeleri tiraglandi (Resim 7).

o Isinlama paneline 3 adet rat yatirildi (Resim 8).

o Panel igindeki ratlar 6n tarafi agiimig karton kutu icerisine koyularak D.E.U.T.F

Radyasyon Onkolojisi bélimune transportu saglandi (Resim 9).

Resim 7: Anestezi sonrasi ratlarin sirt bolgesinin tiraglanmasi
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Resim 8: Ratlarin isinlama paneline yerlestiriimesi

Resim 9: Ratlarin transport i¢in kutuya yerlestiriimesi
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5.2.2.2. Ratlarin Iginlanmasi

oAnestezi altindaki ratlar isinlama paneli icinde Simens Primus lineer hizlandirici
masasina koyuldu.

oLineer hizlandiricinin aplikatorine hazirlanan kursun plak yerlestirildi (Resim
10).

oAnterior-posterior yonde ve lateral yonlerden verilen lazer isiklar ile masa
yuksekligi ve 1ginlama panelinin konumu ayarlandi (Resim 11).

oRatlarin sirtina 11k dusurulerek 1ginlanacak 8x3 cm.lik alan belirlendi ve ratlarin
ISinlama paneli icindeki pozisyonlari ayarlandi (Resim 11).

oPozisyonu dizeltmek amaciyla gerektiginde tampon ile destek saglandi.

olsik ile belirlenen dikdortgen alanin koselerine cilt kalemi ile isaret koyuldu.

oRatlarin Gzerine 1 cm. kalinligindaki Gel-Bolus materyalinden 2 adet koyuldu
(Resim 12-13-14).

oLineer hizlandirici, 6 MeV elektron ile planlama sonucu 2500 cGy’e karsilik
gelen 3037 MU (Monitor Unit) verecek sekilde ayarlandi (Resim 15).

oVerilen 1s1n miktari monitérden takip edildi ve her bir 1ginlama 10 dakika 32
saniye surdu (Resim 15).

oAnestezi etkisinin azalmasina bagl hareket etme riski olan ratlar bu sure iginde
kameradan takip edildi (Resim 16).

olsinlamanin bitmesinden sonra cilt kalemi ile daha énce belirlenen koseler
birlestirilerek 1sinlanan alan isaretlendi (Resim 17).

oRatlar, i1sinlama panelinde 6n tarafi agilmig karton kutu icerisine koyularak
D.E.U.T.F Deney Hayvanlari Labrotuvarina tagindi.

oGenis bir alanin tiraglanmasi nedeniyle 1s1 kaybi fazla olan ratlar, anestezi
suresi gegene kadar (yaklasik 4-6 saat) elektrikli i1sitici kargisinda izlendi
(Resim 18).

oAnestezi etkisinin ge¢mesi ardindan ratlar laboratuvardaki ortamlarina

yerlestirildi.
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Resim 10: Aplikatore kurgun plagin yerlestiriimesi

Resim 11: Isik dusurtulmesi ve lazer ile pozisyonun ayarlanmasi
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Resim 12: 1 cm. kalinliginda 2 adet Gel-Bolus materyalinin
ratlarin Uzerine yerlestiriimesi

Resim 13: 1 cm. kalinliginda 2 adet Gel-Bolus materyalinin
ratlarin Uzerine yerlestiriimesi
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SIEMENS

Resim 14: Isinlama 6ncesi hazirliklarin tamamlanmasi
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Resim 15: Verilen 1ginin monitérden takibi
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Resim 16: Isinlama sirasinda ratlarin
kameradan gozlemlenmesi



Resim 18: Ratlarin anestezi etkisi gegene kadar
elektrikli 1sitici karsisinda takibi
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5.3. Cerrahi iglemler

Cerrahi islemler steril kosullarda D.E.U.T.F Deney Hayvanlari Laboratuvar’'nda
gerceklestirildi.

Ratlari hipotermiden korumak amaciyla cerrahi iglemler sirasinda ratlarin altina
havluya sariimis sicak jel pakeler koyuldu. Anestezi etkisi azalana kadar elektrikli

Isitici karsisinda takip edildiler.

5.3.1. Dorsal Cilt Insizyonunun Yapilmasi

o Tum cilt insizyonlari ratlarin 1ginlanmasindan 3 gun sonra gergeklestirildi.

o Ratlara 50 mg/kg Ketalar (Ketamin) + 10 mg/kg Ksilazol (Ksilazin) ile anestezi
yapildi.

o Isinlama sirasinda cilt kalemi ile isaretlenen 8x3 cm.lik alanin ortasinda kraniyal
ve kaudalde 1 cm. kalacak sekilde 6 cm.lik insizyon hatti belirlendi (Resim 19).

o Cerrahi yapilacak alan oktenidin dihidroklorur (Octenisept) ile yikandi.

o Dorsal kas fasyasina kadar insizyon yapildi.

o Verilen sivi igin alan olusturmak amaciyla isinlanan 8x3 cm.lik alan kunt olarak
diseke edildi (Resim 20-21).

o Sivi verilecek gruplardaki ratlarda diseke edilen alana insizyonun yaklasik 2 cm.
kaudalinden 16 G branul yerlestirildi (Resim 21-22).

o Branul giris deliginden sivi kagagini dnlemek amaciyla branil giris kisminda
dorsal kas fasyasinin ve spinal ligamanlarin altindan gececek sekilde ilerletildi
(Resim 22).

o Yapilan insizyon 3/0 polipropilen ile primer olarak sutire edildi.

o Ratlar anestezi etkisi azalana kadar elektrikli isitici kargisinda takip edildi.
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Resim 20: Isinlanan alanin diseksiyonu

40



Resim 22: Branulin dorsal fasya altindan ilerletiimesi
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5.3.2. Yag Greftinin Alinmasi

o Ratlara 50 mg/kg Ketalar (Ketamin) + 10 mg/kg Ksilazol (Ksilazin) ile anestezi
yapildi.

o Ratlar sirt Gstl yatirilarak alt ekstremiteleri flaster yardimiyla traksiyona alindi.

o Karin ve inguinal bolgeler tiraglandi.

o Rektus abdominalis kaslarinin lateralleri belirlendi (Resim 23).

o Cerrahi alan oktenidin dihidroklorur (Octenisept) ile yikandi.

o Rektus abdominalis kasi lateraline paralel olacak sekilde 3 cm cilt insizyonu
yapildi (Resim 24).

o Cilt altindan ve pannikulus dokusu Uzerinden medialde orta hatta kadar, lateral
ve superiorda pannikulus dokusunun dorsal bolgeye dondigu yere kadar ve
inferiorda femoral arter-ven-sinir distali goérllene kadar kint disseksiyon
yapildi.

o Medialden rektus kasi fasyasi Uzerinden pannikulus ve yag iceren doku rektus
kasi laterali boyunca diseke edildi.

o Pannikulus dokusu adduktor kaslar arasindan dorsale dogru dondugu yerden
kesilerek ayrildi.

o Pannikulus ve yag dokusu igeren flep kraniyalden kaudale dogru diseke
edilerek eleve edildi (Resim 25).

o Femoral arterden ayrilan slperfisiyel inferior epigastrik arter (SIEA) gérilerek
korundu ve yag-pannikulus dokusu ada flebi olarak eleve edildi (Resim 26).

o SIEA 4/0 polyglactin-910 (vicryl) sitir ile baglanarak kesildi (Resim 27).

o Diseke edilen alan kanama agisindan kontrol edildi (Resim 28).

o Yag ve pannikulus iceren doku %0,9 NaCl (Sodyum Klorur) sivisi igerisine
koyuldu (Resim 29).

o Cilt 3/0 ipek ile suture edildi.

o Ayni islem diger inguinal bolgeye de uygulandi.
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Resim 24: Cilt insizyonu sonrasi ortaya ¢ikan
pannikulus ve yag dokusu
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Resim 25: Yag ve pannikulus dokusu iceren
fleplerin elevasyonu

B

Resim 26: Yag ve pannikulus dokusu i¢ceren
fleplerin elevasyonu (yakindan gérinim)
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Resim 27: SIEA baglanmasi

Resim 28: Disseke edilen alanin kontroli
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Resim 29: Alinan greftlerin %0,9 NaCl icinde saklanmasi

5.4. Gruplar

5.4.1. Grup 1

o On adet 250-280 gr Wistar ratlardan olusmustur.

o Isinlama panelinde 3 rat isinlanmigtir.

o Isinlamadan 3 gun sonra 6 cm.lik dorsal cilt insizyonu yapilmigtir.

o Insizyon ardindan 8x3 cm. isinlanmis alan diseke edilerek 16 G brandl
yerlestirilmigtir.

o Cildin siture edilmesi ardindan brantlden 1 ml. %0,9 NaCl enjekte edilmistir
(Resim 30).

o Branulun iginde sivi kalmamasi i¢in 0,2 ml. hava enjekte edilerek branul
cekilmistir.

o Grup 1a olarak isimlendirilen 5 rat cerrahiden 14 glin sonra, Grup 1b olarak

adlandirilan 5 rat cerrahiden 28 gun sonra sakrifiye edilmistir (Sekil 9).
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Resim 30: %0,9 NaCl verilmesi

5.4.2. Grup 2

o On adet 250-280 gr Wistar ratlardan olusmustur.
o Isinlama panelinde 3 rat isinlanmigtir.

o Isinlamadan 3 gln sonra inguinal bolgelerden yag grefti alinarak %0,9 NaCl

icerisine koyulmustur.

o Yag grefti alim asamasindan sonra ratlar karin Ustl pozisyonuna alinarak
6cm.lik dorsal cilt insizyonu yapilmistir.

o Alinan yag greftleri kesilerek kuiglk pargalar haline getirilmistir (Resim 31).

o Kuguk pargalar haline getirilen greftler diseke edilen alana yerlestirilerek cilt
suture edilmigtir (Resim 32-33).

o Grup 2a olarak isimlendirilen 5 rat cerrahiden 14 gun sonra, Grup 2b olarak

adlandirilan 5 rat cerrahiden 28 gun sonra sakrifiye edilmistir (Sekil 9).
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Resim 31: Alinan greftlerin kliglk pargalara ayrilmasi

Resim 32: Yag greftlerinin diseke edilen alana
yerlestiriimesi
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Resim 33: insizyonun siitiire edilmis hali

5.4.3. Grup 3

o On adet 250-280 gr Wistar ratlardan olusmustur.
o Isinlama panelinde 3 rat isinlanmigtir.

o Isinlamadan 3 glin sonra inguinal bdlgelerden yag grefti alinarak %0,9 NaCl
icerisine koyulmustur.

o Yag grefti alim asamasindan sonra ratlar karin Ustl pozisyonuna alinarak 6
cm.lik dorsal cilt insizyonu yapilmistir.

o Insizyon ardindan 8x3 cm. isinlanmis alan diseke edilerek 16 G braniil
yerlegtirilmigtir.

o Branul 3/0 ipek suturu ile tespit edilmistir (Resim 34).

o Branulun agzi kapak ile kapatiimigtir.

o Cilt suture edilerek ratlar elektrikli 1sitici kargisina alinmigtir.

o %0,9 NaCl icindeki yag greftleri D.E.U.T.F Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Arastirma
Laboratuvarr’'na gotardlmuastar.

o Laboratuvarda yag greftlerinden yaklasik 4-6 saat slren iglemler sonrasinda
stromal vaskuler fraksiyon (SVF) elde edilmigtir.

o SVF, Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) solisyonu ile 1 ml.’ye

sulandirilarak enjektore ¢ekilmistir (Resim 35).

o DMEM+SVF karigimindan olusan 1 ml. sivi daha 6nce yerlestirilen branilden
verilmistir (Resim 36).
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o Branulun iginde sivi kalmamasi igin 0,2 ml. hava enjekte edildikten sonra tespit
dikigleri alinarak branul ¢ekilmistir (Resim 37).

o Sivinin enjeksiyonu sirasinda ratlarda anestezi etkinliginin azaldigi géralmustur.

o Branulun onceden yerlestirilerek tespit edilmesi ayni gun i¢inde ratlara 2. kez
anestezi verme geregini ortadan kaldirarak anesteziye bagl ortaya ¢ikabilecek
komplikasyon risklerini azaltmigtir.

o Grup 3a olarak isimlendirilen 5 rat cerrahiden 14 gin sonra, Grup 3b olarak
adlandirilan 5 rat cerrahiden 28 giin sonra sakrifiye edilmigtir (Sekil 10).

Resim 34: Branul fiksasyonu
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Resim 35: DMEM+SVF

Resim 36: DMEM+SVF'in rata enjeksiyonu
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Resim 37: Enjeksiyon ardindan branulin ¢ekilmesi

5.4.4. Grup 4

o On adet 250-280 gr Wistar ratlardan olusmustur.

o Ug rattin inguinal bolgesinden yag greftleri alinarak %0,9 NaCl icinde D.E.U.T.F
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari’na goturalmustar.

o Orneklerin karismamasi amaciyla ratlarin kulaklarina isaret koyulmustur.

o Ratlarin 1ginlanacagi zaman, hucre kulturindeki hicre sayisinin artigsina gore

planlanmigtir.

o Kulaklarindaki isaretlere gore isinlama paneline yerlestirilen 3 rat 1sinlanmistir

(Resim 38).
v Kulaklarda kesi yok -—-- 1 numara
v Tek kulakta kesi mevcut ---- 2 numara
v Iki kulakta kesi mevcut  ---- 3 numara

o Isinlamadan 3 gun sonra 6 cm.lik dorsal cilt insizyonu yapilmigtir.
o Insizyon ardindan 8x3 cm. isinlanmis alan diseke edilerek 16 G branil

yerlestirilmigtir.
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o Derinin sitire edilmesi ardindan branidlden DMEM solusyonu ile 1 ml.’ye
sulandiriimis 10° adet ADAS verilmistir.

o Branulin igcinde sivi kalmamasi icin 0,2 ml. hava enjekte edilerek branul
cekilmistir.

o Grup 4a olarak isimlendirilen 5 rat cerrahiden 14 gun sonra, Grup 4b olarak

adlandirilan 5 rat cerrahiden 28 gun sonra sakrifiye edilmistir (Sekil 10).

Resim 38: Kulaklari isaretlenmis ratlarin
Isinlama panelindeki konumlari
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Sekil 9: Grup 1 ve 2'nin sematik gériinimu
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Sekil 10: Grup 3 ve 4'Un sematik gérinimu
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5.5. Yag Greftinden SVF ve ADAS Elde Edilmesi

5.5.1. Yag Greftinden SVF Elde Edilmesi

o Ratlardan alinan yag greftleri %0,9 NaCl icinde numaralandirilarak D.E.U.T.F
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari’na goturalmustar.

o Yag dokulari petri kabinda doku makasi ile yaklasik 1mm? olacak sekilde kiiciik
parcalara kiyllmistir (Resim 39).

o Kiyllan yag parcaciklari amfoterisin B, penisilin ve streptomisin iceren
Phosphate Buffer Saline (PBS) solusyonu ile yikanmigtir.

o Yag dokusunun sivinin Ust fazinda askida kaliyor olmasindan dolayi alttaki tim
sivi uzaklastiriimis ve iglem eritrositler makroskobik olarak azalana kadar 4
kez tekrar edilmistir (Resim 40).

o Yagd dokusu Uzerine enzimatik sindirim amaciyla %0,05 Tip Il kollajenaz
solusyonu eklenmigtir (Resim 41).

o Enzimatik sindirimi hizlandirmak igin kollajenaz eklenen materyal, sallamali
inkiibatore yerlestirilerek 37 °C de 2-3 saat calkalanarak inkiibe edilmistir
(Resim 42-43).

o Inkiibasyon sonrasinda (Resim 44) kollajenaz enzimini inaktive etmek icin son
konsantrasyon %10 olacak sekilde ortama fetal sigir serumu (FBS)
eklenmistir.

o Materyalin 4600 rpm hizinda 10 dakika santriflju (Resim 45) ardindan Ustte
kalan sivi atilarak alttaki hiicre pelleti ile calismaya devam edilmistir (Resim
46).

o Hucre pelleti icindeki eritrositleri uzaklastirmak igin kullanilan sindirim soltlsyonu
asamasl optimizasyon calismalarimizda hucrelerimize zarar verdigi tespit

edildiginden elenmistir.

o Hlcre suspansiyonu 6nce 40 um, sonra 100 um c¢apa sahip hucre
suzgeglerinden gegirilerek blyuk partikiller uzaklastiriimasi saglanmistir.
(Resim 47).
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o SVF hicrelerinin ¢okturdlmesi igin 4600 rpm hizinda 5 dakika santrifQj
yapiimistir (Resim 48). Bu hicre slUspansiyonunun ustte kalan sivi kismi
atildiktan sonra tipin tabaninda bulunan pellet, 1 ml. FBS igermeyen DMEM
ortaminda dilie edilmigtir (Resim 49).

o Kayiplari engellemek icin 1 ml. DMEM igerisindeki SVF insulin enjektoriine
cekilmis (Resim 35) ve hayvanlara veriimek Uzere deney hayvanlari

laboratuvarina transferi saglanmistir.

Resim 39: Yag greftlerinin petri kabinda kiyilmasi
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Resim 40: Yikama sonrasi askida kalan yag dokusu

Resim 41: Materyale kollajenaz ilave edilmesi
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Resim 42: Sallamali inkibator

Resim 43: Kollajenaz eklenmis materyalin sallamali inkibatérde
37°C’de galkalanmasi
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Resim 44: 2-3 saat ¢alkalama sonrasi goérunum

Resim 45: DMEM ile kollajenaz inaktive edilerek
santrifije alinmasi

60



Resim 46: Santrif(ij sonrasi dibe ¢oken hiicre pelleti

Resim 47: Hucre suspansiyonu 6nce 40 um
sonra 100 um suzgeglerden gegiriimesi
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Resim 48: Santrifij sonrasi elde edilen SVF

Resim 49: Santrif(ij sonrasi elde edilen SVF
ve ¢okmus eritrositler

5.5.2. Kbk Hlicre Kiiltiirt

o Elde edilen pellet, 25 cm? hacimli filtreli kapaklari olan flasklara alinarak
mezenkimal kdk hicre blylime ortaminda kulttre edildi (Resim 50).

o Hlcre yapismasinin tamamlanmasi yaklasik 48 saat strdd ve bu sure iginde

flasklara midahale edilmedi.

62



o Kultur ortami 2-3 gun arayla degistirilerek hicre ortaminda taze buyume kultur
eklerinin devamhligi ve hucre artik kimyasallarinin uzaklasgtiriimasi saglandi.

o Hucreler % 70-80 yogunluga ulastiklari zaman pasajlanarak alt kudltarler
kuruldu. Farklilasma ve hilcre yuzey belirtecleriyle kok htcreleri isaretleme

caligmalarinda kullanilmak Gzere erken pasajlardan hucreler ayrildi.

Resim 50: Hicre kilturintn yapildigr inkibatorin gorunima
a) InkUbatérin digaridan gérinima
b)HUcrelerin flask iginde inklibatérdeki gorinumleri

o ADAS'lar sicana verilmeden dnce hemositometri ile sayildi ve 10° hiicre DMEM
icerisinde sulandirildi (Resim 51).

o Insulin enjektériine cekilen DMEM ortamindaki 10° hiicre siganlara verilmek

uzere deney hayvanlari laboratuvarina transfer edildi.
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Resim 51:Hucrelerin enjeksiyon 6ncesinde sayilmasi
a) Hemositometri lami
b) Hlcrelerin 151k mikroskobunda sayillmasi

5.56.2.1. Kbk Hiicrelerin Pasajlanmasi

o Petri kabinin vyizeyine tutunan ADAS hicreleri, %70-80 yogunluga
ulastiklarinda ortamlari uzaklastiriidi ve 6lu hucreler ile mezenkimal kdk hlcre
ortamindaki artiklardan arindirmak igin PBS ile yikandi.

o Hucreler yapistigi petri kabinin plastik ylzeyinden ayrilana kadar %0,25
Tripsin/EDTA enzimine maruz birakildi.

o Daha sonra enzim aktivitesini durdurmak i¢in %10 FBS igeren 8 ml. mezenkimal
kok hicre ortami ile pipetaj yapilarak ayni buylklikte olan 2 adet flaska yeni
ekim yapildi.

o Ratlara hicre verilmesinden 1 gin 6ncesinde, flasklardaki hicreler Dil boyasi
(1, 1'-dioctadecyl-3.3.3',3'-tetramethylindocarbocyanine  perchlorate) ile
boyandi.

o Dil boyasi hcre lipitlerine yapisan lipofilik bir takip boyasidir. In-vitro ortamda 3
ay in vivo ortamda 1,5-2 ay flioresan isimasini koruyabilen lipofilik bir ajanidir.
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5.5.3. Kbk Hulicrelerin In-Vitro Ortamda Gésterilmesi

o Kultire edilen hucreler gunluk olarak i1sik mikroskobu altinda takip edildi. %70-
80 yogunluga ulasinca pasajlandilar.

o Dil boyasi ile boyanan hucreler immunfluoresan fotograflari ¢ekildi. Hicrelerin
cekirdekleri DAPI boyasi ile tayin edildi.

o Hucreler in-vitro adipogenez ve osteogenez yonune diferansiye edilerek ¢ok
yonlU diferansiyasyon 6zelligi gosterildi.

o Huicrelerin ylzeyel isaretleyicilerden CD14, CD54, CD29 (integrin B1) ve CD45

immunositokimyasal olarak ekspresyonu incelendi.

5.5.3.1. Hiicrelerin Adipojenik Diferansiyasyon Ozelliginin Gésteriimesi

o Normal sartlarda buyutulmus ADAS’lar en ge¢ 3. pasajda %70 yogunluga
ulastiklarinda pasajlanarak 24 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 6x10* adet olacak
sekilde ekildiler.

o iki giin bekleme ardindan %100 yodunluga ulasan hiicrelere, ticari ‘Adipogenez
yo6nlendirici kit’ (Chemicon® Cat. No. SCR020) igerisinde yer alan adipogenez
indUkleyici ve adipogenez surduricu ortamlar eklendi ve 21 gln sonunda
adipojenik diferansiyasyonlari degerlendirildi.

o Adipogenez indukleyici kaltur ortami 1., 3., 5., 9., 11., 13., 17., 19. ve 21.
glnlerde yenilendi ve ADAS’lar 7. ve 15. glnlerde adipogenez surdurlcu

ortama maruz birakildi.

o Kultar ortami igerikleri asagidaki Tablo-2'de verilmistir.
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Stok Son

ICERIK Deger
Konsantrasyonu Konsantrasyon
Dusuk glukoz
4.4 mL ~90%
iceren DMEM
FBS 500 pL 10%
insulin 10 mg/mL 5L 10 pg/mL
Penisilin ve
100X 50 yL 1X

streptomisin

Tablo 2: Adipojenik diferansiyasyon igin kullanilan
kaltur ortami icerigi

o Adipogeneze yonlendirilmis ADAS’larin diferansiyasyonunun gergeklestigi 1sik
mikroskobunda net bir sekilde gozlenmesine karsin, literaturde kabul edilmis
adiposit boyasi olan red-oil boyasi ile boyanarak yag vakuolleri gosterildi.

o Boyama igin hicre kuiltir ortamindan uzaklastirilan adipositler %4’lUk
paraformaldehit (PFA) solisyonu ile 40 dakika oda sicakhidinda inklbe
edilerek fikse edildi.

o PBS’le yikanip PFA uzaklastirildiktan sonra red-oil boyasi ile 50 dakika oda
sicakliginda boyama yapildi.

o Su ile 3 kez yikanarak uzaklastirilan boyanin ardindan hematoksilen boyasi ile
cekirdekler boyandi.

o Hucre goruntuleri 1g1k mikroskobunda farkli buyutmelerde fotograflandi.

5.5.3.2. Hiicrelerin Osteojenik Diferansiyasyon Ozelliginin Gésterilmesi

o Normal sartlarda buyutulmis ADAS’lar en ge¢ 3. pasajda %70 yogunluga
ulastiklarinda pasajlanarak onceden vitronektin ve kollajen ile kaplanmis 24
kuyulu hiicre kiiltir kaplarina 6x10* adet olacak sekilde ekildi.

o Kultar kaplari kaplamasi yapilirken her birinin son konsantrasyonu 12 pg/ml

olacak sekilde kollajen ve vitronektin ayni steril PBS igerisinde ¢6zuldu ve 24
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kuyulu hidcre kaltir kaplarina eklendi. Gece boyunca oda sicakliginda
kaplama jellerinin donmasi beklendi. Bir sonraki gun hucreler bu jellerin
uzerine ekildi.

o iki glin sonra %100 yogunluga ulasan hiicrelere, ‘osteogenez yénlendirici kit’
(Chemicon® Cat. No. SCR028) igerisinde yer alan osteogenez indikleyici
ortam eklendi ve 21 gun sonunda osteojenik diferansiyasyonlari
degerlendirildi.

o Kultur ortami igerikleri Tablo-3’te verilmistir.

. . Stok Son
ICERIK Deger
Konsantrasyonu Konsantrasyon
Dusuk glukoz
8.7 mL ~ 87%
iceren DMEM
FBS 1 mL 10%
Deksametazon
. 1 mM 1 uL 0.1 uM
solisyonu
Askorbik asit-2-
01 M 20 uL 0.2 mM
Fosfat soliisyonu
Gliserol 2-Fosfat
5 1M 100 uL 10 mM
solusyonu
L-Glutamin 100X 100 pL 1X
Penisilin ve
100X 100 uL 1X
streptomisin

Tablo 3: Osteojenik diferansiyasyon icin kullanilan
kaltur ortaminin igerigi
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o Osteogenez indukleyici kultar ortami 2 glinde bir yenilendi.

o Osteogeneze yonlendiriimis ADAS’larin diferansiyasyonunun gergeklestiginin
gosterilmesi amaciyla Alizarin Red boyasi kullanildi ve hucreler arasi kalsiyum
depozitleri gosterildi.

o Boyama i¢in hucre kultir ortamindan uzaklastirilan hicreler, fiksasyon amaciyla
%70Q’lik etanol ile1 saat boyunca oda sicakliginda inkibe edildi.

o PBS ile yikama ardindan etanol ortamdan uzaklastirildi ve oda sicakhdinda 30
dakika sureyle Alizarin Red boyasi ile boyama yapildi

o Boya, su ile 3 kez yikanarak uzaklastirildi.

o Hucreler 1sik mikroskobunda farkli buyutmelerde incelendi ve goruntuleri

fotograflandi.

5.5.3.3. Hiicrelerin  Yiizeyel Isaretleyicilerinin  Immunfluoresan  Yéntemlerle

Gosterilmesi

o Kltire edilmis ADAS’larin MKH oldugunu kanitlamak igin ayrica MKH’lerden
eksprese edilen ve edilmeyen ikiser adet yuzey isaretleyici immunsitokimyasal
yontemlerle gosterildi.

o Bu islem icin ‘Rat spesifik MKH kiti’ (Chemicon® Catalog No. SCRO026)
icerisinde yer alan pozitif ekspresyonu beklenen CD29 (intregrin) ve CD54
(ICAM-1) yuzeyel adezyon molekulleri ve negatif ekspresyonlari beklenen
hematopoetik hucre belirtecleri olan CD14 ile CD45 antikorlarini kullanildi.

o iki glin sonra %70-80 yodunluga ulasacak sayida hiicreler 8 kuyulu slaytlar
uzerinde tasarlanmis hucre kaltura kaplari igerisine ekildi

o Kultdr suresinin ardindan hucrelerin Uzerinde buyatuldigu tum slaytlar %4 PFA
ile 40 dakika fikse edildi.

o Bloklama igin %5 esek serumu igeren PBS kullanildi. Sadece CD29 boyanacak
slaytlarin bloklama solisyonunun igerisinde permeabilizasyonu saglayan %0,3
tritonX-100 kullanildi.

o Tum primer antikorlar kendi bloklama solusyonlari igerisinde dilie edilerek gece

boyunca +4°C’de antikor baglanmasi gergeklestirildi.

68



o Her antikor igin, ayri bir ornek uzerinde antikorun izole edildigi hayvanin
immunglobulinleri negatif kontrol olarak kullanildi.

o Bir gin sonra primer antikorlar PBS ile 5 defa, bloklama solusyonu ile 2 defa
5’er dakika sUreyle yikandi.

o Primer antikorun elde edildigi hayvana spesifik olarak tanima yapan fluoresan

isaretli sekonder antikorlar 2 saat sureyle kullanildi.

o Sekonder antikorlari uzaklastirmak igin kullanilan PBS’in ardindan flioresan bir

cekirdek boyasi olan DAPI kullanildi.

o Goruntuler farkh buyUklilerde flioresan mikroskobunda incelendi ve

fotograflandi.

5.6. Degerlendirme

5.6.1. Sakrifikasyon Protokolii

o Gruplarda agiklandigi gibi ratlar cerrahi islemden 14 veya 28 guin sonra sakrifiye
edildiler.

o Sakrifikasyon sirasinda dokudaki kanlanmayi gézlemlemek igin ratlara 50

mg/kg Ketalar (Ketamin) + 10 mg/kg Ksilazol (Ksilazin) ile anestezi uygulandi.
o Makroskobik olarak ciltteki degisiklikler ve tiylenmedeki artis incelendi.
o Sirt bolgesi tiraglanarak saturler alindi.
o Skar hatti ortada olacak sekilde 8x3 cm.lik daha 6nce 1sinlanmig alan belirlendi.
o Bu alan transvers olarak 3 cm. uzunlugunda ve 1 cm. genigliginde 8 esit
parcaya ayrildi.
o Iginde skarin olmadigi alanlar kraniyal (Cr) ve kaudal (Cau) olarak adlandirildi.

o Skar igeren alanlar ise kaudalden kraniyale dogru x1, x2, x3, x4, x5 ve x6 olarak
adlandirildi (Resim 52-53).

o 8x3 cm.lik alanin 1 cm. lateralleri isaretlendi.

o Isaretlenen yerden kas fasyasi (izerine kadar insizyon yapilarak dorsal cilt flebi

sol lateral bazl olarak eleve edildi.
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o Eleve edilen flebin kanlanmasi ve skar etrafinda kapiller damarlarin yogunlugu

incelendi.

o Flep 1 cm. genisligindeki 8 esit pargaya bolundu.

o Biyomekanik Aragtirma Laboratuvari’'na goturulmek tzere x2, x4 ve x6 pargalari
%0,9 NaCl igerisine koyuldu.

o Histomorfolojik inceleme igin Histoloji ve Embriyoloji Laboratuvarr’'na géturtlmek

uzere kaudal, x1, x3, x5 ve kraniyal parcalar formole koyuldu.

o Ornek alimi bittikten sonra ratlar eter ile sakrifiye edildiler.
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Resim 52: Sakrifikasyon protokolu

w NN

Resim 53: Sakrifikasyon protokoll
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5.6.2. Doku Kopma Kuvveti (Breaking Strength) Testleri

o Sakrifikasyon sirasinda alinan x2, x4, x6 parcalari %0,9 NaCl icerisinde 2-3
saat sonra Biyomekanik Arastirma Laboratuvari’na ulastiriidi.

o Doku kopma kuvvetini 6lgmek amaciyla Shimatzu AG-10 isimli cihaz ve cihaza
ait yazihm programi kullanildi (Resim 54).

o Materyaller Shimatzu AG-10 cihazinin uygun kiskaglarina yerlestirildi.

o %0,9 NaCl icerisinden ¢ikarilan materyaller tampon ile kurulandi (Resim 55).

o Materyallerin kiskaglardan kaymasini engellemek amaciyla sakrifikasyon
esnasinda 1 cm. laterallerden birakilan dokuya zimpara kagidi yerlestirildi
(Resim 55).

o Materyaller kiskacglara dengeli bigcimde yerlestirildi ve 25,2 mm/dk hizinda ¢ekildi
(Resim 56).

o Her bir parganin kopma degerleri mN (millinewton) olarak kaydedildi.
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Resim 54:Shimatzu AG-10
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Materyallerin kurulanmasi ardindan

zimpara kagidi takilmasi

Resim 55

X2 pargasina uygulanan

im 56
doku kopma kuvveti (breaking strength) testi

Res
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5.6.3. Histomorfolojik Analiz

5.6.3.1. Histolojik inceleme igin preperatlarin hazirlanmasi

o %10’luk formaldehit ile tespit edilen doku 6rnekleri, fiksatifin uzaklastiriimalari
amaciyla 1 gece akarsu altinda yikandi.

o Yikanan ornekler dehidratasyon amaciyla 20’ser dakika %70’den %95’e artan
etil alkol serilerinden gegirildi.

o Yirmiger dakika 4 degisim aseton solusyonlarindan gegirilen 6rnekler 2 degisim
30’ar dakika ksilolde tutuldu.

o Etlv igerisinde 60°C’de 2 degdisim parafin uygulanarak 1’er saat parafin ile
immersiyonu saglandiktan sonra dokular parafin bloklar i¢erisine gomuldu.

o Parafin bloklardan inceleme yapmak amaciyla mikrotom araciligi ile Sum’lik

kesitler alindi.

5.6.3.2. Preperatlarin Hematoksilen-Eosin ile boyanmasi

o Mikrotom (Leica, RM 2255) araciigi ile ahnan 5p’luk parafin kesitler
deparafinizasyon iglemi igin 1 gece 60°C’lik etivde birakildiktan sonra, 20’ser
dakika sureyle U¢ degisim ksilole uygulandi.

o Dehidratasyon iglemi igin %95'den %70’e azalan alkol serilerinden gegirilen
kesitler 10 dakika akarsu altinda yikandi.

o On dakika hematoksilen (Surgipath, 01562E, Bretton, Cambridgeshire) ile
boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan uzaklastiriimasi igin 10
dakika akarsuda tekrar yikanan kesitler, 2 dakika eosin (Surgipath, 01602,
Canada) boyasi ile boyandi.

o %80 ve %95’lik alkol serilerinden gegirildikten sonra havada kurutulan kesitler
seffaflagstirma amaciyla 30’ar dakika iki deg@isim ksilolde tutulduktan sonra
entellan (Merck 1.07961.0100, Darmstadt, Almanya) ile kapatildi.
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5.6.3.3. Preperatlarin Masson Trikrom ile boyanmasi

o Masson’s Trikrom boyama seti (2049 GBL, istanbul, Tirkiye) kullanild.

o Alinan parafin kesitler deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60°C’lik etlivde
birakildi.

o Birinci kesit 1 saat (etlvde) diger ikisi 30’ar dakikalik G¢ farkh ksilene tabi
tutuldu.

o Kesitler rehidratasyon islemi icin 2 degisim absolu alkol ve %96’dan %70’e
azalan alkol serilerinden gegirildi.

o Akarsuda 5 dakika bekletilen kesitlerin Uzerine Masson Trikrom boyama seti
icerisinde bulunan Weigert hematoksilen boyasindan ve ferrik klorur
¢ozeltisinden 8’er damla damlatiimasi ardindan 20 dakika beklendi.

o Distile su ile yilkama ardindan 8 damla asit-alkol ¢ozeltisi uygulandi ve 1 dakika
bekleme ardindan kesitler distile suyla iyice yikandi.

o Kesitin Uzerini tamamen kaplayacak sekilde 8 damla Ponceau asit fuksin

azofloksin ¢ozeltisi uygulanarak 5 dakika beklendi.

o Bes dakika bekleme ardindan 1 ml stok asit ¢ozeltisi ve 29 ml distile su ile

hazirlanan asitli su ile preparatlar yikandi.

o Preperatlar Uzerine 8 damla fosfomolibdik asit turuncu G boyasi uygulanarak 20
dakika beklendi ve asitli su ile yikandi.

o Sekiz damla agik yesil boya ile 5 dakika boyama ardindan akarsu altinda
yikanan kesitler artan alkol serilerinden gegirildi.

o Ksilen ile seffaflagtirma yapildiktan sonra preperatlar entellan ile kapatildi.

5.6.3.4. Preperatlarin immunhistokimyasal yéntemler ile boyanmasi

o VEGF (Santa Cruz, sc-65617), TGF-B (Abcam, ab-66043) ve Pro-Kollajen 1A1
(Santa Cruz, sc-25973) immunhistokimyasal boyalar ve immunreaktivitelerinin

gOsterilmesi amaciyla tavsan antikorlari kullanildi.
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o immunonhistokimyasal inceleme igin 60°C lik etiivde 1 gece ve ksilolde 3
degisim 20’ser dakika deparafinize edilen doku kesitleri, azalan alkol
serilerinde rehidrate edildikten sonra 10 dakika distile su ile yikandi.

o Dokuya zarar vermeden kurulama ardindan dakopen (Dako, Glostrup,
Denmark) ile gevreleri sinirlandi.

o Tripsin (00-3008, Digest All 2A, Zymed, San Francisco, U.S.A) sollsyonu iginde
37°C etluvde 15 dakika tutulan kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe
etmek amaciyla 5 dk %3’lik hidrojen peroksit uygulandi.

o Ug defa 5'er dakika fosfat tampon sollisyonu ile yikanan kesitler 1 saat oda
Isisinda bloklama sollisyonu (invitrogen, Histostain- Plus Broad Spectrum, 85-
9043) ile enkube edildi ve ardindan yikama yapilmadan antikorlar ile bir gece
+4°C’de enkiibe edildi.

o Fosfath tampon sollsyonu ile 3 defa yikanan kesitler biyotinlenmis sekonder
antikor (invitrogen- Plus Broad Spectrum 85-9043) ile 30 dk enkiibe edildi.

o PBS solusyonu ile yikama yapildiktan sonra peroksidaz enzimiyle isaretli avidin-
biyotin kompleksi (streptavidin) (Histostain- Plus Broad Spectrum 85-9043) 30
dakika uygulandi.

o Reaksiyonun goérunur hale getiriimesi igin Diaminobenzidin (DAB) (1718096,
Roche) kullanildi.

o Zemin boyamasi Harris hematoksilen ile yapildi.

o Degigik derecelerde alkollerde dehidratasyon iglemi gerceklestirilen kesitler

ksilol ile seffaflastirma isleminden sonra entellan ile kapatildi.

5.6.3.5.Histomorfolojik sonuglarin degerlendirilmesi

o Histolojik bulgular semikantitatif ydntem ile skorlandi.
o Bu skorlama yapilirken epidermal ve dermal iyilesme, granulasyon dokusu
artisi, bag doku artisi ve anjiyogenez degerlendirildi.®*

o Histolojik skorlama Tablo 4’te verilmistir.
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Epidermal ve dermal

Granulasyon dokusu

Skorlama . olusumu ve bag doku Anjiyogenez
rejenerasyon i
. Kalin granulasyon
0 Cok az epldemal Ve dokusu ve ¢ok bag Zayif anjiogenez
dermal organizasyon
doku artis1
. Orta granulasyon N
Az epidermal ve dermal - Yeni sekillenen ¢ok
1 organizasyon dokusu ve orta bag az sayida kapiller
g y doku artis1 Y p
Orta epidermal ve dermal | Az granulasyon dokusu |  Yeni sekillenen
2 : y .
organizasyon ve az bag doku artist | orta sayida kapiller
| Temendemalvedemal | ok sl |y sktnn
& y ¢ & sayida kapiller

doku artis1

Tablo 4: Histolojik Skorlama

o VEGF, TGF-B ve Tip-1 Prokollajen immunreaktiviteleri semikantitatif yontem ile

degerlendirildi.

o Immunhistokimyasal skorlama Tablo 5’te verilmistir.

Skorlama Boyanma
0 Yok
1 Az
2 Orta
3 Yogun

Tablo 5: immunhistokimyasal Skorlama
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5.6.4. istatiksel Analiz

o Doku kopma testi sonuglari, histolojik ve immunhistokimyasal semikantitatif
skorlama sonuglar istatiksel olarak analiz edildi.

o Gruplara ait degerler ortalamatStandart sapma olarak verildi.

o Gruplar arasi farkliliklar One-Way ANOVA testi ile gruplar arasindaki farkhligin
hangi gruptan kaynaklandigi ise Post-hoc Bonferroni duzeltmeli testi ile analiz
edildi.

o istatistiksel analiz igin, Statistical Package for Social Sciences (SPSS) Version
15.0 for Windows (SPSS Inc, USA) adli bilgisayar programi kullanildi.

o p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

6. BULGULAR

6.71-Ratlarin Sagkalimi

Calismaya 48 adet 250-280 gr. agirhginda Wistar ratlar ile baslandi. Radyasyon
verilmesi sonrasinda rat kaybi izlenmedi.

Ug adet ratin cerrahi sonrasi kaybedilmesi Uzerine cerrahi iglemler sicak
pakeler Uzerinde yapildi ve cerrahi sonrasi elektrikli 1sitict kullanildi. Bu
uygulamalardan sonra cerrahi sonrasi toplu kayip gézlenmedi.

Yag grefti alinan bir ratin inguinal bdlgesinde enfeksiyon gelismesi Uzerine
calisma harici birakilarak sakrifiye edildi.

Farkli zamanlarda yapilan cerrahiler sonrasi 4 adet rat kaybedildi. Sonu¢ olarak
calisma 40 adet rat ile tamamlandi. Radyasyon uygulamalari ve cerrahi uygulamalar

sonrasinda ratlarda hareket kisithligi, beslenme yetersizligi ve kilo kaybi izlenmedi.
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6.2. Kok Hiicrelerin In-Vitro Ortamda Gosterilmesi

6.2.1. Kbk Hiicrelerin Isik Mikroskobunda Takibi

Grup 4’te elde edilen kdk hucreler gunluk olarak i1sik mikroskobu ile izlendi ve
%70-80 yogunlukta olduklari goéruldiginde pasajlandi. On adet rattan elde edilen
ADAS’lar ortalama 3 gunde bir pasajlandi. Tum o6rneklerden 2-3 pasaj sonrasi (6-9
giin) 10° adet ADAS elde edildi.

Elde ettigimiz ADAS’lar ve ticari olarak satin alinan rat mezenkimal kok
hucreleri 1s1k mikroskobu altinda fibroblastlara benzer gorinimde olduklari izlendi.

Hucrelerin erken donemde koloniler seklinde yerlestikleri gozlendi (Resim 57).
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Resim 57: ADAS'larin 151k mikroskobunda gérunumleri a) 10X buyutmede izlenen
ADAS'lar b) Ticari rat mezenkimal kok hucreleri
c) 40X buyutmede izlenen ADAS'lar d) Koloni olusturan ADAS'lar

6.2.2. Kbk Hiicrelerin Immunfluoresan Mikroskobunda Takibi

Grup 4’te hucre kdltura ardindan hucreler Dil boyasi ile boyanmigtir. In-vitro
ortamda bu hiicrelerin gekirdekleri DAPI boyasi ile immunfluoresan mikroskop altinda
g6zlenmistir (Resim 58).

Dil ile boyanan hicrelerin immunfluoresan mikroskop altinda i1sima yaptigi
saptandi. DAPI boyasi ardindan 1sima yapan hiicrelerin gekirdekleri mavi renkte

g6zlemlendi (Resim 59).
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Resim 58: In-vitro ortamda Dil ile boyanan hucrelerin gérunumleri
_ a-c) Isik mikroskobunda hicrelerin gérinumleri
b-d) Immunfluoresan mikroskopta Dil ile boyanan hicreler kirmizi renkte isildamalari

Resim 59: In-vitro ortamda Dil ve DAPI ile boyanan hiicrelerin gériinimleri
a) Kirmizi flioresan veren Dil ile boyali ADAS'lar
b) Ayni hicrelerin gekirdeklerinin DAPI boyasi ile gosterilmesi

82



6.2.3. Kbk Hiicrelerin Adipojenik Diferansiyasyonu

ADAS’larin ¢ok yonlu diferansiyasyon Ozelligini gdstermek amaciyla Grup 4’te
ratlara verilen kok hucrelerin randomize olarak 5 tanesinden bir miktar 6rnek ayrildi.
Bu orneklerdeki ADAS’lar in-vitro ortamda adipogeneze yonlendirilerek yag
hicrelerine diferansiye edildi. Diferansiyasyon sonrasinda érnekler Red-oil boyasiyla
boyanarak gosterildi.

Istk mikroskobu altinda 10. gunden sonra diferansiye olan hicrelerin
sitoplazmalarinda yag vakuolleri izlenmeye baslandi (Resim 60). Bu vakuollerde 21.
gln sonunda artis izlendi (Resim 61). Red-oil ile boyanarak bu vakuollerin yag
oldugu gosterildi (Resim 62-63). Diferansiye edilen ticari rat mezenkimal kdk hicreleri
ile karsilastinldiginda benzer gorunumde hucreler oldugu izlendi. Adipojenik
diferansiyasyon uygulanan 5 0&rnekte de hicrelerin adipogenez yoninde

diferansiyasyon kapasiteleri oldugu gdsterildi (Resim 64-65).

Resim 60: Adipojenik diferansiyasyonunun
10. gununde 1g1k mikroskobunda vakuollerin gérunumleri
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Resim 61: Adipojenik diferansiyasyonunun
21. gununde 1s1k mikroskobunda vakuollerin gérunumleri
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Resim 62: Adipojenik diferansiyasyonunun
21. gununde Red Oil ile boyama ardindan vakuollerin kirmizi renkte géruntumleri
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Resim 63: Adipojenik diferansiyasyonunun 21. gununde Red QOil ile boyama
ardindan her bir hlicrede multipl sayida bulunan yag vakuollerin gérinamleri
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Resim 64: Ticari rat mezenkim kok hucreleriyle ratlardan elde ettigimiz ADAS’larin
adipogeneze yonlendiriimesi ardindan 21. glinde i1sik mikroskobunda 10X ve 40X
blyltmelerde karsilagtiriimasi
a) Ticari rat mezenkimal kdk hucrelerin adipojenik diferansiyasyonu
b-c-d-e-f) Randominize secgilmis ADAS’larin adipojenik diferansiyasyonu
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Resim 65: Ticari rat mezenkim kok hucreleriyle ratlardan elde ettigimiz
ADAS’larin adipogeneze ydnlendiriimesi ardindan 21. ginde Red QOil ile
boyanarak 10X ve 40X buyutmelerde karsilastirilmasi
b) Ticari rat mezenkimal kok hicrelerin adipojenik diferansiyasyonu
b-c-d-e-f) Randominize secilmis ADAS’larin adipojenik diferansiyasyonu
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6.2.4. Kbk Hiicrelerin Osteojenik Diferansiyasyonu

ADAS’larin ¢ok yonlu diferansiyasyon 6zelligini gostermek amaciyla Grup 4’te
ratlara verilen kok hucrelerin randomize olarak 5 tanesinden bir miktar ornek ayrildi.
Bu 6rneklerdeki ADAS'lar in-vitro ortamda osteogeneze ydnlendirilerek diferansiye
edildi. Diferansiyasyon sonrasinda oOrnekler ‘Alizarin red boyasi’ ile boyanarak
kalsiyum depozitleri gosterildi. Elde edilen goéruntller diferansiye edilen ticari rat
mezenkimal kdk hucreleriyle karsilastirildi. Osteojenik diferansiyasyon uygulanan 5
ornekte de kalsiyum depozitleri boyanarak hucrelerin osteogenez yonunde

diferansiye olduklari gosterildi (Resim 66).
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Resim 66: Ticari rat mezenkim kok hucreleriyle ratlardan elde ettigimiz
ADAS’larin osteogeneze yonlendiriimesi ardindan 21. guinde Alizarin Red ile
boyanarak 10X ve 40X buyutmelerde karsilastirilmasi
a)Ticari rat mezenkimal kodk hicrelerin osteojenik diferansiyasyonu
b-c-d-e-f) Randominize secilmis ADAS’larin osteojenik diferansiyasyonu

6.2.5. Hiicrelerin Yiizeyel isaretleyicileri

Grup 4’te elde edilen kdk hicrelerden randomize olarak 5 tanesi segilmistir. Bu
orneklerdeki hiicrelerin, ylizeyel adezyon molekull olan CD29 (B1-integrin) ve CD54
(ICAM-1) ve hematopoetik hicreler igin isaretleyici olan CD14 ve CD45

ekspresyonlarina immunsitokimyasal olarak bakilarak ticari rat mezenkimal kok
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hicrelerle karsilastiriimistir. Negatif boyanan érnekleri belitmek amaciyla éncelikle
sekonder antijenler boyanmistir.

Orneklerin hepsinde CD29 ve CD54 ile pozitif boyanma izlenirken CD14 ve
CD45 ile boyanmamislardir (Resim 67). Ticari rat mezenkimal kok hicreleri de bizim
orneklerimizde oldugu gibi CD14 ve CD45 boyamalarinda isildama gdstermezken
CD29 ve CD54 boyamalarinda yesil renkte i1sildama izlendi (Resim 68). Boyanmayan
drneklerdeki hiicre gekirdekleri DAPI ile boyanarak gdsterilmistir (Resim 69-70).

CDh14

CD45

CD54

CD29

Resim 67: Orneklerin CD boyamalarinin immunfluoresan mikroskopta
karsilastiriimasi. CD54 ve CD29 ile boyama ardindan hticrelerde yesil
renkte 1sildama gozlenmekte
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Ticari rat mezenkimal ADAS

kok hiicreler

CD14

CD45

CD29

CD54

Resim 68: Orneklerin CD boyamalarinin ticari rat mezenkim kok hiicre ile
immunfloresan mikroskopta karsilastiriimasi. Her iki 6rnekte hicrelerden CD29 ve
CD54 ile boyamada yesil renkte 1sildama mevcut
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Resim 69: CD14 boyamasi DAPI ile cekirdeklerin gorunimu
a- CD 14 boyamasi b- DAPI ile boyama

Resim 70: CD45 boyamasi DAPI ile cekirdeklerin gorunimu
a- CD 14 boyamasi b- DAPI ile boyama

6.3. Sakrifikasyon Sirasindaki Bulgular

6.3.1. Ratlarin Cildindeki Degigiklikler

Radyasyon uygulanan ratlarda radyasyon uygulanan ciltte kuruluk ve
dokuntiler izlendi. Grup 1b’de bir ratin insizyon bdlgesinde yaklasik 1,5 cm.
uzunlugunda separasyon izlendi (Resim 71). Diger ratlarin insizyon hatlarinda
komplikasyon izlenmedi. Grup 4’te yer alan ratlarda dokuntu miktari daha az olarak
izlendi.

Grup 2a’daki ratlarda uygulanan yag greftleri cilt altinda kitle seklinde palpe
edilebilmekteyken Grup 2b’deki ratlarda boyle bir bulgu izlenmedi (Resim 72).

Radyasyon uygulanan alanlarda tliylenmede azalma belirgin olarak goézlendi.
Grup 1b, 2b ve 3b’deki ratlarda tiylenmede belirgin derecede azalma gdzlemlendi.

Grup 4b’deki ratlarin tiylenmesi diger gruplara gore daha fazlaydi (Resim 73).
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Resim 71: Grup 1b’de insizyon hattinda separasyon

Resim 72: Grup 2a’da yag greftinin gérinimda
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Resim 73: 28.gunde tuylenmede artiginin karsilastiriimasi
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6.3.2. Cilt Altinda Izlenen Makroskobik Degigiklikler

Sakrifikasyon sirasinda ratlarin dorsal cildi sol lateral bazli flep olarak eleve
edilerek cilt altindaki ve skar etrafindaki degisiklikler gbzlemlendi.

Grup 1a ve 1b’deki ratlarin flepleri soluk beyaz renkte izlendi. Skar etrafinda
kapiller damarlarda yogunlasma izlenmedi (Resim 74-75).

Grup 2a’da yer alan ratlarda uygulanan yag grefti tek bir kitle halinde izlendi ve
yag grefti Uzerinde yogunlasan damar yapilari gézlendi (Resim 76). Uygulanan yag
greftinin ici eksplore edildiginde kanlanmanin yogun oldugu izlendi. Grup 2b’de ise
yag greftlerinin kitlesi Grup 2a’ya gore belirgin bicimde kiculdigu ve dbekler halinde
flep altinda yerlestidi izlendi. Rengi daha acik sari olan greftlerin etrafinda
vaskularizasyonda artigs mevcuttu (Resim 77).

Grup 3a ve 3b’de olusturulan pos icinde kapiller damarlarda yer yer artis izlendi
(Resim 78-79). Skar etrafindaki kapiller artisi diger gruplara gére Grup 4a ve 4b’de
fazla olarak gozlendi (Resim 80). Skar etrafindaki kapiller damar degisiklikleri

transilliminasyon uygulanarak fotograflari ¢ekildi (Resim 81-82).

Resim 74: Grup 1a'da skar etrafinda damarlamanin az olusunun gérinimu
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Resim 75: Grup 1b'de skarin gérinuma

Resim 76: Grup 2a'da yag grefti etrafinda damarlanma artisi
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Resim 77: Grup 2b'de yag greftlerinin gérinima

Resim 78: Grup 3a'da SVF uygulanan alanda kapiller artisi
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Resim 79: Grup 3b'de skarin gérinima

Resim 80: Grup 4b'de skar etrafinda yogun kapiller olusumu
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Resim 81: Transilliminasyonda Grup 3b'de
skar etrafinda damarlanmada minimal artig
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Resim 82: Transilluminasyonda Grup 4b'de skar etrafindaki
kapiller damarlanmada belirgin artig
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6.4. Doku Kopma Kuvveti Testi Sonuclar

Ratlarin doku kopma kuvveti x2, x4 ve x6 parcalarinin kopma kuvvetlerinin
ortalamasi alinarak belirlendi (Resim 83). Radyasyon uygulanmis ratlar arasinda en
yuksek skor 9872,9 mN ile ADAS verilen ve 28. gunde sakrifiye edilen Grup 4b’'de
elde edildi (Tablo 6). Ratlarin kopma kuvveti degerleri One Way ANOVA istatiksel
test ile degerlendirildi. P<0,05 degerleri anlamli olarak kabul edildi.

Tam gruplardaki 14. gun ile 28. gun arasindaki artis anlamh olarak bulundu.
(p<0,05) Grup 4a’nin kopma kuvveti degeri Grup 3a hari¢ diger gruplara gore anlamli
derecede yuUksekti. Ancak 28.gundeki degerler karsilastirildiginda Grup 4b Grup
3b’ye gére anlamlh derecede ylksek olarak saptandi. Grup 2a ve 3a kontrol grubuna
gore anlaml yukseklik gostermemesine ragmen tum gruplarin kopma kuvveti degeri
28. gunde kontrol grubu olan Grup 1b'ye goére anlamli derecede ylksek oldugu

saptandi. Grup 2b ile Grup 4b arasinda istatiksel agidan fark izlenmedi (Sekil 11-12).
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Resim 83: Doku kopma degerlerinin kuvvet/zaman egrileri
a) Grup 1b’de x4 pargasinin kopma kuvveti egrisi
b) Grup 4b’de x4 pargasinin kopma kuvveti egrisi
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Sigan 1 Sl(éan Sican 3 |Sican 4 S'%an Ortalama Sstggr?]e;rt

(mN) |y | N | mN) | () (SD)
G1r;p 1406 | 1797 | 2656 | 4792 | 4844 | 3099 | 1633
G{g" 4479 | 6461 | 7242 | 5992 | 5365 | 5908 | 1052
Gzrgp 2500 | 2604 | 2552 | 2573 | 2365 | 2519 94
Gzrgp 8760 | 7396 | 8073 | 8333 | 9948 | 8502 948
ClUP | 4479 | 4271 | 4479 | 3854 | 4938 | 4404 | 393
Gggp 7604 | 7279 | 7540 | 8113 | 9375 | 7982 835
G‘{:p 4479 | 4792 | 4219 | 6458 | 6406 | 5271 | 1080
G‘{gp 10062,5| 10000 |10145,85| 9989,6 | 9167 | 98729 | 400

Tablo 6: Gruplarin kopma kuvveti sonugclarinin ortalamalari ve
standart sapma degerleri
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Sekil 11: Gruplarin kopma kuvvetlerinin grafik Gzerinde karsilastiriimasi
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Grup 1b Grup 2b Grup 3b Grup 4b

Sekil 12: 28. gundeki kopma kuvveti degerlerinin grafik Gzerinde karsilastiriimasi
*:Grup 3b ve 4b’nin skorlari Grup 1b’ye gore anlamli olarak yuksek (p<0,05)

6.5. Histomorfolojik Bulgular

6.5.1. Histolojik Bulgular

Hematoksilen-eosin (HE) ile boyali Grup 1a ve Grup 1b’ye ait kesitlerin
incelenmesinde, radyasyona maruz kalan alanda epidermal ve dermal
organizasyonun bozuldugu, rejenerasyonun zayif oldugu, granulasyon dokusu ve
bag doku artiginin oldukg¢a fazla miktarda oldugu gozlendi. Radyasyona maruz kalan
alanda kapiller damarlarin ve kil folikillerinin miktarinda belirgin bir azalma oldugu
saptandi. Grup 1a ve Grup1b’ye ait Masson trikrom ile boyali kesitlerde granulasyon
dokusu ve bag dokusu artiginin belirgin derecede genis oldugu dikkati gekti.

Grup 2a ve Grup 2b’ye ait Hematoksilen-eosin ile boyali Kkesitlerin
incelenmesinde radyasyona maruz kalan alanda epidermal ve dermal
organizasyonda gozlenen rejenerasyonun Grup 1’e gore daha iyi oldugu gozlendi.
Granulasyon dokusu ve bag doku artisinin Grup1’e gbre daha az miktarda oldugu
saptandi. Radyasyona maruz kalan alanda kapiller damarlarin ve kil foliktllerinin
miktarinin Grup1’e goére daha fazla oldugu saptandi. Grup 2a ve Grup 2b’ye ait

Masson trikrom ile boyall kesitlerde granulasyon dokusu ve bag dokusu artisinin
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Grup1’e gore azaldigi dikkati ¢ekti. Histolojik skorlara bakildiginda Grup 2b ile grup
1b arasinda istatiksel fark bulunmadi. (p=0,538).

Grup 3a ve Grup 3b’ye ait Hematoksilen-eosin ile boyali kesitlerin
incelenmesinde radyasyona maruz kalan alanda epidermal ve dermal
organizasyonun artis gosterdigi, rejenerasyonun Grup 1 ve Grup 2’ye gére daha iyi
oldugu gozlendi. Granulasyon dokusu ve bag doku artisinin Grup 1 ve Grup 2’ye
gbre daha az miktarda oldugu, kapiller damarlarin ve kil foliktllerinin miktarinin
artmis oldugu saptandi. Grup 3a ve Grup 3b’ye ait Masson trikrom ile boyall
kesitlerde granulasyon dokusu ve bag dokusu artisinin azaldigi dikkati cekti.
Histolojik skorlara bakildiginda Grup 3b’nin degerinin Grup 1b’nin degerine gore
anlamli derecede yuksek oldugu saptandi. (p=0,01)

Grup 4a ve Grup 4b’ye ait Hematoksilen-eosin ile boyali kesitler incelendiginde
ise, radyasyona maruz kalan alanda epidermal ve dermal rejenerasyonun
tamamlandigi, diger tUm gruplara gore granulasyon dokusu ve bag doku artiginin
azaldigi, kapiller damarlarin ve kil folikillerinin miktarinin artmis oldugu saptandi.
Grup 4a ve Grup 4b’ye ait Masson trikrom ile boyali kesitlerde granulasyon dokusu
ve bag dokusu artisinin gok azaldigi ve tum gruplara gore yara iyilesmesinin artmig
oldugu gozlendi. Histolojik skorlara bakildiginda Grup 4b’nin degerinin Grup 1b’nin
(p=0,000) ve Grup 2b’nin (p=0,29) degerlerinden anlamli derecede yuksek oldugu
saptandi. (Tablo 7) (Sekil 13-14) (Resim 84-85-86-87)
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Grup

HISTOLOJIiK SKORLAMA (ORT+SS)

1A 0,25+0,46
1B 1,0 £0,75
2A 1,3 40,51
2B 1,6 +0,50
3A 2,040,53
3B 2,25+0,46
4A 2,25+0,46
4B 2,6£0,51

Tablo 7: Gruplarin histolojik skorlama sonuglari
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HiISTOLOJIK SKORLAMA
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E 3
|
jT_J
1A 2A | 3A | 4A

Sekil 13: ‘A’ gruplarinin histolojik skorlarinin grafik Gzerinde kargilastiriimasi.
*:Grup 2a, 3a ve 4a’nin skorlari Grup 1a’ya goére anlamli olarak yutksek (p<0,05)

HiISTOLOJIK SKORLAMA

x
sk T
T
T
t'
13 28 | 3B | 4B

Sekil 14: ‘B’ gruplarinin histolojik skorlarinin grafik Gzerinde karsilastiriimasi.
*:Grup 3b ve 4b’nin skorlari Grup 1b’ya gore anlamli olarak yuksek (p<0,05)
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Resim 84: Gruplara ait radyasyona maruz kalan epidermis ve dermise ait kesitler
(HE).(3%): Yara iyilesmesine ait alanlar
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Resim 85: Grup 1b ve 4b’ye ait radyasyona maruz kalan epidermis ve dermise ait
kesitler (HE).Mavi Ok: Reepitelize olan alan, Sar1 Cizgi: Granllasyon dokusu, Yesil
Ok: Kil Follikdlleri.
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Resim 86: Gruplara ait radyasyona maruz kalan epidermis ve dermise ait kesitler
(Masson Trikrom). Sar1 Cizgi: Yara iyilesmesinin gézlendigi radyasyona maruz kalan
epidermis ve dermise ait alan
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Resim 87: Grup 1b ve 4b’ye ait radyasyona maruz kalan epidermis ve dermise ait
kesitler (Masson Trikrom).Sarr Cizgi: Yara iyilesmesinin gozlendigi radyasyona
maruz kalan epidermis ve dermise ait alan. Grup 4B’de epitelizasyonun
tamamlandigl gozlenmekte

112



6.5.1. Immunhistokimyasal Bulgular

immunhistokimyasal boyamalarin sonugclari semikantitatif olarak boyanma
miktarina gore skorlanarak One Way ANOVA testiyle istatiksel olarak degerlendirildi.

VEGF boyamasi olan alanlari tum dokuda ve Ozellikle perivaskuler alanda
immun pozitif hucreler kahverengi olarak izlendi. Grup 2b harig tim gruplarin 28.
gundeki VEGF skoru kontrol grubu olan Grup 1b’ye gére anlamli derecede yuksek
oldugu saptandi. (p<0,05) Grup 3b ve 4b arasinda istatiksel fark izlenmedi. (p=1,000)
En yuksek skor Grup 4b’de izlendi. (Tablo 8) (Sekil 15-16) (Resim 88-89)

TGF-B boyamasi sonrasinda skorlamada en yuksek deger Grup 4b’de saptandi.
Grup 4b’nin skorlarinin kontrol grubundan anlamli derecede yuksek oldugu izlendi.
(p=0,00) Grup 3b ve 4b arasinda istatiksel fark izlenmedi. (p=0,438) (Tablo 8) (Sekil
17-18) (Resim 90-91)

Tip 1 prokollajen boyamasi ardindan yapilan skorlamada, Grup 2b hari¢ tim
gruplarin skorunun kontrol grubuna gére anlamli derecede yuksek oldugu saptandi.
(p<0,05) En ylksek skor Grup 4b’de saptandi. Grup 4b ile 3b arasinda istatiksel fark
saptanmadi. (0,580) (Tablo 8) (Sekil 19-20) (Resim 92-93)

Grup VEGF (ORT+SS) (To(izFle;tsz; Tip (t)ll){;’fglsl;‘je“
1A 0,12:0,35 0.25£0.46 0.37£0,51
1B 1.0 40,53 1.1 40,64 1,12 £0.64
2A 1.540,53 1,6 40,51 1.540,53
2B 1,6 20,5 1.6 40,5 177 0,44
3A 1.8740.64 1,820,64 1.8740.35
3B 2 0+0,53 1,8+0,64 2.140,64
4A 2374051 2,540.53 234051
4B 2,540,54 2,640,51 2.840.40

Tablo 8: Gruplarin immunhistokimyasal skorlama sonuglari
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Sekil 15: ‘A’ gruplarinin VEGF skorlarinin grafik Gzerinde kargilastiriimasi.
*:Grup 2a, 3a ve 4a’nin skorlari Grup 1a’ya gore anlamli olarak yuksek (p<0,05)

Sekil 16:‘B’ gruplarinin VEGF skorlarinin grafik Gzerinde karsilastiriimasi.
*:Grup 3b ve 4b’nin skorlari Grup 1b’ye gore anlamli olarak yuksek (p<0,05)
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Sekil 17:‘A’ gruplarinin TGF-f skorlarinin grafik Gzerinde karsilastiriimasi.
*:Grup 2a, 3a ve 4a’nin skorlari Grup 1a’ya gore anlamli olarak yuksek (p<0,05)

Sekil 18:'B’ gruplarinin TGF-B skorlarinin grafik Gzerinde kargilastiriimasi.
*:Grup 4b’nin skoru Grup 1b’ye gore anlamli olarak yluksek (p<0,05)
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Tip | pro-kollajen

*

* * I
- T

Sekil 19:'A’ gruplarinin Tip 1 Prokollajen skorlarinin grafik Gzerinde karsilastiriimasi.
*:Grup 2a, 3a ve 4a’nin skorlari Grup 1a’ya gore anlamli olarak yuksek (p<0,05)

Tip | pro-kollajen

kK
sk T
T
: |
Eiz' I
18 28 38 48

Sekil 20:'B’ gruplarinin Tip 1 Prokollajen skorlarinin grafik Gzerinde karsilastirilmasi.
*:Grup 3b ve 4b’nin skorlari Grup 1b’ye gore anlaml olarak ytksek (p<0,05)
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Resim 88: Radyasyona maruz kalan epidermis ve dermise ait kesitler (VEGF
immunohistokimyasi). Kii¢tik resim: Perivaskuler alan.
Ok: Vaskduler yapilar.
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Resim 89: Grup 1b ile 4b'nin VEGF immunohistokimyasi. Kirmizi ok: Perivaskuler

alan. VEGF reaktivitesi gdsteren alanlar kahverengi olarak izlenmekte.
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Radyasyona maruz kalan epidermis ve dermise ait kesitler (TGF-3
immunohistokimyasi).

90:
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Resim 91: Grup 1b ile 4b TGF- immunhistokimyasi. TGF-f salinimi yodun olan

alanlar koyu renkte izlenmekte
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Resim 92: Radyasyona maruz kalan epidermis ve dermise ait kesitler Tip 1
Prokollajen immunohistokimyasi.
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Resim 93: Grup 1b ile 4b'nin karsilastiriimasi Tip 1 Prokollajen immunhistokimyasi.
Tip 1 Prokollajen yogun olan alanlar koyu renkte boyanmakta

122



7. TARTISMA

Radyasyon 1900°IU yillarin basindan beri malignite tedavisinde kullaniimaktadir.
Malign hucrelerin radyasyona kargi etkilesimlerinin anlasiimasiyla ve modern
radyasyon Ureten cihazlarin tasarimiyla beraber gunimuizde bir¢gok kanserin
tedavisinde radyoterapi yerini almistir. Radyoterapi, postoperatif donemde adjuvan
tedavi olarak verilebildigi gibi, yumusak doku sarkomlarinda ekstremite koruyucu
yaklasim amaciyla preoperatif veya operasyona alinmasi uygun olmayan hastalarda
palyatif tedavi olarak da kullanilabilmektedir.

Ozellikle yumusak doku sarkomlarinda ekstremite koruyucu yaklasim amaciyla
operasyon oncesi radyasyon uygulamalari, radyasyonun yara iyilesmesi ile ilgili yan
etkilerini ortaya koymustur.®>®® Lokal rekkiirens riskinin azalmasi ve uzun dénemde
fonksiyonel kazancglarin artmasi nedenleri ile yumusak doku sarkomlarinin
tedavisinde preoperatif RT tercih edilmektedir. Ancak yara iyilesmesindeki sorunlar
postoperatif RT uygulamasina gobre daha sik gorulmektedir. RT sonrasi bu
komplikasyonlari azaltacak uygun cerrahi zaman belli degildir.?”® Preoperatif RT
sonrasinda gelisen yara iyilesme sorunlari %34-45 arasinda iken operasyon
sonrasinda radyoterapi uygulanan hastalarda bu oran %17’lere kadar
diismektedir.-®

Lineer hizlandiricilarin radyoterapi uygulamalarina girmesi, radyasyonun
yuzeyel bolgelere planlanan dozda uygulanabilme imkani saglamistir. Bu cihazlar,
BT ile goruntileme ardindan planlama yapilarak yuzeyden 6 cm. derinlige kadar
yerlesmis malignitelerin tedavisinde istenilen dozda radyasyon verme imkani
saglamistir. Saglam dokuya gecgen radyasyon miktarini daha dusuk tutabilmesi
nedeniyle genelde elektron kullanan lineer hizlandiricilar cilt timorleri tedavilerinde
tercih edilmektedir.”’® Bu ozellikler dogrultusunda cilt ylizeyine radyasyon vermek
icin gcalismamizda 6 MeV elektron Ureten lineer hizlandirici kullanarak ratlarin sirt
bdlgesine 2500 cGy radyasyon uyguladik. Gel-bolus sayesinde cilt ylzeyinde
radyasyonu yogunlastiran ve i¢ organlara zarar vermeyen standart bir isinlama
protokolU olusturduk.

Preoperatif donemde radyasyon uygulanmasi postoperatif donemde yara

iyilesmesini olumsuz yonde etkileyerek yara yeri enfeksiyonlarina, insizyon yerinde
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separasyonlara ve de yara iyilesmesinde gecikmelere neden olmaktadir.™
Radyasyon sonrasi yara iyilesmesinin bozulmasinin temel nedenlerinden biri
fibroblastlarin etkilenmesidir. Dermal fibroblastlarin etkilenmesi ve fibroblastlarin
proliferasyonunun ve migrasyonunun azalmasi sonucunda yeterli ve efektif kollajen
uretiimemekte, kollajen gen ekspresyonu azalmakta, kollajen matlrasyonu
gecikmekte ve fibroblastlardan TGF-B, FGF, IGF-1 ve CTGF gibi buylime
faktorlerinin salinimi azalmaktadir.' 131819

Ferguson ve ark. X-isini kaynagi kullanarak ratlara 18 Gy tek doz fraksiyone
radyasyon uygulamasi ardindan fibroblast kiltirinin yara iyilesmesi Uzerindeki
etkisini arastirmiglardir. Sonu¢ olarak intradermal fibroblast kultiri enjekte edilen
ratlarda insizyon skarinda yara gerim kuvvetinde belirgin derecede artis
saptamiglardir. Fibroblastlarin enjeksiyon dncesinde i1sinlanmasinda ise bu artigin
g6zlenmemesi radyasyonun fibroblast fonksiyonunu etkiledigini gosteren bir bulgu
olmustur.™

Yara iyilesmesinin erken doneminde bir¢ok hicre igin kemotaktik olan,
ekstraselliler matriksin olusumunda ve Kkollajen Uretiminde goérev alan TGF-f,
radyasyon sonrasinda azalmaktadir.”’" Fibroblastlar icin kemotaktik olan TGF-B
ayni zamanda pozitif geri dénisim mekanizmasiyla fibroblastlardan TGF-3
salinimini  arttirmaktadir.”>  Cilt altina ekspanse politetrafluroetiien (ePTFE)
yerlestirilerek radyasyon uygulamasi sonrasinda ratlara laparotomi yapilmigtir.
Onuncu ve 20. glunlerde ePTFE eksize edilerek TGF-B1 ve kollajen miktarlari
incelenmistir. Operasyon 6ncesi radyoterapi uygulanmasinda cilt altinda TGF-B1 ve
kollajen miktarlarinin azaldigi gosterilmigtir. Radyasyonun ge¢ doneminde olusan
fibrozisi TGF-B’In reaktif artigi sonucu olabilecegi belirtilmigtir.69 TGF-B1’in, radyasyon
sonucu olusan yaralardan izole edilen insan fibroblastlarindan in-vitro kosullarda
anjiogenik blyiime faktorii olan VEGF sekresyonunu arttirdi§i gdsterilmistir.”

TGF-B, radyasyon harici olusan diger kronik vyaralarin iyilesmesindeki
gecikmeden de sorumlu tutulmaktadir. Kronik yaralardan elde edilen insan fibroblast
kaltarlerinde TGF-B salinimini indikleyen genin ekspresyonunda azalma oldugu
immunhistokimyasal ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) teknikleri ile

gosterilmistir.”
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Hucrelerin kemotaksisinden, ekstraselliler matriks olusumundan sorumlu olan
ve endotel hicrelerinden salinarak anjiogenez arttiran bFGF, radyasyon sonrasinda
yara iyilesmesindeki gecikmeden sorumlu tutulan bir diger blyume faktorudur.
Domuzlar tzerinde radyasyon uygulamasi sonrasinda flep viabiliteleri incelendiginde,
intradermal uygulanan bFGF’nin neovaskularizasyonu ve flep viabilitesini arttirdigi
gosterilmistir.”>"® bFGF’nin intravaskiler yoldan uygulanmasinda da endotel
hiicrelerinde apopitoz orani azalmistir.”

Ratlarin mandibulasina radyasyon vererek yapilan kemik i1sinlama modelinde
ise bFGF’nin anjiogenezi artirici etkisi sonucu vital kemik hlcresi sayisinin ve kemik
kalsifikasyonunun artigi gosterilmistir. Elde edilen sonuglar kemik icin rejenaratif olan
kemik morfojenik proteini (BMP) uygulanmasi sonucunda elde edilen sonuglara
benzer olarak bulunmustur.”

Ratlarin sirtinda 2500 cGy isinlama ile olusturulan bagka bir ¢alismada lokal
uygulanan TGF-B ve FGF etkileri incelenmistir. Blyime faktorlerinin beraber veya
tek bagina uygulanmasinda doku gerilim kuvvetinin arttigi gosterilmistir. Histolojik
incelemelerde ise tedavi uygulanan gruplarda kollajenin daha duzenli olustugu
saptanmistir.”” intestinal sistemde yapilan radyasyon c¢alismalarinda ise FGF’nin
epitel hlcrelerinde apopitozu azaltarak barsak epiteli Uzerinde radyasyona karsi
koruyucu etkisi oldugu gésterilmistir.”®

Yara iyilesmesinde gorev alan huicreleri uyarmak amaciyla rekombinant insan
granulosit koloni stimule edici faktor (rhG-CSF) ve rekombinant insan makrofaj
stimlle edici faktér (rhM-CSF) radyasyon sonrasi olusturulan rat yara modelinde
kombine olarak uygulanmasinin kollajen sentezini arttirarak yara iyilesmesinin
hizlandirildigi gosterilmigtir. Bu stimule edici faktorlere TGF-B’'y1 artirmak amaciyla
TGF-B reseptor kinaz inhibitori eklendiginde yara gerim kuvvetinin daha fazla arttigi
saptanmistir.”®

Radyasyon hasari modellerinde yara iyilesmesini olumlu yonde etkiledigi
gosterilmis diger maddeler, oksidatif hasari Onleyici etkisi olan bitkisel ilaglar ve
dolasimdaki Ki kokenli kdk hiicreleri aktive eden néron bllyiime faktériidir(NGF).8%82

Son galismalar yara iyilesme periyodunun belli bolimune etkilemek amaciyla
azalan madde veya hucrenin verilmesi yerine sistemik veya yara bolgesine kok hicre

uygulamalari Uzerinde yogunlagsmistir Kok hacrelerin diferansiyasyon, sitokin ve
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bayume hormonlari salgilama ve doku igindeki diger kok hucreleri aktive etme
Ozellikleri sayesinde yara iyilesmesinde etkili olduklari gosterilmistir. Normal yara
iyilesme siirecinde de degisik bdlgelerde yerlesen kok hiicreler gérev almaktadir.®®
Epidermis bazal tabakasinda ve kil follikilleri etrafinda yerlesen kok hucreler
yaralanma sonrasinda mikro ortamlarindaki degisik sonucunda diferansiye olarak
dokunun iyilesmesinde goérev almaktadirlar.®*®® Ayrica yaralanma sonrasi damar
cevresinde yer alan kdk hiicrelerin ve dolasimdaki Ki kaynakli kdk hiicrelerin,
yaralanma bdlgesine yonlenerek fibroblast ve myofibroblast yoninde diferansiye
olduklari ve yara iyilesmesinde rol oynadiklari gdsterilmistir.23#%®® Radyasyon hasari
olusturulan rat modelinde immunfluoresan olarak isaretlenen Ki kdkenli MKH’ler
intraven6z yoldan uygulanmigtir. Yara yerindeki hucrelerin %14’Gnu isaretlenmisg
hdcreler oldugu g('jsterilmi§tir.87 Dolagimdaki kok hicrelerin yara yerine yonelmesinde
TGF-B ve bFGF’nin etkisi bulunmaktadir.®®

KOk hucreler, embryonik ve non-embryonik kOk hucreler olmak Uzere ikiye
ayrilmaktadir. Embryonik kok hacrelerin 1980’li yillarda bulunmasina ragmen etik ve
yasal kisittamalar nedeniyle rejenaratif tipta kullanima girememistir.2’ Bu hiicrelerin
her tir dokuyu olusturabilecek hicrelere yonlenme kapasitesi vardir. Embryonik kok
hicre c¢aligmalari ulusal yoOnetimler seviyesinde izin alinmasi sonucu
yapilabilmektedir. Tibbi agidan bu hiicrelerden tiimér gelisme riski yiiksektir.*° 2009
yiinda Ataksi-Telanjektazi tanili bir hastada embryonik kdk hicre uygulamasi
sonrasinda beyin ve spinal kordda teratom olusumu goézlenmigtir. Embryonik kok
hicrelerin yan etkileri tam olarak ortaya koyulmamasi arastirmacilarda non-
embryonik kok hucrelerin kullaniminin daha guvenli ve etkin olacagi dusuncesini
uyandirmistir.®’

Yetigkin kok hicreler, non-embryonik kdk hicre grubunda yer alir. Bu hiicreler
morfolojilerine, yuzeyel isaretleyicilerine diferansiyasyon potansiyellerine gore
mezenkimal kok hucre, hematopoetik kok hlcre ve endotelyal progenitor hicre gibi
alt gruplara ayrilirlar. YKH’lerin temel goérevi bulunduklari ortamda olusacak
hasarlardan sonra dokuyu tamir etmek ve doku butlinliglnin devamini saglamaktir.
Bu hcrelerin farkl hicrelere diferansiye olabilme ve sonsuz bélinebilme o6zellikleri
vicudumuzda bulunan somatik hiucrelerden temel farklaridir. MKH’ler, birgok dokuda

bulunurlar ve uygun sinyal olusuncaya kadar farklilasma gostermezler.?*%
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In-vitro ortamda incelendiginde MKH’ler diger hicrelerden farkli olarak plastik
yuzeye yapisabilme oOzelligi vardir. MKH’leri tespit edecek spesifik olmamasina
ragmen bazi antijenlerin ekspresyonunu gerceklestirdikleri gosterilmigtir. Ancak
MKH’ler higbir sekilde CD14, CD19, CD34, CD45 ve HLA_ DR eksprese etmezler. Bu
antijenlerin  akim sitometri veya immunositokimyasal olarak goOsterilmesi
mimkiindiir.3°"*® MKH’lerin uygun ortamda mezoderm kaynakli adiposit, kondrosit
ve osteositlere diferansiye olabilmelidirler.*” Ayrica MKH’lerin hepatosit, fibroblast,
kas, sinir ve epitel hlcresi gibi farklhh germ tabakasindan kdken alan hucrelere
donlsebilme ozelliklerine ‘trans-diferansiyasyon’ adi  verilmistir.®**"% CTGF
kullanilarak insan MKH’lerinin fibroblasta diferansiye olabilecedi ratlar Uzerinde
yapilan deneysel calismada gdsterilmistir.%*

Calismamizda elde ettigimiz ADAS’larin yluzey adezyon molekuli olan CD29
(B1-integrin) ve CD54 (ICAM-1) ekspresyonlarini in-vitro ortamda immunsitokimyasal
olarak degerlendirdik. Hucrelerin bu antijenleri eksprese ettigini flioresan mikroskop
altinda saptadik. Ayni hucrelerin hematopoetik isaretleyiciler olan CD14 ve CD45’i
eksprese etmedigini gosterdik. Ayrica elimizdeki ADAS’larin MKH olduklarini
gOstermek icin adipogenez ve osteogenez yonlerine diferansiye ettik. Adipositlere
diferansiye edilen hicrelerde 6nceki calismalarda belirtildigi gibi 1s1k mikroskobu
altinda 10. gunde vakuolleri g('jzlemledik.95 Kolesterol ve triagilgliserol esterlerini
boyamas! sonucu yag birikimini gdsteren Red-Oil boyasi®® ile hiicreleri 21. giinde
boyadigimizda vakuollerin yag vakuolu oldugunu goéstererek hicrelerin adipogeneze
yonlendiklerini  kanitladik.  Osteogeneze yonlendirdigimiz  hucrelerde  isik
mikroskobunda belirgin bir bulgu izlemedik ancak kalsiyum depozitlerini Alizarin-Red
ile  boyadigimizda osteojenik diferansiyasyonun gergeklestigini  gosterdik.
Diferansiyasyon ve antijen galismalarimizi ticari rat mezenkimal kdk hicrelere de
uyguladik ve 21 gun sonunda ADAS’lardan elde ettigimiz sonuglara benzer 6zellikte
oldugunu gozlemleyerek deneyde kullandigimiz hicrelerin MKH oldugunu kanitladik.

Kemik iliginde 1960l yillarda kok hucrelerin gosterilmesi ardindan yara
iyilesmesindeki etkilerini gostermek amaciyla Ki kékenli MKH'ler kullanilarak birgok
calisma yapilimistir.?%?* Dantzer ve ark. 18 Gy ile ratlari isinlama ardindan Ki kékenli
MKH’lerin intradermal enjeksiyonunun doku gerilim kuvvetini arttirdigini gostermistir.

Bagka bir ¢alismada ise karin bélgesinde fasya ve cilt insizyonu iyilesmesinde Ki
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kokenli MKH’lerin lokal enjeksiyonunun kollajen olusumunu ve organizasyonunun
arttirdigi gosterilmistir.®’

MKH’lerin yara iyilesmesini arttiran bir faktor de ylksek anjiogenik etkileridir.
Yara yerine uygulanan Ki kékenli MKH’lerin %1’inden daha az bir kisminin endotel
hicrelerine diferansiye olmasina ragmen bu hicrelerin yliksek anjiogenik etkilerinin,
VEGF, anjiopoetin-1 ve bFGF gibi anjiogenik faktorler salgilamalari yaninda
dolasimda ve bdlgesel yerlesimli kok hiucre ve progenitdr hiucreleri aktive etmeleri
sonucunda olustugu deneysel iskemi ve diyabet modellerinde gdsterilmistir.2+981%
MKH’ler ayrica MMP-9 miktarini artirarak yara vyerindeki hucrelerden VEGF
salinimini  arttirmaktadir.”®’ Bu hiicreler ayni zamanda yara iyilesmesinde
keratinositlere  diferansiye  olarak ve EGF salgilayarak epitelizasyonu
hizlandirabilmektedirler.100:102

Ki koékenli MKH'lerin bu kadar ¢ok avantaji olmasina ragmen klinikte kullanim
amaciyla dusunuldigunde elde edilmesi icin invaziv ve agrili bir girisim olan kemik
iligi biyopsisi yapilmasi gerekmektedir. Vucutta bol miktarda bulunan yag
dokusundan liposaksin gibi daha az invaziv yontem sonucunda elde edilmesi ve
doku basina disen MKH sayisinin fazla olmasi kok hicre tedavilerinde kemik iligi
kaynakli MKH’lere goére ADAS’lari avantajli kilmaktadir. Taze yag dokusundaki
nikleuslu hiicrelerin - %27’si kok hicredir. Ki'nde bu oran %0,001-0,004
arasindadir.'® Ki kékenli MKH’lerin ve ADAS’larin bilylime kinetikleri, salgiladiklari
sitokinler ve ¢ok yonll diferansiyasyon kapasiteleri arasinda fark bulunmamaktadir
ve her iki kok hiicre grubunda diisiik telomeraz aktivitesi mevcuttur.2430:95104

Yag dokusunun kuglk pargalara ayrilmasi ve enzimatik sindirime maruz
birakilmasi sonucu elde edilen SVF, endotel hucreleri, perisitler, preadipositler ve
cesitli stromal progenitdér hicreler icermektedir. SVF igerisinde bulunan stromal
progenitor hucreler, uygun sartlar ve mikrogevre altinda adipojenik, osteojenik,
kondrojenik, miyojenik ve norojenik farklilagmaya ugrayabilmektedir. SVF icinde
bulunan ve erken vaskiiler éncii hiicresi olarak gorev yapan hiicreler mevcuttur.'®
Kilture edilmis ADAS'lar ile karsilastirildiginda SVF homojen hilcre yapisina sahip
degildir ve icerdigi kdk hicre kultlre edilmis ADAS’lar kadar yogun olmamaktadir. Bu
hicrelerin de anjiogenik etkisi olmasina ragmen verilen miktarin kantitatif olarak

belilenememesi dezavantajidir.>"'%® Rigotti ve ark. radyoterapinin gec dénem
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komplikasyonlari olan skar, kontir bozuklugu ve kronik yarasi olan 20 hastada SVF
ile zenginlestiriimis lipoaspirat uygulamasi sonrasinda neovaskularizasyonda ve yara
iyilesmesinde artis gc'jzlemlemigtir.107 Hucreden zenginlestiriimis lipotransfer adini
verdigi bu teknik fasiyal lipo atrofi ve yumusak doku dolgusu amaciyla

kullanilmistir.®

Lumpektomi ve mastektomi sonrasi radyoterapi uygulanan
hastalarda protez ile meme rekonstriksiyonu 6ncesinde ve sonrasinda yag grefti
uygulamasinin, yag dokusu igindeki kok hucrelere bagli olarak komplikasyon
oranlarini azaltici etkisini gésteren yayinlar mevcuttur.'®®°

ADAS'lar, endotel hlcresine diferansiye olarak ve VEGF, FGF, TGF- ve HGF
gibi anjiogenik etkili buUyume hormonlari salgilayarak neovaskularizasyonu

38,59,60,111-113

arttirmaktadir. Bu hicrelerin endotel hlcresine ve keratinositlere

diferansiye olabildikleri yesil flioresan protein (GFP) ile isaretlenmis ADAS

uygulamasi sonucunda gdsterilmistir.>®

ADAS’lardan keratinosit blyume faktorl
(KGF) sekresyonu epitelizasyonu artirmaktadir.®*° ADAS’larin anjiogenik etkileri
ratlar Uzerinde yapilan iskemi modellerinde ve random paternli fleplerde saptanmistir.
Ratlarin sirt bolgesinden random paternli flep bazina ADAS uygulamasi sonrasinda
flepte nekrozun daha az oldugu ve histolojik olarak kapillerlerin yogun ve c¢apinin

daha fazla oldugu gosterimistir.®™"

Biz de calismamizda Grup 4b’de
transilliminasyon ile skar etrafinda yogun bir kapiller ag gozlemledik. Histolojik
incelemelerde kontrol grubu ile karsilasgtirldiginda kapiller sayr ve c¢ap artisi
belirgindi. immunhistokimyasal olarak VEGF'i inceledigimizde yagd grefti, SVF ve
ADAS uyguladigimiz gruplarda kontrol grubuna gore belirgin derecede ylksek
oldugunu saptadik. Grup 3’Un doku kopma testleri, histolojik parametreleri ve
immunhistokimyasal boyama sonuglari kontrol grubuna goére ylksek bulunmasina
ragmen Grup 4’ten daha duasuk olmasi, SVF’nin anjiogenik etkisinin, kok hucre
sayisinin kantitatif olarak disik olmasi nedeni ile kok hicre kualtiri kadar etkili
olamadigini dusundurdu. Uygulanan kok hucre sayisinin artmasina bagli daha fazla
etki izlendigini fareleri ultraviole B (UVB) ile 1sinlama sonrasinda farkl sayida ADAS
uygulayan Kim ve ark. gdstermistir. Yiiksek miktar olarak tarif ettikleri 10° ADAS
uygulanan grupta dermis kalinhgini ve kollajen miktarini, 10® ve 10* ADAS

uyguladiklari gruplardan daha fazla oldugunu saptamislardir.”**
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Diferansiyasyon ve sekresyon haricinde yara iyilesmesini arttirici baska bir
faktor ise diger MKH’ler gibi ADAS’larin ortamdaki hucreleri uyararak parakrin etki
gostermeleridir. Dermal fibroblastlari uyararak kollajen sentezini arttirdiklari in-vitro
ortamda gdsterilmistir."'®

Grup 4’te 28 guin sonunda tlylenme miktarinin diger gruplara oranla daha fazla
oldugunu izledik. Histomorfolojik olarak ta kil follikili sayisi Grup 4b’de daha
fazlaydi. Bu bulgular, daha onceki calismalarin 1giginda ADAS’larin kil kdkunde
yerlesen kok hucreleri uyardigini ve ayni zamanda ortamdaki FGF gibi buyime
faktorlerini arttirarak kil folikiillerinin apopitoz oraninin azalttigini distindiirdii.®>'®

Radyasyon sonucu ortamda artan serbest oksijen radikalleri DNA hasari
yaratarak saglikli hdcrelere zarar vermektedir ADAS’lar dermal fibroblastlari ve
keratinositleri uyararak antioksidan enzimlerin salinimini arttirmaktadir. ADAS’larin
kendisi de superoksit-dismutazin subtiplerini sekrete ederek serbest radikallere karsi
hiicreleri korumaktadir.>®

ADAS’larin proliferasyon kapasitesi hipoksik ortamda artis gostermektedir.
Ratlarda olusturulan yara modelinde hipoksik ortamda kuiltire edilen ADAS’larin
normoksik ortamda kultire edilenlere gore yara alaninin %27 daha fazla kaguldugu
g6zlemlenmis ve bu grupta VEGF, bFGF ve IGF-1 buyume faktorlerinin
sekresyonunun up-regiilasyonuna bagli arttigi  gosteriimistir.*’  Radyoterapi
uygulanan doku ve gevresinde hipoksik, hiposelltler ve hipovaskuiler ortam olustugu
g6z 6niine alindiginda ADAS’In yararli olacagi diisiiniilmektedir.""”

ADAS’larin  yara yerine lokal uygulanmasi neovaskilarizasyonu ve
reepitelizasyonu hizlandirmaktadir. Ancak hicrelerin intradermal yoldan enjeksiyonu
genis alanda etkisini gosterememesine neden olabilir. Chunlei ve ark. ADAS’lari
aselliler dermal matriksten olusan skafold kullanarak sekonder yara iyilesmesini
arttirdigini gostermistir.? Calismamizda ADAS’larin 6 cm. boyunda primer yara
iyilesmesini inceledigimiz i¢in hucreleri branul yardimi ile olusturulan posa enjeksiyon
olarak uyguladik. Daha once tariflenmemis bir sekilde branulli dorsal faysa altindan
olusturulan posa vyodnlendirerek disariya enjeksiyon sonrasi kagak olmasini
engelledik. Sonu¢ olarak radyasyondan etkilenen alana ve insizyon skari altina
hicreler homojen olarak yayilmasini sagladik. Hucrelerin erken donemde beslenme

sorunu yasamamalari icin DMEM solUsyonu iginde enjekte edildi. Grup 3’te branulu
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ratlara sutir ile sabitledik. SVF elde etmek icin gerekli olan 4-6 saat icinde ratlarda
anestezi etkisi gectiginden dolay! branul sabitlemesi ayni gun i¢inde 2. kez anestezi
uygulama ihtiyacini ortadan kaldird1.

Primer yara iyilesmesi sirasinda fibroblastlar tarafindan Gretilen kollajenin

artmasi sonucunda skar dokusunun kalitesi artmaktadir.'®'

Artan kollajen
biyomekanik yontemlerle, kollajen gen ekspresyonunun olgumu ile veya
histomorfolojik olarak gosterilebilir. Dokuda alan basina dusen gerilim kuvvetine doku
gerilim kuvveti (tensile strength) adi verilmektedir. Yara dudaklarinin ayrilmasi igin
gereken kuvvet ise kopma kuvveti (breaking strength) olarak adlandirilir.’®'®
Ratlardan aldigimiz dokularin boyutlarinin esit olmasi ve kopma testi kiskaglarina
skardan ayni uzaklikta baglamamizdan dolay! uygulama sirasinda ornekler arasinda
fark olmamistir. Sonuglar karsilastirdigimizda tam gruplarin 14. ve 28. gunler
arasindaki artis, bu dénemde kollajen Uretiminin arttigini yansitmaktadir. 14. ginde
kontrol grubuna gore anlamli ylkseklik saptanmayan SVF ve yag grefti uygulanan
gruplarin kopma kuvveti degerlerinin 28. ginde daha fazla artis gOstermesi bu
gruplarda kollajen yapiminin daha fazla arttigini yansitmaktadir. Ancak hem 14. hem
de 28. gunlerde kuiltire ADAS uygulanan grubun degerleri tim gruplardan yuksek
olarak saptanmistir. immunhistokimyasal olarak kollajen énciisii prokollajen tip-1’in
Grup 4b’de yogun saptanmasi ve histomorfolojik olarak Grup 4b’de daha duzenli
kollajen diziliminin gorllmesi kulture ADAS’larin kollajen sentezini arttirdigini

gOstermektedir.

8. SONUG ve ONERILER

Calismayi radyasyon sonucu etkilenen dokuda azalan molekillerin yerine
konulmasi veya etkilenen hicrelerin sayisinin arttiriimasi yerine, fibroblast ve endotel
hicrelerine diferansiye olma 6zelligi yaninda buyume faktort salgilayan ve parakrin
etki ile diger hucreleri aktive eden ADAS uygulanmasinin daha etkili olacagini
dusunerek planladik. Standart bicimde her sicaninin dorsal cildinde 8x3 cm.lik alana
2500 cGy radyasyon dusurecek bir dizenek olusturduk. Ratlarin inguinal
bdlgesinden alinan yag dokusundan elde edilen erigkin kdk hucrelerin, radyasyon

uygulanan alandaki primer yara iyilesmesi Uzerine etkisini inceledik. In-vitro ortamda
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cok yonllu diferansiyasyon 0Ozelligi ile beraber hicre vylzeyel isaretleyicilerini
gosterdigimiz ADAS’larin, radyasyon uygulanan alanda insizyon skari iyilesmesinde
olumlu etkisi oldugunu biyomekanik, histomorfolojik ve immunhistokimyasal olarak
g6zlemledik.

Radyasyon radyosensitif timorlerde timor miktarini azaltmasina ragmen
insizyon yarasinin iyilesmesinde goérulen komplikasyonlar nedeni ile preoperatif
uygulamasi kisitlanmaktadir. Oysaki melanom harici deri tumorlerinin %90’ini
olusturan bazal hucreli karsinom (BHK) ve skuamo6z hacreli karsinom (SHK)
radyosensitif tumdrlerdir. Radyasyon, bu timoérlerde cerrahi sonrasi rekkirensi
azaltmak amaciyla veya cerrahiye uygun olmayan hastalarda ise palyatif olarak

uygulanmaktadir.®?°

. Elektron 1gsinlamasi sonucunda BHK igin %96 ve T3'ten
kiiciik SHK icin %93 gibi lokal kontrol saglanabildigini gdsteren yayinlar mevcuttur.'?’
Ancak radyoterapi uygulamasinin, cerrahi tedaviye goére bir Gstinliginin olmamasi
ve radyasyon sonrasinda yara iyilesmesi sorunlarinin gozlenmesi cilt tumorleri
tedavisinde operasyon 6ncesi radyoterapi uygulamasi giindeme gelmemektedir.'??
Cilt timorlerinde preoperatif radyoterapi uygulamasi, cerrahi eksizyon sinirlarini
azaltarak daha basit rekonstriktif segenekler ile tedavi imkani saglayabilecektir.

Elde edilebilmesi i¢in uzun sureli pasajlar gerektirmesi, maliyetinin yUksek
olmasi ve Ozel merkezler gerektirmesi, kultire MKH’lerin klinikte kullanimindaki
dezavantajlari olusturmaktadir. MKH’ler yara iyilesmesi ve diger rejenaratif
uygulamalarda yararli oldugu gdsterilmesine ragmen yan etkileri tam olarak ortaya
koyulamadigindan klinikte rutin uygulamalara gegilememigtir. Bu hucrelerin kendini
yenileyebilme ve sonsuz bolunme o6zelliklerinden dolay! tumor gelisme potansiyeli

bilinmemektedir.'?

Kanittanmamasina ragmen solid organ ve kemik iligi
transplantasyonu ardindan goértlen malignitelerin  MKH’lere bagl olabilecegini
disunen arastirmacilar mevcuttur. Ayrica in vivo olarak fare kokenli ADAS’larin 4
aydan uzun sireli pasajlanmasinda malign transformasyonu saptanmistir. insan
MKH ile yapilan galismalarda malign transformasyon, malign hicreler ile kontamine
hiicre kiltiirleri haricinde gdsterilememistir.30:90:10%.124

Daha genis calismalar ile ADAS’larin timor hicreleri Gzerinde etkilerinin ve in

vivo kosullarda davranislarinin belirlenmesi ardindan vicutta bol miktarda bulanan
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yag dokusundan elde edilecek erigkin kok hlcreler ile preoperatif radyoterapi sonrasi

cerrahi uygulamalarin daha guvenli olacagini disunmekteyiz.
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