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Stro-1: Kemik iligi Stromal Hiicre Antijeni
Thy-1: Hucre Yuzey Antijeni

TRA1: Kok Hucre Belirteci

TNF: Tumor Nekrozis Faktor

TGF: Donusturtcu Buyume Faktord

VEGF: Vaskuler Endotelyal Buylime Faktoru



. GIRIS

Deri, vicudun i¢ ortaminin batinligunin korunmasinda hayati bir rol
oynar. insan viicudunun en genis organidir ve kaybi yasamla bagdasmaz (1).
Dunya ¢apinda artmis endustriyel kazalar sonucu olugan yanik veya deri
yaralanmalari énemli bir saglik problemi haline gelmistir. Derinin olusturdugu
bariyerin yanik, travma veya herhangi bir dermatolojik hastaliga bagl akut
veya kronik kaybi organizmanin batunltgu igin basit doku onarim iglemini
gerektirir (2). Rejeneratif tibbin deri greft ve doku muhendisligi
arastirmalarinin buyuk bir kismini erigkin ve embriyonik kdk hucrelerin
kullanimi olugturmaktadir.

Fare embriyonik kok hicreleri pluripotent kok htcreler olup blastokistin
ic hucre kitlesinden elde edilir. Uygun kultar ortami saglandiginda bu hicreler
farkhlasmadan ¢ogaldiklar gibi, ortamin degistiriimesi ile bu hicrelerin
farkhlasmasi da saglanabilir.

Son 30 yilda deri yerine gegebilecek birgcok materyal gelistiriimistir.
Ideal olan yara kapatici, sivi kaybini ve infeksiyon riskini azaltmali ve yara
iyilesmesini kolaylastirmalidir (1). Bu nedenle embriyonik kék hticrelerin
farkhlasabilme 6zelliklerinden yararlanilarak doku hasarinda daha hizli
iyilesmenin saglanmasi ve/veya yanik gibi bircok deri travmalarinda
keratinositlerin farkhlastiriimasi ile elde edilen otolog ve allojenik deri
greftlerinin yara tamirinde kullanilmasi ile uygulanan tedavilere yonelik
caligsmalar son yillardaki en onemli arastirma konularindandir.

Bu calismada, keratinositlere farklilastirilan fare embriyonik kok
hdcrelerinin, farede olusturulan cerrahi yara modeline transfer edilerek yara

iyilesmesi ve molekuler duzeydeki farkliliklarinin arastiriimasi planlandi.



ll. GENEL BILGILER

2.1. Kok Hiicre

Kok hucreler, bolunebilme ve kendini yenileyebilme yetenegi olan,
Ozellesmemis, farklilasabilen, hasar goren bir dokuya nakledildiginde dokuyu
islevsel olarak ¢ogaltabilen, in vivo ortamda doku hasarinin olmadigi
durumlarda bile hucrelerin farkhlagsmalarini saglayabilen hicrelerdir (3, 4, 5).
Kok hucreler vicudumuzda batin dokulari ve organlari olusturan ana
hicreler olup henlz farkhlagsmamis olan bu hicreler sinirsiz bélinebilme ve
kendini yenileme, organ ve dokulara déntsebilme yetenegine sahiptir (6). Bu
Ozellikleri bakimindan kok hucreler hastaliklarin tedavisinde veya doku
tamirinde kullanilabileceginden yola ¢ikilarak, kanser, sinir sistemi hastaliklar
(Alzheimer, Parkinson vb.), metabolik hastaliklar (Diabet vb.), organ
yetmezlikleri, romatizmal hastaliklar, kalp hastaliklari, kemik veya ortopedik
hastaliklar, deri kaybina neden olan bir cok durum (travma, yanik,
dermatolojik hastaliklar) gibi birgok alanda 6nce deneysel modellerde,
glinumuzde ise klinik olgularda kullanilmaya baslanmistir (7). Ancak, organ
veya doku nakli gerektiren hastalarin ¢oklugu, uygun organ ve dokunun her
zaman bulunamamasi, immunorejeksiyon gibi sorunlarla surekli
karsilagiimaktadir (8). Bilim ve teknolojideki son gelismeler dogrultusunda
kok hucrelerin bu alanda kullaniimasi gundeme gelmigtir.

K&k hicreler farkhlagsma yeteneklerine gore totipotent, multipotent ve
pluripotent olarak siniflandirilirlar (Resim 2.1) (5). Totipotent hicreler, sinirsiz
farklilagsma ve farkli dokulara yonlenebilmelerinden dolayi vicuttaki tim
hicrelere donusebilecek potansiyele sahip embriyonik hicrelerdir (3, 8). Bu
hdcreler, embriyonik ve embriyo digi yapilari olugturabilme yetenegine
sahiptirler. Totipotent hicrelere 4 hucreden 8 hucreye kadar ki tim
blastomerler 6rnek olarak verilebilir (3). Totipotent hicreler gelismenin ileri

evrelerinde pluripotent hicrelere donusebilirler. Pluripotent hiicreler,



totipotent hucreler gibi vicudun butin hucrelerine donusmezler, fakat
vicudun birgok hicresine donusebilecek yetenektedirler. Pluripotent hicreler
embriyonun blastokist evresinden itibaren ve fétusta bulunabilen hlcrelerdir.
Multipotent hicreler gelismenin daha ileri evresine ait hicrelerdir ve
dzellesmis hiicre tiplerine farklilagabilirler. Ornegin, multipotent bir kan
hicresi diger 6zellesmis kan hicrelerine dénisebilme yetenegine sahiptir.
Multipotent hicreler ise kemik iligi stromal ve mezenkimal kOk hiucreler gibi
yetigkin kok hucrelerdir (7, 8).

Cesitli kok hiicre tipleri
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Resim 2.1: Kok hticre tipleri ve farkhlasabildikleri huicreler (9).



2.1.1. Kok Hiicre Cesitleri Ve Kaynaklari

Kok hicreler iki farkh kaynaktan elde edilebilirler;

Embriyonik Olmayan Kok Huicreler: Farklilasmig (6zellesmis)
kaynaklardan elde edilir. Multipotenttirler. Koken aldiklari 6zellesmis doku ve
iligkili diger dokular gelisir.

Embriyonik Kok Hiicreler (EKH): Blastokistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilir
(3,5 gunluk embriyo). Pluripotenttirler. Embriyonik gelisim sirecinde
dokularin temel kaynagidir. Gelistikleri 200’ den fazla farkli hicre tipi

tanimlanmistir.

2.1.1.1. Embriyonik Olmayan Kok Hiicreler

- Erigkin kok hucreleri
- Fotal kok hucreleri
- Partenot hicreleri (partenogenezis)

- Kadavradan elde edilen kok htucreler

2.1.1.1.1. Erigkin Kok Hucreleri

Erigkin kdk hucreleri, bir doku veya organdaki farklilasmig hicreler
arasinda bulunan farkhlasmamis hicreler olup, kendini yenileyip kdken
aldigi organin spesifik hiicresine dénusebilen hicrelerdir (3, 7). Eriskin kdk
hdcreleri vicutta birgok doku ve organda bulunurlar ve bulunduklari
bdlgedeki hicrelerin hasar gérmesi durumunda ¢ogalarak hasarli kismin
onarilmasini saglarlar. Yakin zamanda deney hayvanlari ile gergeklestirilen
calismalarda, bulunduklari ortama goére daha farkh hiicrelere de
donusebildikleri gosterilmis olsa da, dénusebildikleri hicre tipleri sinirlidir.

Erigkin bir kdk hiicrenin bir dokudan digerine dontisme 6zelligine plastisite



denir (5). Ornegin kemik iliginden elde edilmis kdk hiicreler deneysel
sartlarda noronlara ve beyinde bulunan diger hucrelere donusebilirler. Dogru
cevresel sartlar saglandiginda erigkin kok hucrelerin genetik olarak yeniden
programlanarak diger dokularin karakteristik 6zelligini tasidigini gosteren
kanitlar mevcuttur. Bazi bilim adamlari, erigkin kok hucresi yerine “somatik
kok hacresi” terimini kullanmaktadir (3). Bir organizma olgunlasirken, kdk ve
oncul hiucrelerin sayisi azalir. Dolayisiyla, erigkinlerdeki dokular az sayida
kok ve oncul hucre igermektedir ve bu hucreler farkl anatomik yerlesimlerle
sinirhdirlar (Resim 2.2). Olgun bir dokudaki hucrelerin ¢ogu, kendi
bulunduklari gevreye uyum saglamis, belirli fenotipik ézellikleri olan
farkhlasmis hucrelerdir. Dolayisiyla, bir organin yenilenme kapasitesi, yasla
birlikte ve etkin bir sekilde bolunebilen kok ve dncll hucrelerin sayisiyla
orantili olarak azalir. Bu sinirlamalarla birlikte vicut, dokularin yerine
konulmasi ve yenilenmesi icin iki blyuk strateji gelistirmistir. Birincisi,
farkhlasmis ve islev géren hicrelerdeki cogalma kapasitesidir. Hasar sonrasi,
o bolgede hicre kaybinin sinirli bir sekilde yerine konmasini yonlendirmeye
yetecek duzeyde mitojenlerin salindidi ve bdylece hlcre bolinmesinin
uyarildigl karaciger, iskelet kasi ve damar endotel hucreleri bu gruba

girmektedir.
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ikincisi ise, béliinebilen kok hiicrelerden gelen yeni nesil hucrelerin,
farkhlasmig htcrelerin yerini almasidir. Kan hicreleri buna érnek olarak
verilebilir. Butun hematopoietik hucreler, kendisini yenileyebilen, sinirli
sayidaki gogalma potansiyeline sahip hiucrelerden olusurlar ve bu hicreler,
olgun kan hucrelerine farklilagmayi kontrol eden uygun sitokinlerin etkisi
altindadir (3).

Eriskin kok hucreleri agagidaki gibi siniflandiriimaktadir.
| — Hematopoietik Kok Hucreler

a — Kemik iligi Kok Hucreleri

b — Periferik Kan Kok hucreleri

c — Gobek Kordon Kani Kok Hucreleri

II — Stromal (Mezenkimal) Kok Hucreler

Il — Organlarda yerlesik diger erigkin kdk hicreleri

I — Hematopoietik Kok Hucreler (HKH)

Pek ¢ok hastaligin gunun birinde kok hucre tedavisiyle
iyilestirilebilecegine yonelik beklentiler, kemik iligi nakillerinin [6semi, kalitsal
kan hastaliklari ve bagisiklik sistemini ilgilendiren hastaliklarda ortalama
yasam suresini uzatmasina iliskin birgok arastirmaya dayanmaktadir.
Yaklasik kirk yil dnce, elde edilen basarili sonuglardan sorumlu birincil htcre
tipi, hematopoietik kok hucresi olarak tanimlanmistir. Hematopoietik kok
hicrelerinin kemik iliginde surekli olarak kendilerini yenileyebilme ve kanda
bulunan hcre tiplerine farklilagabilme yetenekleri, bunlari temel erigkin kok
hiicresi sinifina sokmaktadir (3, 10, 11, 12, 13). insan hematopoietik kdk
hlcrelerin hiicre yiizey antijen ekspresyonu CD34" ve CD38™ dir (5, 10, 11,
12, 14). Kemik iligi stromal hucreleri denilen ikinci bir grup hicreler ise
onceleri hematopoezi induklemek amacl kullanilirken, sonralari osteositlere,

kondrositlere, tendinositlere, yag dokusu hucrelerine ve duz kas hucrelerine



donusebildikleri gosterilmigstir (3, 13, 15). Kemik iligi stromal htcreleri
mezenkimal kok hucreleri ve multipotent erigkin progenitor hucreleri igerir
(14). Hematopoietik kok hlcreleri, erigkin insanlardan izole edilebilen az
sayidaki kok hicrelerdendir. Esas itibariyle, kemik iliginde yerlegik olan
hematopoietik kok hucreler normalde fotustun karacigerinde, dalaginda,
gbbek kordonunda, plasentada ve eriskin periferik kaninda bulunurlar (3, 12,
13). Hematopoietik kdk hiicre kaynaklari; kemik iligi, periferik kan ve gdbek
kordon kanidir.

A — Kemik iligi Kok Hiicreleri

Kemik iligi kok hacreleri, dnceleri basta I6semiler olmak Uzere ¢esitli
hastaliklarda kan sistemini tekrar elde etmek amaciyla kullanilmigtir. Bugin
ise, l6semiler disinda solid organ timoérlerinde, dogumsal genetik
hastaliklarda ve bazi edinsel kan hastaliklarinin tedavisinde kullaniimaktadir
(Resim 2.3) (3, 10, 14).
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Resim 2.3: Kemik iligi kaynakli kok hiicreler ve farkhlasabildikleri
hucreler (16).



B — Periferik Kan Kok Hiicreleri

Hematopoietik sistemin yeniden kurulmasina iligkin, kemik iligi kok
hucrelerinin klinikte alternatifi olarak son 10-20 yildir periferik kan kok
hicreleri de kullanima girmistir (10). ilk bagarili periferik kan kék hiicre nakli,
1985’ te kronik miyeloid |6semili bir hastada yapilmistir. Ozellikle,
lenfomalarda, bazi solit timdrlerde, multiple myelomda ve I6semilerde énemli
bir tedavi yontemi olmustur (3, 10). Bu tur hastaliklarda periferik kan kok
hidcrelerinin kullaniminin avantajlari; dusuk tumor hicresi kontaminasyon
riski, genel anestezi riskinin olmamasi, girisimsel bir islem gerektirmemesi,
poliklinik sartlarinda uygulanabilmesi, hizli engrafman (yerlesim), yineleyen
ototransplantasyonlarin mimkuin olmasi, hastanede yatis slresinin az
olmasi, daha ucuz ve konforlu olmasidir. Ozellikle, hiicre ayrigtirma
tekniklerinde olusan gelismeler ve hematopoietik blytme faktorlerinin
mobilizasyon tekniklerine girmesiyle periferik kandan elde edilen kok
hdcrelerin oranini arttirmak ve yeterli sayida kok hicre toplamak mumkuin
olmustur. Dolayisiyla, klinik nakilde kullanilan insan hematopoietik hicrelerin
birincil kaynaklari arasina periferik kan kdk hucreleri (PKKH) de girmistir
(Resim 2.4). Hastada kronik fazin tekrar elde edildiginin gértilmesinden
sonra, PKKH’ lerinin kullanildidi otolog transplantasyonlarda blyuk bir artis
olmus ve gittikge otolog kemik iligi naklinin yerine kullanilir duruma gelmistir.

Kemoterapi Radyoterapi

Hasta iyilesme

Nakil

Kemik iligi,Gébek Kordonu Kani

veya Periferik Kan Temin Ediliyor.
Hdcreler
Hazirlaniyor

Depolama

izolasyon

Resim 2.4: Hematopoietik kdk hiicrelerin tedavide kullaniimasi (9).



C — Gobek Kordonu Kani Kok Hiicreleri

Gobek kordon kani 6nemli bir kdk hiicre kaynagidir ve kok hicre
kaynagi olarak dunyada 1988 yilindan beri kullaniimaktadir (17, 18). Bu
hucreler degisik hucre tiplerine farklilasabilir ve gogalabilir (18). Gobek
kordon kani kok hicre kaynagi olarak kemik iligine gore daha guglu bir
alternatiftir. Kordon kaninin igerdigi kok hicrelerin yeterliligi, invaziv olmayan
yontemlerle elde edilmeleri, kultirde daha uzun sure yasamalari, graft versus
host hastaligi insidansinin azhgi ve diger allojenik HKH kaynaklari (kemik
iligi, periferik kan) ile karsilastirildiginda bir veya iki HLA uyumsuziugunu
daha iyi tolere edebilir olmasindan dolayi avantajlidir (18). Sagladidi bu
ustunlukler dogrultusunda gébek kordon kani toplanmasi, bankaciligi ve bu
hdcrelerin tedavide kullanimi butin dinyada yaygin olarak kullaniimaya
baslanmistir. Bunun yani sira spesifik dondrden sadece tek bagisin
kullanilabilir olmasi, kordon kani unitesinde limitli sayida HKH bulunmasi,
hematolojik ve immun engrafman olusumunun gecikmesi ve buna bagli
olarak infeksiyon, kanama ve erken mortalite riskinin artmasi dezavantajidir
(18). Az sayida kok hlicre icermesi nedeniyle yetiskinlerde ¢ocuklardaki
kadar yaygin kullanimi yoktur. Kordon kani umblikal venden veya dogumdan
hemen sonra ayriimig plasentadan toplanir. Kok hacreler ayristirilir. Uygun
teknikler kullanilarak - 196° C derecede sivi nitrojende dondurulur ve
dondurulan hicreler daha sonra gerek duyuldugunda ¢ozulerek tedavide

kullanilir. Bu iglemler i¢in, 30-60 ml kordon kani alinmasi yeterlidir (3).

Il — Stromal (Mezenkimal) Kok Hucreler

Kemik iliginin hematopoietik kok hucrelerine ek olarak mezenkimal kok
hicreleride igerdigi gosterilmistir (13-15, 19, 20). Fibroblast benzeri
morfolojiye sahip, koloni olarak ¢ogalan, kemik, yag veya kartilaja benzeyen

hicrelere farklilasma yetenegi olan hicrelerdir (Resim 2.5) (13, 15, 19, 20).



Yapisan hucre kolonileri ilk olarak koloni olusturan fibroblastlar (colony
forming unit fibroblastlar: CFU-F) olarak tanimlanmistir (13,19). Bu hlcreler
daha sonra kendini yenileme ve mezenkimal hicre serilerine in vivo ve in
vitro farklilagma yeteneklerine dayanilarak mezenkimal kok hicreleri veya ilik
stromal hucreleri olarak terminolojiye girmistir. Kemik iligi stromasi; farkli
serilerdeki hlcreler ile fibroblast, adiposit ve osteogenik hicreler gibi
farkhlasmanin gesitli diizeylerindeki progenitor htcreleri icerir (13). Kemik
iliginden mezenkimal kOk hlcrelerinin izolasyonu sirasinda dncelikle gradient
santrifij kullanilarak mononukleer hicreler elde edilir ve kultlre edilir.
Yapigmayan hucrelerin uzaklastirilmasindan sonra kultir kabina yapisan
hiicreler pasajlama ydntemi ile cogaltilir. insan mezenkimal kék hiicreleri;
CD105, SH3, Stro-1 ve CD13’U eksprese ederler. Ama hematopoietik kok
hicre yuzey belirtegleri olan CD45, CD34, CD14 ve CD11b negaitiftir.
Mezenkimal kok hlcreleri; adiposit, kondroblast, fibroblast, osteoblast,
miyoblast, néronlara ve hepatositlere farklilagabilirler (21).

Multi functional stem cells
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Resim 2.5: Mezenkimal kdk hiicrelerin farklhilagtigi dokular (22).
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lll- Organlarda Yerlesik Diger Erigkin Kok Hucreleri

Noronal Kok Hiicreler (NKH): Noronal kok hicreler eriskinlerde; lateral
ventriktlin subventrikller tabakasinda, hipokampal formasyonun
subgranuler tabakasinda ve spinal kordda bulunurlar (23). Bu hicrelerde;
hicre ylizey belirteci olarak CD133, yapisal protein olarak ara filaman
molekulu olan Nestin veya RNA baglayici protein olan Musashi

tanimlanmistir.

Plasenta Kaynakli Kok Hiicreler: Pluripotent embriyonik kdk hlicre
karakterinde olup multipotent kok hicrelerdir (24). Bu hicreler kok hicre
belirtecleri olan; c-kit, Thy-1, Oct-4, SOX2, hTERT, SSEAL, SSEA3, SSEA4,
TRA1-60 ve TRA1-81" i eksprese ederler. Bu hicreler mezenkimal kdk
hlcrelerine benzerler ve induklendiklerinde pankreas hucrelerine,
hepatositlere, damar endotel hlicrelerine ve néronlara benzeyen hicrelere
farklilagabilirler (24). Bu nedenle plasentadan farklilasan kok hucreler
terapotik ve toksikolojik uygulamalarda kullanilabilirler. Kullanimlari gok

yaygin degildir.

Karaciger kokenli kok hiicreler: Hepatoblastlar embriyonik gelisim
sirasinda iki hepatik epitelyal hicre serisini; hepatositleri ve bilier hiicreleri
olustururlar (25). Bilier epitelyal hicreler hepatoblastlara yakinhigindan dolayi
iki serinin belirteclerinide eksprese eder. Albumin ve AFP hepatosit
belirtecleri olarak ve sitokeratin-7 ve 19 safra kanali epiteli belirtecleri olarak
eksprese edilir. Hering kanali hicreleri kdk hicre 6zelligindedirler. Bu
hlcreler oval hucreler olup, fotal hepatosit ve bilier hiicrelere farklilasabilirler.
O nedenle bu hicrelere bipotensiyel progenitor hicreler adi verilir. Kaynagdi
tam olarak bilinmeyen ama bilier kanal epitelinden koken aldigina inanilan
kiltare karaciger epitel hiicreleri kalbe ve diger dokulara transplante

edildiklerinde kardiyak miyoblastlara ve diger hicre tiplerine farklilasabilirler.
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Fakat hepatosit progenitdr hucrelerin kultira sirasinda en 6nemli problem
hepatosit olmayan htcrelerin farklilasan hlcreler arasinda yer almasidir.
Oval hcreler; genellikle hematopoietik serilerle iligkili antikorlara, Thy-1,
CD34, c-Kit gibi, kargi immuUnreaktiftirler (26). Karaciger epitel hiucrelerinin
deriden farkhlagsan multipotent kok hucrelere benzerlik gosterdigi ve glia,

ndron, diz kas hicresi ve yag hucrelerine farkhlasabildikleri gosterilmistir.

Epidermal kok hiicreler: Normalde in vivo ortamda yavas bir siklusa sahip,
kendi kendini yenileyebilen ve uzun sure dokuda kalabilen, yara iyilesmesi
sirasinda aktive olan veya in vitro ortamda yuksek oranda proliferasyon
gOsteren, epidermis, sag¢ foliklll ve yagd bezlerine farkhlasabilen hicrelerdir.
Multipotenttirler, kil folikilintn bulbus bdlgesinde birkag ylzey epidermal
hicreleri ile birlikte lokalizedirler. Farede bulbus bolgesi, kil folikiltindeki tim
epitelyal hicre tiplerini igerir. O nedenle insan, fare veya sigan epidermal kdk
hacreleri ile ¢caligilir iken, bunlara dikkat edilmesi gerekir. Epidermal kok
hdcreler hem in vivo hem de in vitro ortamda integrin B1 eksprese ederler.
Bununla beraber, integrin a6, transferrin reseptoru CD71, sitokeratin-15 ve
19 eksprese ederler. Fakat bu hicreler CD34 negatiftir (27).

2.1.1.1.2. Fotal Kok Hiicreler

Kok hicreler, spontan olarak sonlanmis ya da ebeveynlerin izni ile ilgili
hekimlerce yasal ve sistemli olarak sonlandiriimis olan gebeliklerin sonucu
fotuslardan elde edilir (3). Bu tip kdk hicreler oldukga sinirli sayidadir ve
ndral kdk hicrelere, hematopoietik kdk hicrelerine ve pankreas adacik éncul
hicrelerine farklilagabilirler (28). Fotusun beyninde ¢ok sayida bulunan néral
kok hicreler izole edilerek kultir ortaminda farklilasmamis olarak cogalmalari
saglanabilir ve bu hicrelerin, U¢ temel tipteki beyin hicrelerine farklilagtiklari
gOsterilmistir. Bu hicreler Parkinson hastaliginin kemirici modellerinde

kullanilarak basarili sonuglar elde edilmistir (3) .

12



2.1.1.1.3. Partenogenezis

insan olmayan primatlarda yumurta hiicresinin hi¢ déllenmeden
bélinmesi saglanmistir. Partenot denilen ve sonugta elde edilen hicreler
atalarinin kopyasidir. Primat partenotlarinin embriyonik kok hicrelerden daha
kolay bir sekilde geligtikleri belirtilmistir. Yaklasik olarak 50-200 hucreden
olusmus bir doku elde edilebilmistir (3).

2.1.1.1.4. Kadavradan Elde Edilen Kok Hiicreler

Kadavradan elde edilen kdk hicreler; fibroblast, kemik iligi kdk
hdcreleri, korneal epitelyal kdk hucreler, ndral kdk hucrelerdir. Yine hicrenin

Ozelligine gore kulture edilerek farkl hicreler elde edilebilir (3).

2.1.1.2. Embriyonik Kok Hucreler

Pluripotent kok hlcreler arasinda en ¢ok calisilan embriyonik kok
hicrelerdir (5). Embriyonik kok hicreler vicuttaki her hiicre ve doku tipine
farkhlasabilme kapasiteleri ile doku mihendisligi ve rejeneratif tip alaninda
blyUk bir potansiyele sahiptirler (29). Fare embriyonik kok hiicreleri ilk defa
20 yildan fazla bir sire dnce tanimlanmis olup blastokistin i¢ hicre
kitlesinden elde edilmistir (5, 21, 29, 30, 31, 32, 33). Uygun kulttr ortami
saglandiginda bu hicreler farklilagsmadan ¢ogaldiklari gibi, ortamin
degistiriimesi ile bu htcrelerin farklilagsmasi da saglanabilir (Resim 2.6) (5,
29, 32, 33).

Embriyonik kdk hucrelerin gesitli hicrelere farklilasabilme
Ozelliklerinden yararlanilarak doku hasarinda daha hizli iyilesmenin
saglanmasi veya sinir hucresi gibi hasarlandiktan sonra yerine konmasi
mumkun olmayan huicrelere farkhlastirilarak yara tamirlerinde kullaniimasi

son yillardaki en dnemli arastirma konularindandir.
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Resim 2.6: Embriyonik kok hucrelerin blastokistten eldesi ve

pluripotensisi (33).

Embriyonun ilk hicresel farklilagsmasi morulayi olusturan hicrelerin
blastokist hiucrelerine farklilagsmasidir. Morulanin dig tarafinda bulunan
hdcreler sivi transportunu saglayan ve blastoselin olusmasinda rol oynayan
trofoblast epitel hiicrelerine farkhlanir. igte bulunan morula hiicreleri ise
blastokistin i¢ hiicre kitlesini olusturur. i¢ hiicre kitlesini olusturan hiicreler

pluripotent kok hicreler olup embriyoyu olusturacak olan tim dokularin esas



kaynagidir (Resim 2.6). I¢ hiicre kitlesini olugturan hiicreler onlarin esas
kaynagi olan totipotent morula hicreleri gibi artik totipotent degildirler (29).
Post-natal dbnemdeki deneklere, fare veya insan embriyonik kok
hdcreleri transplante edildiginde deri, sa¢ ve kas gibi farkh tipteki dokulari
iceren tumorler (teratom) olusturabildikleri gozlenmistir. Bu timorlerde Gg

germ tabakasinin hicrelerinin varligi onlarin pluripotent olduklarini kanitlar

(5).

2.1.1.2.1. Embriyonik Kok Hiicrelerinin Kulturu ve

Farklilagsma Potansiyeli

Farkl kok hicre tiplerine gore kultlr sartlari degismektedir. Genel

olarak kok hucrelerin kilture edilmelerinin amaglari:
1- Kendini yenileyebilme 6zelliklerini desteklemek,
2- Farklilasma yeteneklerini surdurmek,

3- Elde edilmis serileri sirdurmek icin kriyopreservasyonu guglendirmektir

(5).

Kendini yenileme yetenegi ile ilgili belirteclerin tanimlanmasi, bunu
surdirmek icin ilk Gnemli sorunu olusturmaktadir (5). Fare ve insan
embriyonik kok hlcreleri; besleyici tabaka olarak, farklilasmalari ve
cogalmalari durdurulmus fare embriyonik fibroblastlari kullanilarak serum
iceren kaltur vasati icinde kulture edilirler (Resim 2.7) (5). Fare ve insan
embriyonik kOk hdcrelerinin pasajlanmasi birbirinden farkhdir. Fare
embriyonik kok hucreleri 2- 3 glinde bir subkultire edilir. Tek hicre elde
etmek igin koloniler tripsinle enzimatik olarak ayristirildiktan sonra fare
embriyonik fibroblastlarinin bulundugu ortama alinir. insan embriyonik kék

hicreleri ise 6- 7 guinde bir subkultire edilir ve kiiglk hicre gruplari seklinde
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pasajlanir. insan embriyonik kok hiicreleri tek tek hiicrelerden ziyade
koloniler seklinde cogalma yetenegine sahiptir ve genellikle mekanik

(manual) ayristirma tercih edilir (5).

AL

PRl

\7 B
Yanklanma
agamasi

Kiiltirlenmig S 4
blastosist -

izole ig hicre e
kitlesi S0

P

Ty
P

Ayrilan hucreler\—/’<

bagka kaba / Fare fibroblast
aktanliyor /= besleyici hicreleri

\ Yeni besleyici hiicreler

NS

Embriyonik kdk hiicre kiltir ortami

Resim 2.7: Embriyonik kok hucrelerin kulture edilmesi (36).

Fare embriyonik kdk hucrelerinin morfolojileri tipiktir ve kolaylikla
alttaki fibroblast tabakasindaki hicrelerden ayirt edilebilir. Hlcrelerdeki
cekirdegin sitoplazmaya orani daha fazladir ve ¢ekirdekgik belirgindir (34).
Transkripsiyon faktorleri; oct-4, nanog ve rex-1 ve huicre yuzey belirtegleri
SSEA-1 farede, SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-81 insanlarda bulunur (34, 35).

Kendini yenilemeyi destekleme ve farklilagsmayi dnleme yetenegine
sahip olan faktor; altta bulunan besleyici hiicreler tarafindan olusturulur
(Resim 2.8). Bu faktor, [6semi inhibe edici faktor (LIF) olarak tanimlanmistir
(33, 34, 35). LIF, IL-6 sitokin ailesinin bir Uyesidir. LIF sayesinde embriyonik
kok hucrelerin besleyici hucreler olmaksizin da jelatinli doku kaltur kaplarinda
serumlu ortamda Uremeleri saglanmistir. Bununla beraber embriyonik kok

hicreler kultirde LIF’ e bagh olarak urerken, LIF veya LIF reseptoru eksik
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olan embriyolarin da gerekli normal gelismeyi gosterdikleri saptanmistir (34).
LIF’ in fare embriyonundaki fizyolojik roliinin; embriyonik gelisimin
yavaglamasi sirasinda i¢ hicre kitlesinin yasayabilirligini stirdiirmek oldugu
dusinulmektedir (34).

ic hiicre Kitlesi

< inaktive edilmis fare embriyonik
w fibroblastlan (besleyici tabaka)
l "\_/ Ya da LiF

i hiicre kitlesi W EKH kolonileri

Besleyici tabakanmn
uzaklagtinlinasi ve siispansiyon
kiiltiirlerinde EB’lerin olugumu

ANi FARKLILASMA l

Sinir benzeri hiicre

==lp

Ekspansiyon Farkllagma

(doku Kiiltiir
kaplarmnda)

Embriyoit cisimcikler

Kasilabilen kas-benzeri hiicre

Resim 2.8: Embriyonik kok hiicrelerin blastokistten eldesi ve
kiltiird (9).

Fare modelinde, embriyonik kdk hicreler spontan olarak t¢ boyutlu
agregatlar olustururlar ve LIF’ in kultir ortamindan uzaklastiriimasi ile
farklilagirlar (5, 29). Bu Ug¢ boyutlu agregatlara embriyoblast denir. Fare
embriyonik kOk hucrelerinden embriyoblast olusumu kolonilerin tek hicre

haline getirilmesi ve hucrelerin kimeler olusturmasini saglayacak ortama
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konmasi ile elde edilir. Bununla beraber ayni buyuklikte embriyoblastlar elde
edilebilen ve hicre sayisinin kontrolli olarak yapilabildigi damla (hanging
drop) metodu en sik kullanilan yéntemlerdendir (5, 29). insan embriyonik kék
hdcreleri igin embriyoblast olusumu, daha ¢ok tercih edilen mekanik yolla
elde edilen kolonilerin uygun ortama konmasi ile saglanmaktadir (5).
Enzimatik (kollajenaz) veya kimyasal ayirma (EDTA) yollari ise hlcrelere
zarar verebilecegi diistiniildiigiinden ¢ok tercih edilmez. insan embriyonik
kok hucreleri kolonilerinden elde edilen embriyoblastlarin ayni buydklikte ve
hicre sayisinin her bir embriyoblastta ayni olmamasi bir dezavantajdir (5).
Kok hucreler kullanilarak yapilan hicre replasman tedavisi uygulamalarinin
bircogu diabet icin B hlcreleri veya Parkinson i¢cin dopaminerjik néronlar gibi
06zgun hdcre tiplerinin Uretimini gerektirir (5). Tek hicre tabakasi veya
embriyoblast seklinde spontan farklilagsma kontrolsuz olarak farkli tiplerdeki
hicrelerin karisik populasyonuna yol agar. Embriyonik kok hicrelerin spesifik
bir yone farklilasmasini saglamak icin farklilasmayi, proliferasyonu veya
spesifik hucre tiplerinin hayatta kalimini indukleyecek blyume faktorlerinin
gereksinimine ihtiyag vardir (5, 29, 33, 35). Buyume faktorlerinin kullanimi,
istenilen hiicre populasyonunu saglamayi guglendirse de farklilagsmis

hicrelerin karisik populasyonu hala bulunmaktadir (5).
2.2. Deri ve Deri Eklerinin Geligimi

Vucudun koruyucu ortusu olan deri vicudun en buyuk organidir. Deri,
yuzey ektodermi ve onun altindaki mezensimden kdken alan iki tabakadan

olusur.

a) Epidermis, yuzey ektoderminden gelisen yuzeyel bir epitel dokudur.
b) Dermis, mezensimden gelismis siki, dizensiz bag dokusundan olusan
daha derin bir tabakadir.
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Embriyonik deri, 4- 5. haftalarda mezodermi orten tek kath ylzey

ektoderminden geligir.
2.2.1. Epidermis

Baslangicta embriyonun digi tek sirali bir ektodermal hicre
tabakasiyla érttliidir (Resim 2.9 A). ikinci ayin basinda, bu epitelyum ikiye
bolunur ve embriyonun dis ylzeyi periderm veya epitrikiyum adi verilen
yassi hucrelerle kaplanir (Resim 2.9 B). Bazal tabakadaki hiicrelerin daha
ileri proliferasyonuyla tg¢lncu bir ara boélge olusur (Resim 2.9 C). Dérduncu
ayin sonunda, epidermis son ve kesin seklini alir ve artik dort tabaka ayirt

edilebilir hale gelir.

A Ektoderm B  Periderm Bazal Tabaka
\ }

|

f

Bazal Periderm Ara
Tabaka

—
@
o
Q
o
[

Gog eden
Melanoblast

Resim 2.9: Deri olugsumu- A: 4. hafta, B: 7. hafta, C: 11. hafta (37).
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Germinatif tabaka olarak da bilinen bazal tabaka, yeni hucrelerin
yapimindan sorumludur. Bu tabaka daha sonra, deri yuzeyinde parmak izini

olusturacak olan girinti ve ¢ikintilari meydana getirir.

Spinoz tabaka, ince tonofibriller iceren ve buyuk polihedral

hucrelerden olusan kalin bir tabakadir.

Graniuler tabaka, hucreleri kiguk keratohyalin grandller iceren bir
tabakadir.

Boynuzsu tabaka birbirine sikica baglanmis ve keratinle dolu 610
hicrelerden olusur. Periderm hucreleri genellikle intrauterin hayatin ikinci

yarisinda dokulur ve amniyotik sivi iginde bulunabilirler.

Gelisimin ilk Gg ay1 suresince, epidermis noral krest kdkenli hicreler
tarafindan iggal edilir. Bu hucreler, dendritik uzantilar yoluyla epidermisin
diger hucrelerine de transfer edilebilen, melanin pigmentini sentezlerler.
Melanosit adiyla bilinen bu hiicreler dogumdan sonra derinin

pigmentasyonunu saglarlar (Resim 2.9).
2.2.2. Dermis

Dermis lateral plak mezodermi ve somitlerden gelen dermatomlardan
koken alir (Resim 2.9). Uglincli ve 4. aylar siiresince, korium adi verilen bu
doku, epidermis i¢ine dogru uzanan ¢ok sayidaki duzensiz papiller yapilari,
dermal papillalar olusturur. Bu papillalar genellikle, kuiguk bir kapiller veya
duyu sinir uglarini igerirler. Dermisin daha derin tabakasi olan subkorium

onemli miktarda yag dokusu igerir.

Dogumda deri, sebase bezlerin salgilari, dejenere olmus epidermal
hlcre ve killardan olusan beyazimsi bir tabaka verniks kazeoza ile ortaludur.

Bu tabaka deriyi, amniyotik sivinin zedeleyici etkisinden korur (38).
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2.2.3. Deri Bezleri

Yag ve ter bezleri olmak Uzere iki tip bez, epidermisten farkhlasarak

dermis igine dogru buyaur.
2.2.3.1. Yag Bezleri (Glandulae Sebaceae)

Yag bezlerinin buyuk bir kismi, kil foliktllerinden gelisen epitel kdk
kiliffarinin yan tarafindan tomurcuklar olarak meydana gelir (Resim 2.10). Bu
glanduler tomurcuklar, kendilerini gcevreleyen embriyonik bag dokusu igine
buyuyerek, birkag alveol ve kanallarinin primordiyalarini olusturmak igin
dallanir. Alveollerin merkez hlcreleri yikilarak, yagli bir salgi olan sebumu
yapar. Bu salgi, kil foliktllerine verilip deri ylzeyine ulaginca, deskuame
olmus peridermal hicrelerle birleserek verniks kazeozayi olusturur. Kil
folikulleri ile baglantili olmayan yag bezleri de benzer sekilde epidermisden

tomurcuklar halinde gelisir (39).
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Resim 2.10: Kil ve baglantili olan yag bezi ve erektor pili kasinin birb

izleyen gelisme evreleri (39).



2.2.3.2. Ter Bezleri (Glandulae Sudoriferae)

Ekrin ter bezleri vicut derisinin buyuk bir kisminda bulunur. Bu bezler,
epidermal ¢ikintilarin altta bulunan mezensim igine dogru uzamasiyla geligir
(Resim 2.10). Tomurcuklar uzadikga bunlarin son kisimlari kivrilarak, bezin
salgl kisminin primordiyumunu olusturur (Resim 2.11). Gelisen bezin
epidermise tutunan epitel kismi ise, kanalin primordiyumunu olugturur. Bu
primordiyal kanallarin merkez hucreleri dejenere olup, bir [lUmen olugturur.
Bezin salgi yapan kisminin perifer hicreleri, miyoepitel hiicre ve salgi
hicrelerine farklilasir (Resim 2.11). Miyoepitel hiicrelerin, terin bezlerden
disari atilmasina yardimci olan 6zellesmis duz kas hucreleri oldugu
dusunulmektedir. Ekrin ter bezleri, dogumdan kisa bir sure sonra fonksiyonel
duruma gegerler.

Buyuk apokrin ter bezlerinin insanlardaki dagilimi, genellikle koltuk alti,
perineal, pubik bdlgeleri ve memenin areolasi ile sinirhdir. Bunlar, kil
folikullerini meydana getiren epidermisin germinatif tabakasinin asagiya
dogru buyumesiyle gelisirler. Sonug olarak; apokrin bez kanallari, bilinen ter
bezlerinde oldugu gibi deri ylizeyine agilmazlar, ancak kil foliktllerinin Ust
kisminda bulunan yag bezleri acilim yerlerinin Ust yuzeyine acilirlar. Bu

bezler sadece puberteden sonra salgi yaparlar (39).
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D
Resim 2.11: Ter bezinin geligiminde, birbirini izleyen evreler. A: 16.
hafta, B: 20. hafta, C: 23. hafta, D: 28. hafta (39).

2.2.4. Killarin Geligimi

Killar erken fotal dénemde (9- 12. hafta) gelismeye baslamasina
ragmen, yaklasik 20. haftaya kadar kolaylikla secilemezler. Killar ilk olarak
kaslarda, Ust dudakta ve ¢cenede fark edilir. Kil folikll, epidermisin germinatif
tabakasinin proliferasyonu olarak belirir ve altta bulunan dermis igine uzanir
(Resim 2.10). Kil tomurcuklari kisa zamanda beyzbol sopasi seklini alarak,
kil yumrularini olusturur. Kil yumrunun epitel hicreleri, daha sonra kil yapici
germinal matriksi meydana getirir ve kil yumrularinin igine, kiguk
mezensimal kil papillalari girer (Resim 2.10). Gelisen kil folikillerinin perifer
hicreleri, epitelyum kok kiliflarini olustururken, ¢evresindeki mezengimal
hicreler ise dermal kok kiliflarina farkhlasir. Germinal matriksdeki hiicreler

cogalirken, kil saplarini olusturmak tzere keratinize olup, yuzeye dogru
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itilirler. Onikinci haftanin sonunda killar, kaglarin ve Ust dudagin tUzerindeki

epidermise dogru buyur.

ik beliren killar olan lanugo killari (ayva tliy(l); ince, yumusak ve agik
renklidir. Lanugo killari, 12. haftanin sonuna dogru gérulmeye baslar ve 17-
20. haftalar arasinda sayilari oldukga artar. Bu killar, verniks kazeozanin
deriye tutunmasini saglar. Perinatal ddonemde, lanugo killarinin yerine daha
kalin killar geger. Bu kalin killar, vicudun buyuk bir kisminda kalici olmasina
ragmen, pubertede koltuk alti ve kasik bdlgelerinde, daha kalin terminal
killarla yer degistirirler. Erkeklerde benzeri killar, yuz ve siklikla gogustede
ortaya gikar.

Melanoblastlar, kil yumrularina go¢ ederek melanositlere farklilagirlar.
Bu hicrelerden dretilen melanin, dogumdan birkag¢ hafta dnce germinal
matriksde kil yapici hiicrelere aktarilir. Melanin igerigi, farkli sag renklerini
belirler.

Killarin erektor kaslari, duz kas liflerinin kiigik demetleri olup, kil
folikalinu ¢evreleyen mezengimden farklilasirlar ve kil folikGlinin dermal kok
kilifi ile dermisin papillar tabakasina tutunur (Resim 2.10). Erektor kaslarin
kasilmasi, deriyi tutunduklari yerden asagi cekerken, kil sapi etrafindaki
deriyi yukari kaldirarak, deri yuzeyinde kaz derisine benzeyen kuguk
tumsekler olusturur.

Erektor kaslari, yuzin belirli kisimlari ve koltuk alti killarinda yeterince
gelismemistir. Kasglari olusturan killar ve kirpikleri yapan silyalarda erektor

kas bulunmaz (39).

2.3. Derinin Histolojik Yapisi

Deri, birbirine sikica bagli U¢ tabakadan meydana gelir (Resim 2.12):
1) En dista ektoderm kokenli epidermis

2) Daha derinde mezoderm kokenli dermis
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3) Anatomide ylUzeyel fasya olarak adlandirilan hipodermis veya
subkitan6z tabaka (42).

" Yag doku

» o
) o = W

Resim 2.12: Deriyi olusturan tabakalar (40).
Genel olarak iki tip deri vardir:
1) Kalin deri
2) ince deri
Kalin deri (5 mm’ den daha kalindir), el ayasi ve ayak tabaninda
bulunur. Kalin bir epidermis ve dermise sahiptir. ince deri (1-2 mm
kalinligindadir) viicudun geri kalan boélimlerini drter; burada epidermis incedir
(Resim 2.13).
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Epidermal gikinti, epidermisin dermal tarafta yaptigi uzantilardir ve
burada primer dermal papillalar bulunur. interpapillar bir uzanti, primer
dermal papillay! iki adet sekonder dermal papillaya ayirir. ince deride,

papillalarin derinligi ve sayisi daha azdir (42, 43).

stratum B8 stratum
granulosum g Jucidum
-

Stratumigran i ost

stratumispinosum.

Resim 2.13: A: ince deri (H-E), B: Kalin deri (Masson Trikrom) érnekleri
(40).
2.3.1. Epidermis

Epidermis gok katl yassi keratinize epitel tabakadan olusur. Bu
tabakada dort ayri hicre tipi bulunur:

1) Esas hicre tipi keratinosittir. Bu hiicreler, baslica trlnleri olan ara
filaman proteini keratin nedeniyle bu ismi almiglardir.

2) Melanositler, melanin Uretiminden sorumlu néral krista kdkenli
hicrelerdir (Resim 2.14).

3) Langerhans hucreleri, kemik iligi kbkenli dendritik hicrelerdir. T
lenfositlere antijen sunan hicreler olarak gérev yaparlar.
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4) Merkel hucreleri, dokunma duyusunda rol alan noral krista kdkenli
hicrelerdir (42).

| Stratum korneum

1 Stratum granulosum

EPIDERMIS
Fagositoz
Stratum spinosum
Melanozom
Keratinosit
Dendrit

Melanosit 1 Bazal tabaka
DERMIS '

Resim 2.14: Epidermisi olusturan tabakalar ve bazal tabakada yer alan

melanosit (41).

Keratinositler, beg tabaka seklinde duzenlenmislerdir:
1) Stratum bazale
2) Stratum spinozum
3) Stratum granidlozum
4) Stratum lusidum
5) Stratum korneum.

Stratum spinozum ve stratum bazale birlikte Malpighi tabakasini
olustururlar. Stratum bazale bir bazal membran Uzerine dizilmis tek siral
prizmatik veya yuksek kubik keratinositlerden meydana gelir. Hicre
sitoplazmalarinda desmozomlarla baglantili ara filamanlar bulunur. Isik
mikroskopta izlenebilen ara filaman demetlerine tonofilaman adi verilir.
Hemidesmozomlar ve bunlarla baglantili ara filamanlar, bazal hicrelerin
bazal ylzeylerini bazal membrana baglarlar.

Stratum bazale hicreleri mitozla gogalirlar. Bolinen hiicrelerin bir

bolimu stratum bazalenin kok hicre toplulugunu olustururken, geri kalanlari
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stratum spinozuma gog¢ ederler ve stratum korneum olugsumuna kadar giden

farkhlasma surecine girerler (42, 43).

2.3.1.1. Keratinosit

Stratum spinozumdaki keratinositler, yassi poligonal sekilli ve belirgin
oval bir gekirdege sahip hicrelerdir. Sitoplazmada igcinde lamelli bir yapi
bulunduran kuguk granuller izlenir. Bu granillere membran kapli granul veya
lamelli cisimcikler adi verilir. Ara filaman demetleri olan tonofilamanlar dikensi
gorunumlu sitoplazmik cikintilar iginde ilerleyerek bir desmozomun yogun
plagina tutunurlar (42). Filamanlar hiicreler arasindaki yapismada ve
yipranma etkilerine karsi dayaniklilikta dnemli bir rol oynarlar. Surekli
surtenmeye ve basinca maruz kalan bolgelerde epidermis daha bol tonofibril
ve desmozom i¢ceren daha kalin bir stratum spinozuma sahiptir (43).
Stratum granullozum, birkag sirali yassi ¢ekirdekli keratinositlerden meydana
gelir. Bu tabakadaki keratinositlerin baslica Grind, ara filaman yapisinda
olmayan bir protein, filaggrindir. Filaggrin keratinlerin kimelesmesini uyarir.
Sitoplazmada, bir zarla gevrili olmayan dizensiz sekilli tipik keratohiyalin
graniilleri ve bunlara eslik eden tonofilamanlar izlenir. ilk olarak stratum
spinozumdaki keratinositlerde gorulen lipidlerden olusan lamelli cisimcikler,
stratum granutlozumda sayica artarlar ve granul igerigi olan glikolipid
acilglukozilseramit hicreler arasi bosluga salinir (Resim 2.15).

Hucreler arasi aralikta bu lamelli materyal ¢ok tabakali genis bir kilif halinde
duzenlenir. Bu yapl, bir Ust tabaka olan stratum lusidumda keratinositlerin

yuzeyini kaplayarak epidermise su bariyeri 6zelligi kazandirir (42).

29



Resim 2.15: Keratinositin farklilagsmasi (41).

Stratum lusidum, kalin deride daha belirgin olan olduk¢a yassi
eozinofilik hiicrelerin olusturdugu yari saydam ince bir tabakadir. Organeller
ve gekirdekler artik belirgin degildir ve sitoplazma oncelikle elektron yogun bir
matriks igine gdomull sikica paketlenmis filamanlardan meydana gelir. Komsu
hicreler arasindaki desmozomlar hala belirgindir (43).

Stratum korneum, birkag sira halinde dizilmis ¢ekirdek icermeyen
yassilasmis keratinize hlicre tabakasindan meydana gelir. Sitoplazmada,
transglutaminazlarca katalizlenen bir reaksiyonla filaggrinle (Resim 2.16)
birbirlerine ¢capraz baglanan keratin ara filamanlarina ait yiginlar bulunur.
Keratin- filaggrin kompleksi, hlicre zarinin hemen altinda birikerek, hucre
kapsulu olarak adlandirilan boynuzsu bir yapi olusturur. Hicre disinda,
lamelli cisimciklerden salinan lipidler hiicre kapsullerini birbirine baglayarak
birlesik hiicre kapsulunu meydana getirir. Birlesik hlicre kapsuld, sivilarin

hicre zarindan gegcisini engeller.
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Resim 2.16: Lameller graniillerin sentezi epidermal sivi bariyeri (41).

Farklilagsmanin en son noktasinda bulunan stratum korneumdaki
keratinositler, oldukca direncli birlesik hicre kapsulu ile gevrelenmis yassi
yapilar seklindedir. Bunlar, epidermis yluzeyinden dokulurler ve alt

tabakalardan gelen keratinositler tarafindan strekli olarak yenilenirler (42).

2.3.1.2. Melanositler

Melanositler, epidermisin stratum bazale tabakasina yerlesmis uzantili
hucrelerdir (Resim 2.14). Melanositler, néral kristadan go¢ eden 6ncl
hicreler olan melanoblastlardan kdken alirlar. Melanoblastin, melanositlere
doénusmesi, membrana bagl bir tirozin kinaz olan c-kit reseptoruyle
etkilesime giren kdk hlcre faktérinun kontrolt altinda gergeklesir.
Melanositler, gelismekte olan epidermis igine girerler ve farkhlasmakta olan
keratinositlerle herhangi bir desmozom baglantisi kurmadan bagimsiz

hicreler olarak kalirlar. Melanositlerin hayat dénguisu, keratinositlerinkinden
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daha yavastir. Melanositler, melanin granulleri igcinde paketlenmis olarak
melanin uretirler. Bu granuller de, dallanan hucre uzantilar araciligiyla,
sitokrin salinimla keratinositlere aktarilir. Melanin, oncelikle golgi
organelinden kdken alan membranla gevrili bir premelanozom iginde
depolanir. Melanin, tirozinaz enzimi etkisiyle tirozinin, 3, 4-
dihidroksifenilalanine (DOPA) oksidasyonu sonucunda uretilir. DOPA daha
sonra melanine dénasturulir. Melanin, bdylece, melanositlerin sitoplazmik
uzantilari boyunca bulunan olgun melanin granulleri olan melanozomlar
icinde birikir. Ortama salinan ve ¢ozinmeyen koyu melanin granullerini

keratinositler alir (42).

2.3.1.3. Langerhans hticreleri (Dentritik Huicreler)

Langerhans hucreleri, epidermiste bulunan kemik iligi kokenli
hlcrelerdir. Bu hicreler, immun cevapta, 6zellikle derinin agiri duyarlilik
reaksiyonlarinin baglangicinda, T lenfositlere antijen sunumunda rol oynarlar.
Langerhans hucreleri, epidermisten lenf digumlerine go¢ ederek, burada
MHC1 ve MHC2 ile B7 hiticre ylzey antijenlerini tasiyan aktif dendritik
hicrelere dontsurler. Aktif dendritik hiicreler de, T lenfositleri uyararak, onlari
aktif hale getirirler.

Melanositler gibi, Langerhans hucrelerinin de stratum spinozumdaki
keratinositler arasinda uzanan sitoplazmik uzantilari (dendritik hiicreler)
vardir. Bu uzantilarla keratinositler arasinda dezmozomal baglanti yerine E-
kadherin araciligiyla temas saglanir.

Langerhans hiicre ¢ekirdegi ¢entiklidir ve sitoplazmada tipik gubuk

seklinde granuller (Birbeck veya vermiform grandlleri) bulunur (42).
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2.3.1.4. Merkel Hiicreleri

Merkel hiicreleri, stratum bazalede bulunan ve modifiye keratinositlere
benzeyen hucrelerdir. Parmak uglarinda daha ¢ok bulunurlar. Merkel
hucreleri, komgu keratinositlere dezmozomlarla bagli bulunan ve dermisten
epidermise uzanan miyelinli afferent sinir lifleriyle irtibatli mekanoreseptor
hicrelerdir. Cekirdegin sekli dliizensizdir ve sitoplazmada nérotransmitter

iceren ¢ok sayida granuller bulunur (42).

2.3.2. Dermis

Dermis, sinirlari belirgin olmayan iki tabakadan meydana gelir: 1)
papillali tabaka epidermisle temasta olan gevsek bag dokusu (fibroblastlar,
kollajen lifler ve ince elastik lifler) yapisindadir ve 2) retikller tabaka, kalin
kollajen lif demetleri ve kaba elastik lifler icerir (Resim 2.17). Kil folikUlleri, ter
ve yag bezleri, dermisin gesitli seviyelerinde bulunan epidermal tarevlerdir.

Stratum bazaledeki keratinositlerin bazal yuzlerinde bulunan
hemidezmozomlar epidermisi bazal membrana baglayici filamanlarla;

dermisin papillali tabakasina ise baglayici liflerle baglarlar.

ince deri, epidermis
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Resim 2.17: Dermisi olusturan tabakalar (40).
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2.3.3. Derinin Damarlanmasi

Deride, birbirleriyle baglantili G¢ sebeke bulunur:

1) Subpapiller pleksus, dermisin papillali tabakasinda seyreder.

2) Kitanoz pleksus, dermisin papillal ve retikuler tabakalari arasindaki
sinirda gozlenir.

3) Hipodermik veya subkitan6z pleksus, hipodermiste veya subkitanéz
yag dokusunda bulunur.

Subpapiller pleksus, her bir dermal papilla igine kapiller yumak
birimleri génderir. Subpapiller pleksusdaki vendz kan, kitandz pleksusdaki
venlere bosalir.

Hipodermik ve kutandz pleksuslarin dallari, hipodermisin yag
dokusunu, ter bezlerini ve kil foliktllerinin derin kisimlarini besler.

Arteriyel ve venoz dolasimlar arasinda bulunan arteriyovenoz anastomozlar,
retikiler ve hipodermik bolgelerde yaygin olarak bulunur ve vicut isisinin

dizenlenmesinde rol oynarlar.

2.3.4. Hipodermis

Hipodermis veya derinin subkutanoz tabakasi, dermisin derindeki
devamidir. Vucuttaki lokalizasyonuna bagl olarak degisen kalinliklarda bir
tabaka olusturan, gevsek bag dokusu ve yag hucrelerinden meydana gelir
(42).

2.3.5. Deri Ekleri: Killar, bezler ve tirnaklar

2.3.5.1. Killar

Gelisim sirasinda, epidermis ve dermis, ter bezleri ile kil gibi eklerin

olusumu icin birbirleriyle etkilesirler. Dermal mezodermdeki fibroblastlardan
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kaynaklanan sinyal molekdulleri etkisiyle epidermisin bazal tabakasinda hicre
toplulugu seklinde bir kil foliklil taslagi meydana gelir.

Bazal epidermal hucre toplulugu, dermise dogru uzanirken, dermal
fibroblastlar kil folikll taslaginin dermal papilla adi verilen bir kiigik nodul
olustururlar. Dermal papilla kil folikul taslaginin igine dogru ilerler. Buradaki
hicreler bolunap, farklilasarak keratinize kil gdévdesini meydana getirirler.
Taslaktaki melanositler de, uUrettikleri melanini kil govdesine aktarirlar. Kil
folikal taslaginda folikller bulbus olarak adlandirilan bir siskinlik, kdk hlcreler
(klonojenik keratinositler) icerir. Bu hucreler, morfogenetik sinyallere cevap
olarak go¢ edip, kil govdesinin, epidermisin ve yag bezlerinin rejenere
olmasini saglarlar.

insan embriyosundaki ilk kil, lanugo olarak adlandirilan, ince,
pigmentsiz killardir. Lanugo dogumdan dnce dokulur ve vellus adi verilen
kisa renksiz killarla yer degistirir. Vellus, daha sonra derinin alin gibi kilsiz
bolumleri diginda, terminal killarla yer degistirir.

Kil foliktlleri strekli olarak yenilenirler. Folikilun buyime donemleri
anajen, gerileme donemi katajen, dinlenme donemi telojen olarak
adlandirilirlar.

Killar, hemen hemen tum vicut yuzeylerinde bulunan uzun keratinize
yapilardir. Sadece, el ayasi, ayak tabani, el ve ayak parmaklarinin yan
taraflari, meme uglari, glans penis ve klitoriste bulunmazlar.

Her bir kil, iki bolimden olusur: 1) kil folikalG ve 2) kil gévdesi.

Kil folikdilti, epidermisin tibdler bir invajinasyonudur ve kilin
bldylimesinden sorumludur. Kil bulbusu, invajine olmus kil folikilinin en
alttaki bolimudur. Damardan zengin bir bag dokusu bolimu (dermal papilla),
kil bulbusuna dogru uzanir.

Kil foliklu iki kilfla gevrilidir: 1) epidermisin bir uzantisi olan dis kdk
kilifi ve 2) Gg tabaka yumusak keratinden olusan i¢ kok kilifi.

Kalin kil gévdesinin enine kesitinde i¢ ice gegmis ve keratinize

hicrelerden olusan Ug tabaka izlenir: 1) kutikdl, 2) korteks ve 3) medulla
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(medulla ince kilda bulunmaz) (Resim 2.18). Kil gévdesi sert keratinden
meydana gelir.

Kil folikdll, bir bag dokusu tabakasi ile gevrilidir. Erektor pili kasi,
folikuler bulbusa baghdir.

Kilin ve i¢ kok kilifinin keratinizasyonu, keratojen bdlge adi verilen ve
olgunlasan epidermal hucrelerle sert keratin arasinda bulunan gegis
bdlgesinde meydana gelir.

Kilin rengi, kil gdvdesinde bulunan melanin miktarina ve dagihmina
baglidir. Sari kilda gok az melanozom bulunur. Gri kilda, melanosit ve
melanin miktari az sayidadir. Kirmizi kilda ise melanin kimyasal olarak

farkhdir ve melanozomlar elips seklinden ziyade daha yuvarlaktir (42, 43).

Killi deri, H-E
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Katikul (kil ve i¢ kdk
kihifr)

enle tabakasi  kok

REIERES T Ty kilif
3 ‘/ﬁ i thfi
v || Dis kok kihifi

Dermal
~ papilla

Resim 2.18: Kili olusturan tabakalar (40).
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2.3.5.2. Bezler

Derideki bezler 1) yag bezleri (Resim 2.19), 2) ter bezleri (ekrin ve
apokrin ter bezleri Resim 2.20 ve 2.21) ve 3) meme bezleridir.

2.3.5.2.1. Yag Bezi

Yag bezi, el ayasi ve ayak tabani disinda tum vicut yuzeyinde yaygin
olarak bulunan, basit holokrin alveolar bir bezdir. Yag bezinin salgi bolumu,
dermiste bulunur; bosaltim kanali ise kil folikilinin boynuna agcilir.
Dudaklarda, agiz koselerinde, glans peniste, labia minorda ve meme ucunda
yag bezleri killardan bagimsiz olarak dogrudan deri yuzeyine agcilirlar.

Yag bezlerinin salgi bolumu, kuguk kanalciklarla bosaltim kanalina
baglanmis olan asinus gruplarindan olugur. Her bir asinus, sayisiz kuguk lipid
damlaciklari igeren multiloktler adipositlere benzeyen hicreler bulundurur.
Bosaltim kanali, epidermisin Malpighi tabakasi ve kilin dis kok kilifi ile devam
eden ¢ok katl yassi epitelle doselidir. Bezin yagh salgisi (sebum) kil ve
epidermis yuzeyine salln_lvr (42 43).

Killideri, HE | —S il )

o &, | .
: & intakt sebum igeren
et = sekretuar hiicreler
=

Resim 2.19: Yag bezleri (40).




2.3.5.2.2. Ter Bezi

iki tip ter bezi vardir: 1) ekrin (merokrin) ter bezleri (Resim 2.20) ve 2)
apokrin ter bezleri (Resim 2.21). Ekrin ter bezi, vicut 1sisinin kontroltinde rol
oynayan, basit kivrimli tibualer bezdir. Ekrin ter bezleri, kolinerjik sinirlerle
uyarilir. Ekrin ter bezinin salgi bélimU (Resim 2.20) Gg¢ hticre tipi iceren
kivrimli bir tlptdr: 1) acik hicreler, 2) koyu hiicreler ve 3) miyoepitelyal
hacreler.

Acik hacreler, birbirlerinden interselliler kanalciklarla ayriimis, bol
miktarda mitokondri igeren katlantili bir bazal bolgeye sahip, bir bazal lamina
Uzerine oturan ve terdeki su ve elektrolitlerin (baslica Na* ve CI') gogunu
salgilayan hucrelerdir. Koyu hicreler, acik hucrelerin Uzerine otururlar. Bu
hacreler glikoprotein salgilarlar. Miyoepitelyal hiicreler, bazal lamina ile agik
hlcreler arasinda yer alirlar.

Ekrin ter bezinin bosaltim kanali, iki sirali kibik hicrelerle ortaludar.
Bu hacreler, aldosteron etkisi altinda, NaCl ve su geri emilimini yaparlar.
Kanal, epidermise yaklastiginda sarmal bir yol izler ve deri yluzeyine bir
delikle agilir. Epidermis icinde, bosaltim kanali keratinositlerle gevrilidir.
Apokrin ter bezleri (Resim 2.21), kivrimli bezlerdir ve aksilla, mons pubis ve
anal bolgede bulunurlar. Apokrin ter bezleri, ekrin ter bezlerine gore daha
blyUk salgi asinusleri igerirler. Salgi bélumleri, dermiste ve hipodermiste
lokalizedir. Bosaltim kanali kil folikiltne agilir (erkin ter bezlerinde
epidermise agcilir). Apokrin ter bezleri puberteden sonra fonksiyon kazanirlar
ve adrenerjik sinirlerle inerve edilirler. Apokrin ter bezlerinin 6zel iki 6rnegi,
dis kulak yolundaki serimindz bezler ile gbz kapaklarinin kenarindaki Moll
bezleridir.

Serimindz bezler, pigmentli bir lipid olan serimeni Uretirler. Bu
bezlerin bogaltim kanallari, dis kulak yolunda yag bezlerinin kanallari ile
birlikte kil foliktllerine acilir. Moll bezlerinin bosaltim kanallari, g6z

kapaklarinin serbest ylzeyine veya kirpiklere acilir (42, 43).
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Resim 2.21: Apokrin tip ter bezi (40).
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2.3.5.3. Tirnaklar

Tirnaklar, el ve ayak parmaklarinin terminal falankslarinin dorsal
yuzunde bulunan sert keratin plaklardir. Tirnak plagi, yalnizca stratum bazale
ve stratum spinozumdan olusmus deri yuzeyi olan tirnak yatagini orter.
Tirnak plagi, yapica komsu deri epidermisine benzeyen lateral tirnak
katlantilari ile gevrilidir. Tirnak plaginin proksimal kenari, tirnak koku veya
matriksidir (burada hilal sekilli beyaz lunula bulunur). Tirnak matriksine cok
yakin bir bolgede, tirnak maddesinin olusumundan sorumlu bir epidermis
bolumu yer alir. Plagin distal bolumu tirnagin serbest kenaridir. Tirnak plagi,
kornifiye epitel hiicrelere karsilik gelen sert yapilardan olusur. Tirnak plaginin
proksimal kenari epinisyum ile ortalidur. Bu derinin stratum korneum
tabakasindan uzanan bir katlantidir (kutikdl). Tirnak plaginin distaldeki
serbest kenari altinda, epidermisin stratum korneumu hiponigyum adi verilen
kalin bir yapi meydana getirir. Hiponigyum, tirnagin matriks yatagini bakteri

ve mantarlara karsi korur (42, 43).
2.4. Yara lyilesmesi
Yara iyilesmesi primer ve sekonder yara iyilesmesi olarak ikiye ayrilir.
2.4.1. Primer Yara iyilegsmesi
Cerrahi insizyon ve sitlr alanlarindaki, epitelyal ve bag doku kaybinin
minimum oldugu, epitelyal bazal membranin dizgun olarak zedelendigi yara
iyilesmesine primer yara iyilesmesi denir (44). Primer yara alani birkag saniye

icinde fibrin ve kan hucreleri iceren kan tikaci ile dolar; ylizeydeki tikag
dehidratasyonla yara tzerini 6rten kabugu (krut) olusturur.
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ilk 24 saat igerisinde, insizyon kenarinda fibrin tikaca dogru hareket
eden notrofiller goralur. Kesi kenarinda epidermis bazal tabaka hucreleri
mitoz ile gogalarak kalinlagmaya yol acar.

24- 48 saat igerisinde, yara dudaklarindan baglayan mitoz ve
migrasyon sonucu yara yuzeyi iki yandan epitelyum hucreleri ile kaplanmaya
bagslar. Her iki yandan gelen bu ince epitel tabakasi orta hatta birleserek
yaranin Uzerini érter. Ayrica bazal membran yapilarinin sentez ve birikimi de
olusur.

Ugiincii giinde, nétrofillerin yerini biiyiik élciide makrofajlar alir.
insizyon alanini graniilasyon dokusu doldurmaya baslar. insizyon kenarinda
kollajen lifler olusmaya baslar. Bu erken donemde sentezlenen kollajen
vertikal dizenlenimli olup yara kenarlari arasinda kdpruler olusturmaz. Epitel
tabakasinda proliferasyon ve kalinlagsma devam eder.

Besinci giinde, insizyon alani granilasyon dokusu ile dolar ve
neovaskiularizasyon en Ust seviyeye ulasir. Kollajen lifler daha artar ve
insizyon kenarlari arasinda kopruler olusturur. Epidermis normal kalinligina
ulasir ve yuzey epiteli matur keratinize epitele donusur.

ikinci haftada, I6kosit infiltrasyonu, 6dem ve vaskiilarite kaybolmaya
baslar. Fibroblast cogalmasi ve kollajen artisi devam eder.

Birinci ayin sonunda, Uzeri saglam epidermis ile kapl, iltihap hucresi
icermeyen skar dokusu olugur. Deri ekleri insizyon hattinda kalici olarak
kaybolur. Gerilmeye karsi direng (dayaniklilik) artmaya baslar. Direng artigi
kollajen sentezi ile olusur. Gerilmeye karsi tam dayaniklilik olusmasi aylarca
sonra olugur. Bu son asamaya maturasyon evresi de denir ve yara

iyilesmesinin en uzun sure devam eden agamasidir (44).

2.4.2. Sekonder Yara iyilesmesi

infarktis, iltihabi Ulserasyon, apse olusumu ve biiyiik doku kaybi olan

ylzey yaralari gibi daha fazla hicre ve doku kaybi varsa onarim olay1 daha
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komplikedir. Bunlarin timunde de doldurulmasi gereken blyuk doku kaybi
vardir. Parankim hucrelerinin rejenerasyonu tam anlamiyla orijinal yapiyi
saglamaz. Olusan doku defekti alanlari erken dénemde asiri granilasyon
dokusu, ge¢ donemde ise skar dokusu ile doldurularak iyilesme olusur. Bu tip

yara iyilesmesine sekonder yara iyilesmesi denir (44).

2.4.3. Sekonder Yara lyilesmesinin Primer Yara iyilesmesinden

Farklan

Sekonder yara iyilesmesinde doku kaybi fazla olup, iyilesme daha geg
olur. Uzaklastirilmasi gereken daha ¢ok nekrotik doku artiklari ve eksuda
vardir. iltihabi yanit daha siddetlidir. Daha fazla graniilasyon dokusu olugur.
Blyuk yuzey yaralarinda gorilen yara kontraksiyonu sekonder yara
iyilesmesinde yara ylUzeyini kiigiltmek amaci (% 5-10) ile yaklasik 3- 30.
glnler arasinda olusur. Yara kontraksiyonu miyofibroblastlara dénisen
fibroblastlar tarafindan gercgeklestirilir (44).

Parenkimal hicrelerle iyilesmenin (rejenerasyon) olusamadigi
durumlarda fibrozis ya da skatrisle iyilesme olusur. Rejenere olmamis
parenkimal hlicreler 24 saat icerisinde fibroblast ve vaskiler endotel hiicreleri
ile yer degistirir. Granulasyon dokusu 3- 5. glinde olusur. Granulasyon

dokusunda progresif olarak kollajen birikir (Resim 2.22) (44).
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Resim 2.22: Primer ve sekonder yara iyilesmesi (44).
2.4.4. Yara lyilesmesinin Evreleri ve Genel ilkeleri

Yara iyilesmesi Ug ayri, ama i¢ ige gegcmis evreye ayrilir:

1) Hemostaz ve inflamasyon

2) Proliferasyon

3) Maturasyon ve Yeniden yapilanma (olgunlagsma ve yeniden
sekillenme) (Resim 2.23) (45).
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Resim 2.23: Yara iyilesmesinin evreleri; a: inflamasyon,

b: proliferasyon, c: matiirasyon ve yeniden yapilanma (46).
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2.4.4.1. Hemostaz ve inflamasyon

Temel Ozellikleri vaskuler permeabilite artigi, dolagimdan yaraya hucre
kemotaksisi, sitokinlerin ve blyume hormonlarinin yerel olarak agiga ¢gikmasi
ve hlcre go¢unun aktivasyonu olan inflamasyon sureci, iyilesmenin temel
mekanizmalaridir. Bu slrecte hemostazin saglanmasi ile ortaya c¢ikan
subendotelyal kollajene yapisan trombositler ¢esitli faktorler salgilayarak
pihtilasmanin ekstrensek basamagini aktive eder (45).

Yara alaninda olusan pihti, nétrofil, monosit, fibroblast ve endotelyal
hacreler icin bir iskelet olusturur; bu suregte hemostaz basarisiz olursa
yetersiz pihti olusumuyla hicrelerin inflamatuar alana kemotaksisi ve
adezyonu azalir ve iyilesme olumsuz etkilenir (45).

Yara alaninda ilk saptanan hucrelerden olan noétrofillerin gogu
inflamasyonla artan vaskuler permeabilite ve prostoglandinler, interlokin-1
(IL-1), timor nekrozis faktord-a (TNF-a), kompleman sistemi gibi faktorlerin
etkisi ile uyarlir (45). Trombositler tarafindan salgilanan iki en 6nemli faktor,
trombosit kaynakli buyume faktort (platelet-derived growth factor: PDGF) ve
donustlrict buyame faktoéru-B (transforming growth factor: TGF- 8) dir
(Resim 2.24) (47).

vl
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Resim 2.24: Yara alaninda bulunan hicreler ve hiicrelerden salgilanan
molekiller (48).
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Yara yuzeyinin hemen altinda nétrofiller ve makrofajlar tarafindan bir
band paterni gostererek guglu bir sekilde eksprese edilen interldkin-8 (IL-8),
yuksek sayida nétrofilin yara yerine géglne aracilik eder. Yara ylzeyinin
altinda IL-8’ in guglu bir sekilde ekspresyonu, IL-1 ve TNF-a gibi
proinflamatuar sitokinler, bakteriyel Grtnler ve hipoksi tarafindan induklenir.
Buna ek olarak yara yuzeyinin altinda en yuksek seviyeye ulagsmis olan IL-8
dizeyleri, yara kenarinda keratinositlerin gogalmasini ve proliferasyonunu
stimule edebilir (49). Makrofajlar, lenfositler ve fibroblastlar da daha sonra
benzer uyarilarla bolgeye gelerek ayni faktorlerin etkisiyle aktive olur (45).
Makrofajlar, nétrofiller ve lenfositlerle birlikte mast hiicreleride yara iyilesme
surecinde 6nemli bir mediator kaynagidir ve yara yerinde yaralanmamis
derinin tersine yuksek duzeylerde saptanir. Normal yara iyilesmesi igin
makrofajlar esasdir. Makrofajlar, antijen sunucu hicre ve fagosit olarak
immunolojik gorevleri vardir ve buylime faktorlerinin dnemli bir kaynagidir.

Monosit- makrofaj atraktan kemokin (MCP-1), yerlesik hicreler (yara
kenarindaki keratinositler ve endotel hucreleri) ve inflamatuar hicreler
(makrofajlar) tarafindan salgilanir ve yara iyilesmesi sirasinda farkh evrelerde
monosit, mast hicreleri ve lenfositlerin yara yerine goglerinde énemli rol alir
(49). MCP-1 ekspresyonu 0Ozellikle yaralanmadan sonraki bir haftayla
sinirhdir. Yaklasik olarak butin hicrelerin (yerlesik ve infiltre olan
mononukleer hicreler) % 20’ si yaralanmadan sonraki 1. guinde MCP- 1
mRNA’ sini eksprese ederler. Ozellikle 2. glinden sonra MCP- 1, oldukga
yuksek proliferasyon kapasitesine sahip ve yara ylzeyini kapatmak icin go¢
eden keratinositler igin hiicre kaynagi olan bazal keratinositler tarafindan
eksprese edilir. MCP-1 sadece monositlerin degil mast hicrelerininde yara
yerine go¢ etmesini saglar (49). Mast hucrelerinden salgilanan grandller, yara
kenari etrafindaki inflamasyonun karakteristik bulgularindan sorumlu olan,
enzimler, histamin ve diger aktif aminler ve bunlarin mediatérlerini icerir. Mast
hicrelerinden salgilanan aktif aminler, ¢evredeki damarlarin gegirgenligini

arttirarak yara alanina mononukleer hlcrelerin hizli gecisine izin verir (47).
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Yara iyilesmesi sirasinda mast hicre sayisindaki bes kat artis
proliferasyondan ziyade mast hicrelerinin yara yerine gelmesinden
kaynaklanir. Mast hticrelerinden salgilanan interldkin-4 (IL-4) fibroblast
proliferasyonunu stimule ederken MCP-1 ve IL-8 gibi bazi kemokinlerin
ekspresyonunu azaltir, boylece inflamatuar reaksiyon sinirlanir (49).

Yara alaninda erken dénemde nétrofillerin bakterilere karsi fagositoz
gOrevini daha sonra makrofajlar devralir (45). O nedenle, ortamda bulunan
hdcre artiklarinin fagositozu yani sira makrofajlardan salinan sitokinler
anjiyogenezi ve fibroplaziyi uyarir (45).

Makrofajlar, inflamatuar sitokinleri ve biylime faktorleri salgilama
kapasitesinden dolayi yara tamirinde merkezi bir role sahiptir (47, 49).

Aktive makrofajlar, agiga ¢ikan sitokinlerle uyarilan lenfositlerin
salgiladiklari lenfokinler yara alaninda fibroblast migrasyonunu,
proliferasyonunu ve kollajen sentezini dizenler (45).

IFN-6 ile indlklenen monokin (monokine induced by IFN-&6: Mig) ve
interferon ile uyarilabilir protein 10 (Interferon-inducible Protein-10: IP-10)
selektif olarak lenfositleri yara alanina ¢ekerler. Lenfositler, effektor
immunolojik hiicreler olmalarinin yani sira, bazik fibroblast biylime faktoru
(bFGF=FGF-2) ve I6kosit kaynakli buyume faktért (LDGF) gibi blyime

faktorlerini de salgilama yetenegine sahiptir (50).

2.4.4.2. Proliferasyon

Bu evrede, trombositlerden ve aktive olmus makrofajlardan salinan
sitokinlerin ve buyime hormonlarinin etkisiyle fibroblastlar ve endotelyal
hicrelerin yara alaninda ¢ogalmasi 6n plandadir (45). Trombositlerden ve
aktive makrofajlardan, PDGF ve TGF-B salgilanir (47, 50). PDGF,
noétrofillerin, makrofajlarin, diiz kas hicrelerin ve fibroblastlarin kemotaksisini
baglatir. Buna ek olarak fibroblastlarin ve duz kas hlcrelerinin mitogenezini
stimile eder. TGF-B makrofajlari etkileyerek bFGF, PDGF, TNF-a ve IL-1 gibi
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sitokinlerin salgilanmasini stimule eder. Ayrica TGF-(3 fibroblast ve diz kas
hicre kemotaksisini arttirarak kollajen ve kollajenaz ekspresyonunu duzenler
(47). Fibroblastlar ¢gevre dokudan yaraya dogru go¢ eder. Yara alanina yakin
saglam venullerden cogalan endotelyal hucreler bolgeye gelerek
anjiyogenezi baglatarak yeni kapiller agi olusturur (45). Anjiyogenezin en
onemli pozitif mediatérleri vaskuler endotelyal bluyime faktért A (VEGFA) ve
FGF-2’ dir (46). Kemokinler, IL-8, buylme ile iliskili onkogen-a (GRO-q),
GRO-f3, GRO-y, kemokin bag doku aktive edici peptid 3 (chemokine-
connective tissue-activating peptide 3: CTAP3), 3- tromboglobulin ve noétrofil
aktive edici peptid-2 (NAP-2) in vitro endotelyal hicre proliferasyonunu ve in
vivo anjiogenezi indukler (49). Bu evrenin ileriki asamalarinda makrofajlar
tarafindan stimule edilerek yara kenarindan veya kemik iliginden gelen
fibroblastlarin bazilari miyofibroblasta donusur (46). Epitel kaybi olugan
yaralanmalarda fibroblast ve endotelyal hiicrelere ek olarak epitel hiicreleride
sivl kayiplarina ve enfeksiyona karsi yeniden bir engel olusturmak tzere
¢ogalir. Yaralanmadan bir iki gin sonra epitel hicreleri yara kenarindaki
hasarsiz epitel adaciklarindan ¢ogalarak yara alanina dogru go¢ etmeye
baslar (Resim 2.25) (45). Epitelizasyon, aktive yara makrofajlari, trombositler
ve keratinositlerden salgilanan epidermal buytume faktora (EGF) ve
donustiriact buyame faktéri-a (transforming growth factor-a: TGF- a)
tarafindan stimule edilir (47). Epitelizasyonu pozitif olarak dizenleyen diger
faktorler, fibroblast buyume faktértu (FGF) ailesi, epidermal buyume faktoru
(EGF) ailesi ve hepatosit bluylume faktéri (HGF)’ dur. Bunlar, keratinositlerin
migrasyonu, proliferasyonu ve hayatta kalmasini, aktivasyonu ile stimule
eden tirozin kinaz reseptériniin ligandlaridirlar (46). in vitro galismalar IL-8’
in insan keratinosit migrasyonunu ve proliferasyonunu stimule ettigini
gdstermektedir. insizyonel insan yaralarinin iyilesmesinde IL-8, epidermal
defekti kapatmak icin yara kenarindan keratinositlerin gog ettigi yerde yara

ylzeyi boyunca oldukga ylksek seviyede eksprese edilmektedir. GRO-a’ nin
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ekspresyonu IL-8 ile kolokalizedir ama GRO-a mRNA duzeyleri 6nemli
Olclde dusuktur (49).

Irreversible
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cOmiﬁed\ L

Epidermis
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| From other cell types: KGF; PDGF-bb; VEGF; GMCSF ‘

Resim 2.25: Bazal hiicrelerin gogalmasi ve gogii (51).

2.4.4.3. Maturasyon ve Yeniden Yapilanma

Endotel hicrelerinin blyuk bir kismi, makrofajlar ve miyofibroblastlar,
birka¢ hicre ve daha ¢ok kollajenden ve diger ekstrasellller matriks
proteinlerinden olusan bir artik birakarak, programli hiicre 6limu olan
apoptozise giderler veya yara yerinden ayrilirlar (46). Bu evrenin temel
Ozelligi yara alanina kollajen depolanmasidir. Kollajen depolanmasinin
miktari, orani ve kalitesinin yara gerilme kuvveti Uzerine olan etkileri
nedeniyle bu siireg klinik agidan en énemli evredir. lyilesmeden sonra doku
batunligund devam ettiren bag dokusunu olugturan hucre disi
makromolekuller ara madde kollajen, elastin, fibronektin, laminin,
proteoglikanlar ve hiyallronik asitten olusur.

Organizmamizda gesitli gorevler ustlenen kollajenin molekul ve zincir
yapisindaki farkliliklara gére 23 degisik tipi tanimlanmigtir. Ug polipeptid
zincirden olusan kollajen, fibroblastlarin endoplazmik retikulumunda var olan
MRNA’ nin 6zelliklerine gore sentezlenip salgilanir. Salgilanan bu polipeptid

zincirler yara alaninda ¢apraz baglarla birbirlerine baglanir ve yara gerilme
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kuvvetinin temelini olusturur. Fibroblastlar icinde kollajen gibi intrasitoplazmik
filamanlar halinde sentezlenip hlcreler arasi bdlgeye verilen diger maddeler
proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlardir. Bu maddeler baglanma sirecinde
kollajen fibrillerin ¢aplarini ve buayuklUklerini etkileyerek olusturulan bag
dokusunun fiziksel 6zelliklerini belirler.

Kollajenin sentez ve birikiminin yaninda, olusturulan bag dokusunun
anatomik ve fonksiyonel olarak en uygun sekli almasinda énemli rol oynayan
diger faktorler kollajenazlar ve bazi proteazlardir. Yaralanmadan sonra tum
hucresel kollajen sentez ve depolanmasiyla birlikte yaradaki kollajen
miktarinin sabit kalmasi, yarada ayni anda kollajen yikiminin da oldugunun
bir gostergesidir. Fibroblastlar, epitel hicreleri ve aktive makrofajlar
tarafindan salgilanan kollajenazlar yara alaninda depolanan kollajeni yikip
yeniden sekillendirerek yara skarinin olugsmasini saglar. Deri ve deri altini
iceren bir yarada bir yildan fazla siren matirasyon ve yeniden yapilanma
asamasindan sonra son seklini almis yara skarindaki kollajen fibrilleri higbir
zaman orijinal derideki gibi duzenli dagihm gosteremez (45).

Yara iyilesmesi surecinde gelisen tum hulcresel ve biyokimyasal
olaylarin en énemli sonucu, yara gerilim kuvvetinin maksimuma ulagmasidir.
lyilesmenin erken déneminde geriime kuvvetine katkida bulunan énemli
faktorler epitel hicreleri, fibroblastlar, endotel hicreleri ve fibrin- fibronektin
kompleksi arasindaki kohezyon kuvvetidir.

Kollajen fibrillerin ortaya ¢ikmasi ile yara gerilim kuvvetinin artisi
hizlanir. Yara gerilim kuvveti, yara kenarindaki santimetre kare alana
kilogram olarak uygulanan kuvvetle ol¢ulur. Deri yaralarinda yara gerilme
kuvveti birinci haftada % 3 iken, tigclincti hafta sonunda % 20 olur. Ug ay
sonra da orijinal derinin % 80’ ine ulasir ve daha fazla artmaz. Yaranin
icerdigi kollajen kadar, kollajen i¢ baglarinin gogalmasi da yara gerilim

kuvvetinin artmasinda 6nemli rol oynar.

50



2.4.5. Yara Kontraksiyonu

Doku kaybi olan ve sekonder iyilesmeye birakilan yaralarda, yarayi
cevreleyen dokunun merkeze dogru hareket etmesiyle yara alani
kucgultulmeye caligilir. Yara olusumunun 7. gununde baslayan bu hareket dort
hafta kadar devam eder. Nadiren yaranin spontan kapanmasini saglayan
kontraksiyon, genellikle agik yara alaninin % 80’ ini kapatabilir. Yara
kontraksiyonunun kontraktil bir protein olan aktin filamentlerinden zengin
miyofibroblastlar tarafindan saglandigi bilinmektedir.

Yara kontraksiyon alanindaki skar dokusunun kisalmasi olarak
tanimlanan yara kontrakturd, yanik iyilesmesinden sonra gorulen
kontrakturler gibi deformite ve fonksiyon bozukluguna yol agabilir. Yara
zeminindeki granulasyon dokusunun greftle kapatiimasi miyofibroblast

miktarinda azalma olusturup kontraksiyonu durdurabilir (Resim 26).
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Resim 2.26: Normal yara iyilesmesi.
2.5. Calismada Kullanilan Belirtegler
2.5.1. Keratinler

Epitelin karakteristik ara filaman proteinleri olan keratinler
heteropolimerik filamanlari asidik (tip 1) ve bazik (tip 2) molekulleri olarak
ayrilirlar. Hucre igi keratin filamanlari molekuler agirliklar birbirine yakin, bir
asidik ve bir bazik keratinin birlikte sunulmasi ile olusurlar (52, 53, 54, 55). Bu
Ozel keratin giftlerinin birlikte sunulmasi epitele 6zgu oldugu gibi, hicre
tabakasina da 6zgudur. Her epidermal hiicre tabakasindaki keratin gifti,
keratinosit farklilasmasinin durumunu yansitmaktadir (55). insanlarda 54
fonksiyonel keratin geni bulunmaktadir (52, 53, 54). Molekuler agirhklar 40
kDa ile 70 kDa arasinda degisir. izoelektrik pH 4.9- 7.8 arasindadir (53, 56).
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Epitel tipine ve hucresel farklilagsma evresi ile iligkili olarak eksprese olurlar.
Epitelyal iskeletin bir pargasi olarak keratinler, epitelyal hicre ve dokularin
mekanik denge ve butunlugu igin dnemlidirler. Bununla beraber bazi
keratinlerin dlzenleyici fonksiyonlari vardir ve stresden korunma, yara
iyilesmesi ve apoptozis gibi hiicre igi sinyal yolaklarinda rol alirlar (52, 53).
Embriyonik gelisim sirasinda epidermiste bazal tabaka ile periderm
arasindaki ara tabakada olmak Uzere tUm tabakalarda keratin eksprese
edilmeye baglar. Bazal tabakada keratin-5 ve 14, ara tabakada keratin-1 ve
10, periderm tabakasinda ise keratin-8 ve 19 keratinleri bulunur (55). Erigkin
epidermis bazal tabakasinda bulunan keratinositler keratin-5 ve 14’ U
eksprese ederken, stratum spinozum tabakasindaki keratinositlerde keratin-1
ve 10 ekspresyonu saptanmigtir (42). Stratum spinozum tabakasindan
farkhlasip, stratum grantlozum tabakasina go¢ eden keratinositlerde ise
ketain-2e ve 9 ekspresyonu gorulmustir. Epidermisin farkli tabakalarinda
bulunan farkl sitokeratinlerin defektleri veya ekspresyonlarindaki bozukluklar
sonucunda farkli hastaliklar gézlenmektedir. Ornegin keratin-5 veya 14
mutasyonlari sonucunda epidermolizis bulloza simpleks, keratin-1 veya 10’
daki mutasyonlar sonucunda epidermolitik hiperkeratoz, keratin-2e defektleri
sonucunda ise ihtiyozis bulloza, keratin-9’ a ait defektte ise epidermolitik

palmoplanter keratodermanin gelistigi gosterilmistir (42).

2.5.2. Monosit- makrofaj atraktan kemokin-1 [MCP-1(CCL2)]

MCP-1 kemokinler olarak bilinen kemotaktik sitokinler (CC) ailesinin
bir Gyesi olup (57), 23 aminoasidi igeren prekursor protein ve 76 amino asid
iceren matur peptid olarak uretilir. Molekuler agirhgi yaklasik olarak 13 kDa’
dur. insanlarda 17. kromozom (izerine lokalizedir. Hiicre yiizeyinde
baglandigi reseptorler CCR2 ve CCR4’ tur (57, 58). Monositler, vaskuler
endotel hicreleri, diz kas hucreleri, glomerlul mezengimal hicreleri ve

osteoblastik hicreler tarafindan eksprese edilirler (57). Makrofaj ve
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monositler i¢in guglu kemoatraktandir. Hem insan hem de fare
calismalarinda yara boélgesinde MCP-1 proteininin ya da mRNA'’ sinin arttigi
gosterilmigtir (59). MCP-1 eksikligi gézlenen hayvanlarda yara yerinde
gecikmis re-epitelizasyonun varligi, MCP-1 ekspresyonunun keratinosit

migrasyonunu duzenledigini desteklemektedir (59).

2.5.3. interl6kin-8 (IL-8)

Baslica stimtle olmus monositlerden ve makrofajlardan salgilanan IL-
8, ayrica fibroblastlar, endotel hiicreleri, keratinositler, melanositler,
hepatositler, kondrositler, tumor hicre hatlari gibi birgok hucre tarafindan da
uretilir (60, 61). Bir¢ok hucre tipinde IL-8 sentezi IL-1 ve TNF-a tarafindan
uyarilir (60). Epitel, endotel ve fibroblastik hiicrelerde ise IL-8 sentezi IL-17
tarafindan kontrol edilir (60). Molekuler agirligi 8 kDa (72 amino asit) olup
(60), IL-8 geni tarafindan kodlanir (61). Hucre yuzeyinde IL-8 birgcok
reseptore baglanarak fonksiyon gorur. Bunlardan en ¢ok bilinenler; CXCR1
ve CXCR 2’ dir. CXCR1’ in ekspresyonu ve IL-8’ e affinitesi CXCR2’ ye gore
daha fazladir (61). inflamatuar cevapta ana mediatérlerden biri olan IL-8,
kemoatraktan olmasi yani sira, guglu bir anjiogenik faktordar. Inflamatuar
cevapta, IL-8’ in primer gorevi noétrofiller gibi hedef hiicrelerde kemotaksisin
indUksiyonudur (61). IL-8 nétrofillerde gegici olarak sitozolik kalsiyum
duzeyini arttirarak granullerden enzimlerin salinmasina yol agarak reaktif
oksijen molekullerinin metabolizmasini ve adezyon molekullerinin
ekspresyonunu arttirir (60). Anjiogenezde makrofaj kaynakl IL-8 gorev alir ve
romatoid artrit, tumor buyumesi, yara iyilesmesi gibi anjiogeneze dayali
bozukluklarda rol oynar (60). IL-8 seviyesinin akut cerrahi yaralarda dermisde
arttig1 gosterilmistir (59). Bununla beraber in vitro insan érneklerinde yapilan

calismalar, IL-8’ in keratinosit migrasyonunu ve proliferasyonunu stimule
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ettigini ve yara re-epitelizasyonunda 6nemli bir role sahip oldugunu da
desteklemektedir (59).

2.5.4. Fibroblast bliyume faktorleri (FGF)

Anjiogenez, yara iyilesmesi, embriyonik gelisim ve timdrogenezde yer
alan blayume faktorleri ailesidir (62, 63). FGF ailesinin molekdler agirhgi 16-
18 kDa arasindadir. Fibroblast buyume faktorlerinin bilinen iki esas grubu
vardir: asidik FGF (FGF-1) ve bazik FGF (FGF-2) (62, 64, 65). FGF faktorleri
heparine yuksek affinite gosterirler ve bu ylizden heparin baglayan biylime
faktord olarak isimlendirilirler. Birgok hlcrenin ve dokunun proliferasyon ve
farklilasmasinda FGF’ ler anahtar rol oynarlar (61, 65, 66). insanlarda 22
adet FGF ailesi Uyesi tanimlanmistir. Fibroblast buyume faktort reseptori
ailesinin 4 Gyesi bulunmaktadir; FGFR1, FGFR2, FGFR3 ve FGFR4.
Genellikle mitojen olarak etki gostermelerine ragmen dizenleyici, morfolojik
ve endokrin etkileride vardir. FGF’ lerin gelisim sirasindaki gorevleri,
mezoderm induksiyonu, antero-posterior aksin belirlenmesi, ekstremitelerin
olugsumu, noral induksiyon, beyin gelisimi, dokularda anjiogenez, keratinosit
organizasyonu ve yara iyilesmesini icerir (62). FGF-2 veya bazik FGF, yara
yerinde hasarlanmig endotel hicrelerinden ve makrofajlardan salgilanir ve
FGF-2 aktivitesi bloke edilirse yara anjiogenezi neredeyse tamamen durur
(65). Kan damari olusumunu stimule ettikleri kadar yara iyilesmesinde de
onemli rol alirlar. FGF-1 ve FGF-2 anjiogenezi ve fibroblastlarin
proliferasyonunu stimile ederek, yara iyilesmesinin erken evresinde yara
kavitesini/ boglugunu dolduran, grantlasyon dokusunu olustururlar (61).
FGF-2 hasarli endotel hucrelerinden salinarak yara bolgesinde arttigi
gOsterilmigstir (58). Hicre kiltlrh galismalar FGF-2’ nin keratinosit motilitesini

arttirdigini ve re-epitelizasyonda rol oynadigini da gostermigtir (58).
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2.5.5. Epidermal buyume faktoru (EGF)

Hlcre buyumesi, proliferasyonu ve farklilagsmasinin dizenlenmesinde
onemli rol oynar (67). EGF, sut, tukruk, idrar, plazma ve diger bir¢ok vucut
sivisinda degisen konsantrasyonlarda bulunur. Ayrica trombosit, fibroblast ve
makrofajlardan eksprese edilir. EGF 6,4 kDa molekuler agirhginda 53
aminoasitten olugan globuler bir proteindir. Biyolojik aktivitesi icin gerekli olan
intramolekuler 3 disulfid bagi vardir (67). EGF birgok hlcre icin guglu bir
mitojendir (68). EGF, epidermal ve epitelyal hicrelerin proliferasyonunda, in
vitro olarak fibroblastlarin, bébrek epitel hlicrelerinin, insan glial hiicrelerinin,
over granulosa htcreleri ile birlikte tiroid htcrelerinin de indiksiyonunda
gorev alir (68). EGF ayrica embriyonik hlcrelerin proliferasyonunu da stimtle
eder. EGF, endotelyal hicreleri icin mitojeniktirler ve anjiogenezi arttirirlar.
Fibroblastlar ve epitelyal hiicreler igin gl¢li kemoatraktandirlar. EGF tek
basina ve diger sitokinlerle kombine olarak yara iyilesmesinde onemli bir
faktor olarak yer alir (68). Ozellikle akut yaralanmalarda artmis ekpresyonu
ile re-epitelizasyonun gergeklesmesinde rol oynar. Kronik yaralarda ise EGF

ekspresyonun azaldigi gozlenmistir (69).

2.5.6. Kollajen-1

Bag dokunun esas proteini ve memelilerde en ¢ok bulunan protein
olan kollajen-1, insan vicudunda da en ¢ok bulunan kollajen tipidir. Vertebrali
dokularinin yapisal batanligu igin gerekli major fibriler ekstrasellller bir
proteindir (70). Tip 1 kollajenin sentezi, yara iyilesmesi doku morfogenezi ve
fibrozisi igeren birgok biyolojik olayda artar ve TGF-f3, IL-1, TNF-a, vitamin D
ve C gibi bircok ekstrasellller sinyal molekull tarafindan normal ve patolojik
durumlarda sentezi kontrol edilir (70). Skar dokusunda bulunur, tamir ile
dokunun iyilesmesinde en son urlindur. Tendon, deri, arter duvarinda,

miyofibrillerin endomisyumunda, fibrokartilajda ve kemik ve digin organik
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parcalarinda da bulunur (71). Kutan6z doku defektlerinin yeniden
yapilanmasinda tip 1 kollajen, dermisin esas yapisal bileseni olarak merkezi
bir role sahiptir (72). Deneysel granilasyon dokusunun olusumunun 7.
gununde tip 1 kollajen histokimyasal ve immunohistokimyasal olarak
saptanabilir (72). Bununla beraber yeni sentez edilen kollajen ile 6nceden
bulunan kollajen arasinda ayirim yapmak skar dokusunun olusumunun takibi

icin 6nemlidir (72).

AMAGC

Calismada fare embriyonik kok hicreleri kiltlir ortaminda Uretildikten
sonra keratinositlere farkhlastirilmasi ve elde edilen bu hicrelerin olusturulan
cerrahi yara Uzerine transfer edilerek kullanilabilirligi ve yara iyilesmesinde rol

oynayan molekiler belirtecler ile birlikteliginin incelenmesi amaglanmistir.
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lIl. GEREG VE YONTEM

Calismamiz Universitemiz Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi (Proje No: 2007- 53) tarafindan desteklenmistir.

Embriyonik kok hucreler, fibroblast hticrelerinden olusturulan besleyici
tabaka Uzerinde kultur edilerek gogalmalari saglandiktan sonra
keratinositlere farklilastirildi. Elde edilen keratinositler, analizi yapildiktan
sonra yara yerine transferi amaci ile mesh Uzerinde kultire edildi. Mesh ile
birlikte hlcreler yara yerine transfer edilerek yara iyilesmesinin farkl
donemlerinde salgilanan molekullerin analizi ile Uretilen keratinositlerin yara

iyilesmesindeki etkisi aragtirildi.

3.1. STO Besleyici Tabakasinin Hazirlanmasi Ve Kulturi

3.1.1. Jelatinle Kapl Kiiltiir Kaplarinin Hazirlanmasi

Jelatin (G-9391, Sigma, St. Louis, USA) % 0.1 oraninda distile su ile
hazirlandiktan sonra otoklavda steril edildi. Oda sicakligindaki jelatin hava
akisli kabin icerisinde her bir 10 cm’ lik steril doku kultlr kaplarina 5’ er ml
jelatin soliisyonu konarak, tim ylzeyin jelatin ile kaplanmasi saglandi. 37° C
% 5 CO7’ li inkuibatorde 2 saat bekletildikten sonra hava akisl kabin
icerisinde jelatin solUsyonu steril pipet yardimi ile aspire edildi. Bu sekilde
hazirlanan kultir kaplari sterilitesi bozulmadan sarilarak +4° C’ de
kullanihincaya kadar tutuldu. En fazla 15 glin bekletilen kultar kaplari ihtiyaca

gore tekrar yapildi.
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3.1.2. STO Hiicrelerinin Kultiri

Stok fare fibroblast hicreleri (STO, 86032003, ECACC) sivi azot
tankindan alindiktan sonra hiicreler direkt olarak 37° C sicak su banyosu
icerisinde ¢ozulmesi saglandi. Stok hacre (1 ml), 5 ml STO kultir vasati
[4500mg/L glukoz ve sodyum purivat iceren Dulbecco' s modified Eagle' s
medium (DMEM, F0445, Biochrom AG, Berlin, Germany) , % 15 fotal sigir
serumu (FBS, S0113, Biochrom AG, Berlin, Germany), % 1 L-glutamin
(K0283, Biochrom AG, Berlin, Germany), % 1 Penisilin/streptomisin (A2213,
Biochrom AG, Berlin, Almanya)] icerisine alindi. Hicreler 15 ml’ lik falkon
tupleri icerisinde 5 dk. 1000 rpm hizda santriflij edildi ve Ustte kalan kisim
atilarak hucre peletine 3 ml yeni hazirlanmig STO kultar vasati ilave edildi.
Hucreler pipetaj yapilarak 3 kultir kabina dagitildi, 37°C’ de % 5 CO-’ i
inkdbatorde her iki glinde bir kilttr vasati degistirilerek hicreler konfluent
oluncaya kadar yaklasik 1 hafta kiltire edildi. Konfluent olan STO hicreleri
2 ml tripsin/EDTA (L2143, Biochrom AG, Berlin, Germany) sollsyonu ile 5
dk. 37°C’ de % 5 CO;’ li inkiibatorde inkiibe edilerek hiicrelerin kltir
kabindan kaldiriimasi saglandi. Hucrelerin kalktiklari kontrol edildikten sonra
her bir kltar kabinin igerisine 2 ml STO kdlttr vasati ilave edildi. Hicreler
toplanarak 5 dk. 1000 rpm hizda santrifiij edildi ve hicrelerin Gst kisminda
bulunan kulttr vasati atilarak 3 ml yeni STO kultlr vasati ilave edildi. Bir
kiltar kabindan elde edilen hicreler 3 adet yeni kultir kabina boélinerek STO
hicrelerinin kultlra saglandi. Her hafta STO hicreleri konfluent olduktan
sonra bu sekilde kulture edilerek yeterli sayida hucre elde edilinceye kadar

STO hucrelerinin kiltirine devam edildi.
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3.1.3. STO Hiicrelerinin Mitomisin-C ile Muamele Edilmesi

STO hucreleri konfluent olduktan sonra, kultlr kabindaki vasatin yarisi
alindi ve her bir kaltir kabinda 20 pg/ml mitomisin-C (A2190,0002,
Applichem, Darmstadt, Germany) olacak sekilde ilave edilerek 1,5 saat 37°C’
de % 5 CO;‘ li ortamda inkibe edildi. Mitomisin-C igeren kultir vasati aspire
edildi ve hucreler steril fosfat tampon soliisyonu (PBS; Posphate buffer
solution, L1825, Biochrom AG, Berlin, Germany) ile 2 defa yikandi. Daha
sonra 5 ml STO kultlr vasati ilave edildi. Mitomisin-C ile inktbe edilmis STO

hucreleri embriyonik kok hiucre kulturleri ile es zamanli yapildi.

3.2. Embriyonik Kok Hiicre Kulturu

Embriyonik kdk hicre hatti (CGR8, 07032901, ECACC) kuru buz
lizerinde laboratuvara ulastirildiktan sonra hiicreler bekletimeden 37° C
sicak su banyosu igerisinde ¢dzulmesi saglandiktan sonra 1 ml hicre 5 ml
embriyonik kok hucre (EKH) kaltlr vasati [4500 mg/L glukoz ve sodyum
purivat iceren Dulbecco' s modified Eagle' s medium (DMEM, F0445,
Biochrom AG, Berlin, Germany) , % 15 fotal sigir serumu (FBS, S0113,
Biochrom AG, Berlin, Germany), % 1 L-glutamin (K0283, Biochrom AG,
Berlin, Germany), % 1 Penisilin/streptomisin (A2213, Biochrom AG, Berlin,
Germany), 0.1 mM Non-essential amino asid (NEAA, K0293, Biochrom AG,
Berlin, Germany), 10°® M B-mercaptoethanol (M7522, Sigma, St. Louis, USA)
ve 1000 U/ml I6kemia inhibitor faktor (LIF, L5158, Sigma, St. Louis, USA )]
icerisine alindi. Hucreler 5 dk. 1000 rpm hizda santrifij edildikten sonra Ustte
kalan kisim atilarak hicre peletine 3 ml EKH kaltur vasati ilave edilerek
pipetaj yapildi ve hucrelerin esit miktarda dagilimi saglandiktan sonra

mitomisin-C ile muamele edilmis STO hucreleri Gzerine konularak kulttre
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edildi. Her iki gunde bir kultur vasatlari degistirilerek olusan koloniler inverted

mikroskobu (1X71, Olympus, Tokyo, Japan) altinda degerlendirildi.

3.2.1. Embriyonik Kok Huicrelerin Pasajlanmasi

Mitomisin-C uygulanmis STO hucreleri Gzerinde koloni olusturmus
embriyonik kok hiicrelere 2 ml tripsin/EDTA sollisyonu konarak 5 dk. 37°C’
de % 5 CO;’ li inkuibatdrde bekletildi. Hucrelerin kultir kabindan kalktiklari
kontrol edildikten sonra Gzerine 2 ml EKH kultar vasati ilave edilerek
tripsin/EDTA etkisinin durdurulmasi saglandi. Hicreler 15 ml’ lik tiplere
toplanarak 5 dk. 1000 rpm hizda santrifiij edildi. Htcrelerin Ust kisminda
bulunan kullttr vasati atilarak 3 ml EKH kultur vasati ilave edilerek pipetaj
yapildi ve hdcrelerin esit miktarda dagilimi saglandiktan sonra daha 6nce
hazirlanmis 3 adet mitomisin-C uygulanmis STO hicreleri tzerine esit
miktarda hicreler dagitildi. EKH’ ler 7 glinde bir olmak Gzere 6 kez

pasajlandi.

3.2.2. Embriyonik Kok Hiicrelerin Dondurularak Saklanmasi

Koloni olusturduklari gozlenen EKH’ lerin Uzerindeki kultur vasati
aspire edildikten sonra 2 ml tripsin/EDTA soliisyonu konuldu ve 5 dk. 37°C’
de inklbe edildi. Hucrelerin kiltur kabindan kalktiklar gézlendikten sonra
uzerine 2 ml EKH kultur vasati ilave edildi. Toplanan hucreler 5 dk. 1000 rpm
hizda santrif(jj edildikten sonra Ustteki sivi atilarak alttaki hiicre peleti Gzerine
her bir vial i¢in 1 ml olacak sekilde 1:9 oraninda hazirlanan [dimetil sulfoksid
(DMSO, A3672,0250, Applichem, Darmstadt, Germany):FBS (S0113,
Biochrom AG, Berlin, Germany)] hicre dondurma vasati ilave edilerek sivi

azot tankinda daha sonra kullaniimak tzere stoklandilar.
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3.2.3. Embriyonik Kok Hiicrelerden Embriyoblastlarin

Olusturulmasi

Mitomisin-C uygulanmis STO hucreleri Gzerinde koloni olugturmus
embriyonik kok hlcrelere 2 ml tripsin/EDTA sollisyonu konarak 5 dk. 37°C’
de % 5 CO;’ li inkubatdrde bekletildi. Bu asamada kultlr kabindan kalkan
hicrelerin Gzerine 2 ml EKH kiltlr vasati ilave edilerek tripsin/EDTA etkisinin
durdurulmasi saglandi. Hucreler 15 ml’ lik tuplere toplanarak 5 dk. 1000 rpm
hizda santrifij edildi. Hlcrelerin Gst kisminda bulunan kaltur vasati atilarak
tekrar 5 ml EKH kalttr vasati ilave edilerek 5 dk. 1000 rpm hizda santrif(j
edildi. Sipernatant atildiktan sonra hicrelerin Gzerine 1 ml embriyonik kok
hicrelerin farkhlagmasini 6nleyen I6kemia inhibitor faktort icermeyen EKH
farkhlastirma kultar vasati (DMEM, %15 FBS, 0,1 mM NEAA, 2 mM L-
glutamine, 10° M B-mercaptoethanol ve % 1 Penisilin/streptomisin) ilave
edilerek pipetaj ile hucrelerin esit dagilimi saglandi. Embriyonik kok
hicrelerden embriyoblastlarin olugturulmasinda hanging drop yontemi
kullanildi. Hanging drop yonteminde 2 cm’ lik kaltir kabinin kapagdi Gzerinde
1 ml’ sinde 5x10* farklilasmamis hiicre bulunan farklilastirma kdiltir
vasatindan 10 pl’ lik damlalar olusturuldu (Sekil 3.1, Resim 3.1). Kultdr kabi
icerisine steril PBS konularak, damlalar olusturulmus kuiltir kabi kapagi

kapatilarak embriyonik kok hicrelerinin farkhlastirilmasi saglandi.

e

Steril PBS

Sekil 3.1: Hanging Drop Yonteminin Cizimsel Agiklamasi

Hanging drop yontemi kullanilarak olusturulan damlalar 2 giin 37°C’

de % 5 CO;’ li inklubatdrde bekletildikten sonra farklilastirma kulttr vasati
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ilave edilerek embriyoblastlar toplandi. Embriyoblastlar jelatin ve STO fare
fibroblast hicreleri igermeyen kultir kabina aktarilarak kiltiire devam edildi.
Kaltdr kaplarina aktarildiktan sonra 4 gun kulttre edilerek yeterli bayUklige

ulagmalari saglanan embriyoblastlar keratinosit farklilastirma kultir vasatina

alindi.

Resim 3.1: Hanging Drop Yontemi ile
olusturulan kiiltir ortami. X100

3.3. Embriyoblastlardan Keratinosit Kultlirt

3.3.1. Embriyoblastlarin Keratinositlere Farklilagtiriimasi

Steril edilmis 12 mm ¢apinda yuvarlak lameller (0111520, Marienfeld
Lab., Kénigshofen, Germany) 24 gozIu kultur kabina yerlestirildi. Matrijel
(354234, BD Biosciences, Massachusetts, USA) benmari usull eritilerek,
DMEM ile 1/100 oraninda dilte edildi (Resim 3.2). Dilie edilen matrijel, 24
g0zIu kultar kaplarinin her bir goziinde 500 ul olacak sekilde daha 6nce
yerlestirilen yuvarlak lamellerin Gzerine ilave edildi. Oda sicakliginda ve steril
ortamda 1 saat bekletildikten sonra kultlr kaplarindaki matrijel fazlasi
alinarak, 4. giniin sonunda yeterli buyuklige ulasan embriyoblastlar transfer
edildi. Embriyoblastlarin 2 giin matrijele yapismasi beklendi ve kultirin 3.
gununden itibaren 24 gdzlu kaltar kabinin her bir gézine 0.5 nM kemik
morfogenetik proteini-4 (BMP-4, B2680, Sigma, St. Louis, USA) olacak
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sekilde 10 gun boyunca her giin BMP-4 ilave edilerek hicrelerin keratinosite

farkhlagsmalari saglandi.

Resim 3.2: Matrijel ve hazirlanisi.
"~ X100

3.3.2. Keratinositlerin Dondurularak Saklanmasi

Keratinositlerin Gzerindeki kiltir vasati aspire edildikten sonra 2 mli
tripsin/EDTA sollisyonu konuldu ve 5 dk. 37°C’ de inkiibe edildi. Hiicrelerin
kaltur kabindan kalktiklari gozlendikten sonra Uzerine 2 ml farklilagtirma
kaltur vasati ilave edildi. 15 ml’ lik tiplere toplanan hicreler 5 dk. 1000 rpm
de santriflj edildikten sonra Ustteki sivi atilarak alttaki hicre peleti zerine
her bir vial icin 1 ml olacak sekilde 1:9 oraninda hazirlanan DMSO:FBS
dondurma vasati ilave edilerek projenin diger asamalarinda kullaniimak

Uzere sivi azot tankinda saklandi.

3.3.3. Keratinositlerin indirekt inmunohistokimya Yéntemi ile

Tanimlanmasi

Farklilastirilan hicrelerin keratinosit olduklarinin belirlenmesi amaci ile
hdcrelerden bir kisminin kultar vasati uzaklastirilarak bir defa steril PBS ile
yikandiktan sonra % 4’ lik paraformaldehit ile 30 dk. tespit edildi. Tespit
isleminden sonra 3 kez 5 dk. PBS ile yikandi. Endojen peroksidaz aktivitesini
inhibe etmek igin 10 dk. % 3’ Itk hidrojen peroksit (H,O,, K31355100, Merck,

64



Darmstadt, Germany) uygulandiktan sonra, hicreler 3 defa PBS ile yikandi.
Permeabilizasyon igin hicreler % 0,1 Triton-X 100 (A4975,0100, Applichem,
Darmstadt, Germany) ile 15 dk. buz tstlnde inklbe edildi ve 3 defa PBS ile
yikandiktan sonra 1 saat bloklama solusyou (K023, DBS, California, USA)
konarak bekletildi. 1/ 25 dilisyonda monoklonal anti-sitokeratin-8 (sc-101459,
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany) ve monoklonal anti-
sitokeratin-14 (sc-53253, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany)
antikorlari ile bir gece +4 C% de inkiibe edildi. Ertesi giin 3 defa PBS ile
yikanan hucreler anti-mouse ve anti-rabbit biotinlenmis ikincil antikoru
(KP500, DBS, California, USA) ile 30 dk. inkibe edildi. PBS ile 3 defa 5’ er
dk. yikanan hucreler streptavidin hidrojen peroksidaz (KP500, DBS,
California, USA) ile 30 dk. bekletildikten sonra tekrar PBS ile 3 defa
yikanarak immunoreaktivitenin gorinurliguna saglamak uzere
diaminobenzidine (DAB, K007, DBS, California, USA) kromojeni 5 dk.
uygulandi ve distile su ile 15 dk. yikandi. Mayer's Hematoksilen
(02274390059, J.T.Barker, Deventer, Holland) ile 5 dk. boyama yapildiktan
sonra hucreler distile su ile 15 dk. yikanarak direkt olarak kapatma medyumu
(K002, DBS, California, USA) ile kapatildi ve Olympus marka BX 40

mikroskop ile incelendi.
3.3.4. Keratinositlerin Elektron Mikroskobi Takibi ve incelenmesi

Hucreler tripsinle kaldirilarak toplandi ve 1000 rpm hizda 5 dk. santrifdj
edildi. SUpernatanti atildiktan sonra % 2.5’ lik gluteraldehit (16210, Electron
Microscoby Sciences, Hatfield, PA) ile +4°C’ de 1 saat tespit edilen hiicreler
tekrar santriflj edilerek 3 saat sureyle tekrar gluteraldehit ile tespit edildi.
SantrifGjden sonra A+B tampon solisyonu (Tampon A: 0.06 M KH,PO4 +
Tampon B: 0.08 M Na;HPO,) ile 2 kez 10’ ar dk. yikand. ikincil tespit islemi
icin % 1’ lik Osmium tetroksit (R1015, Agar Scientific, Essex, UK) ile

karanlikta +4° C’ de 1 saat tespit edildi. A+B tampon soliisyonu ile
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yikandiktan sonra hucreler % 2’ lik agara (A 2114, AppliChem, Darmstadt,
Germany) gémuldi ve tekrar tamponla 10 dk. yikandi. Dehidratasyon igin
agara gémuld hucreler sirasiyla % 70 ve % 80 alkolden (111727, Merk,
Darmstadt, Germany) 10 dk., absolu alkolden de 2 kez 10 dk. ve 15 dk. sure
ile gegirildi. Infiltrasyon igin 1/1 oraninda absoll alkol ve propilen oksit
(R1080, Agar Scientific, Essex, UK) karisiminda 30 dk. bekletildikten sonra
15’ er dk. 2 kez saf propilen oksitte tutuldu. Daha sonra 2:1 oraninda propilen
oksit ve saf epon (2660, SPI-CHEM, West Chester, USA) karisiminda 1 saat,
1:2 oraninda propilen oksit ve saf epon karisiminda 1 saat bekletilen hicreler
saf eponda bir gece +4° C’ de bekletildi. Ertesi glin 6rnekler tizerindeki saf
epon alinarak, igerisinde % 1.5 olacak sekilde 2,4,6 tris dimetilaminometil
fenol (DMP-30, 2660, SPI-CHEM, West Chester, USA) igeren epon ilave
edilerek ornekler kapsiillere gémuldi. Polimerizasyon igin sirasiyla 37° C, 45
°C ve 60°C etlivde birer giin bekletildi. Polimerize olan epon bloklardan ultra
mikrotomda (EM UCS6, Leica, Vienna, Austria) yari ince (~800 nm) ve ince
kesitler (~120 nm) alind1.

Yari ince kesitlerin toluidin mavisi ile boyanmasi asamasinda, 1 gr
sodyum tetraborat (6303, Merck, Darmstadt, Germany) 100 ml distile suda
cOzulerek 1 gr toz halindeki toluidin mavisi (R1727, Agar Scientific, Essex,
UK) eklendi. lyice karistirilarak filtre kagidi ile siiziilen boya kesit alinirken es
zamanli olarak benmari usulu ile i1sitildi. Alinan yari ince kesitler 6ze ile
alinarak boyaya konuldu. 1 dk. boya iginde tutulan kesitler yine 6ze ile
alinarak distile suda 2- 3 kez yikandi. Lam ustune alindiktan sonra entellan

ile kapatilarak 1sik mikroskobunda incelendi.

ince kesitler formvar kapli gridlere (F218/100, TAAB, Berks, England)
alindi. ince kesitlerin kontrastlama asamasinda, 2 gr uranil asetat (U007,
TAAB, Berks, England) 80 ml metil alkolde (K32626607, Merck, Darmstadt,

Germany) ¢ozulerek, 20 ml distile su eklendi. Kesitler 45 dk. uranil asetat
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¢Ozeltisi icinde bekletildi. Bidistile su ile 15 dk. yikanan kesitler kurutuldu.
Kesitler kursun sitrat ¢dzeltisi (0.5 ml A solisyonu: 0.1 M NaOH [2680100,
Smyras, izmir, Tlrkiye] + 50 ml B soliisyonu: 0.01 M Pb (NOs), [L003, TAAB,
Berks, England]) icinde 15 dk. bekletildikten sonra bidistile su ile 15 dk.
yikandi. Kurumasi saglanan kesitler Zeiss, LIBRA 120 elektron

mikroskobunda incelendi.

3.3.5. Keratinositlerin Brd-U ile isaretlenmesi

Bromodeoksitridin (Brd-U), bir timidin analogudur. Brd-U genellikle
canh dokulardaki cogalan hlcrelerin saptanmasinda kullanilir. Brd-U, yeni
sentezlenen DNA'’ ya hlcre siklusunun S fazinda baglanir. Boylelikle S
fazinda isaretlenen hicreleri daha sonra incelenme olanagi saglar (73, 74).
Keratinositleri Brd-U ile isaretlemek amaci ile hicreler Brd-U isaretleme seti
(11296736001, Roche, Mannheim, Germany) icerisindeki 1:1000 oraninda
dilie Brd-U ile 37° C’ de 1 saat inkube edildi. Uygulamadan sonra kultur
vasatl ile 3 defa 5’er dakika yikanan hucreler, kultlr vasati aspire edildikten
sonra 2 ml tripsin/EDTA soliisyonu konuldu ve 5 dk. 37° C’ de inkiibe edildi.
Hucrelerin kaltir kabindan kalktiklar gézlendikten sonra tzerine 2 mi
farkhlastirma kultar vasati ilave edildi. 15 ml’ lik tlplere toplanan hicreler 5
dk. 1000 rpm hizda santrifij edildikten sonra Ustteki sivi atilarak alttaki hicre
peleti Uzerine kultar vasati ilavesi yapilarak igerisinde mesh bulunan 24 gézlu

kultar kaplarina pasajlandi.

3.3.6. Keratinositlerin Vaseline Gauze Uzerinde Kiiltiire Edilmesi

Yara yerine hucrelerin transfer edilebilmesinde kullanilan mesh, steril
vazeline gauze (8884423600, Tyco Healthcare, Mansfield, USA), hava akigh
kabin iginde steril makasla 24 go6zIU kaltlr kaplarinin gozlerine uyacak

sekilde kesilerek 6nceden 1 ml kiltar vasati konmus kilttr kabinin gézlerine
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yerlestirildi. Her bir gdzdeki vazelin gauze (izerinde 5x10° hiicre/ml olacak
sekilde hicreler ilave edildi. Vazelin gauze Uzerindeki hiicreler 5 guin sire ile
inkibe edildi ve inverted mikroskop altinda incelendi (1X71 Olympus, Tokyo,

Japan) (Resim 3.3).

Vazeline
Gauze

Keratinositler

Resim 3.3: Vaseline Gauze lizerindeki keratinositler. X1000
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3.4. Keratinositlerin Yara Yerine Transferi

Bulb C tipi 60 adet fare Bornova Veterinerlik Arastirma Enstitlisinden
temin edildi. Her bir grupta 15 adet fare olacak sekilde ayrildi.
Gruplar:
Grup 1: Deney Grubu (Cerrahi yara olusturulduktan sonra mesh+hicre
uygulandi)
Grup 2: Kontrol Grubu (Sadece cerrahi yara olusturuldu)
Grup 3: Sham Grubu (Cerrahi yara olugturulduktan sonra mesh uygulandi)

Grup 4: Saglam Deri (Higbir islem uygulanmadi)

Her bir gruptan 3., 5. ve 7. gunlerde drnekler alindi. O nedenle her bir

grup igin gun bazinda 5 denekten 6rnek alindi.

Cerrahi islem uygulanacak farelere 80-100 mg/kg ketamin (Ketalar,
002038, Eczacibagi Saglik Urlinleri Sanayi ve Ticaret AS., Lilleburgaz,
Tarkiye) ve 5-10 mg/kg xylazin (Alfazyne, 0804125-11, Alfasan, Woerden,
Holland) olacak sekilde intraperitoneal olarak islemden hemen 6nce
uygulandi. Farelerin ense bdlgesi tlly dokicl krem (6001106118501, Veet,
Reckitt Benckiser, Elandsfontein, South Africa) ile killar uzaklastirildiktan
sonra, steril % 0.9 serum fizyolojik (SF) ile temizlendi (Resim 3.4 A). Grup 1,
2 ve 3’ deki deneklerde steril cerrahi set kullanilarak farenin killardan
uzaklastirilan ense bolgesinde 1x1 cm boyutlarinda epidermis ve dermisi
iceren yara yeri olusturuldu (Resim 3.4 B). Grup 2’ deki denekler kontrol
grubu olarak alindi ve sadece steril serum fizyolojik ile 1slatiimis tampon
konarak kapatildi. Grup 3’ deki deneklerde yara yerine kultur vasati ile
islatilmig vazeline gauze konarak kapatildi ve denekler sham grubu olarak
degerlendirildi. Grup 1’deki denekler deney grubunu olusturdu ve Uzerinde
kiltare edilen keratinositler bulunan vazeline gauze konularak kapatildi.

Keratinositler yara yeri Uzerine gelecek sekilde vaseline gauze konduktan
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sonra saat 3 ve 12 yonunde saglam deri ile birlikte suture edildi. Yara yerleri
steril SF’ li gazli bez konarak betafix (5502, Betasan, Kocaeli, Turkiye) ile
tespit edilerek kapatildi (Resim 3.4 C).

Deney, kontrol ve sham gruplarindaki deneklerden 3., 5. ve 7.
glnlerde yara bdlgesi ve saglam deriyi iceren, saglam deri grubundan ise
sadece saglam deriyi iceren biyopsi ornekleri alinarak 11k mikroskobik
inceleme icin % 10 formalin soliusyonuna ve elektron mikroskobik inceleme

icin % 2.5 gluteraldehit solisyonuna kondu.

Resim 3.4: Uygun anestezi uygulandiktan sonra ense boélgelerindeki

killar tily dokiicu krem ile uzaklastinlan ve tespit edilen denek (A), yara
yeri olusturulduktan sonra (B), yara yerine mesh+hucrelerin transfer

edilip pansumani yapilarak betafix ile kapatildiktan sonra (C). X100
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3.5. Isik Mikroskobik inceleme

Denekler her gun pansumanlari yapildiktan sonra 3., 5. ve 7. glnlerde
ornek alindiktan sonra sakrifiye edildi. Yara yeri ve saglam deriyi iceren
ornekler % 10’ luk formalin sollisyonu igerisinde 24- 48 saat sure ile tespit
edildikten sonra rutin parafin takip islemine tabi tutuldu ve dokular
bloklanarak rotary mikrotom (RM 2135, Leica) ile 5 ym’ lik kesitler alind.
Dokunun morfolojisini incelemek amaciyla hematoksilen-eozin (H-E) ve
Masson Trikrom boyamalari yapildi. Yara iyilesmesinin molekuler analizi igin
sitokeratin-8 (sc-101459, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany),
sitokeratin-14 (sc-53253, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany),
EGF (sc-57088, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany), IL-8 (sc-
73321, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany), FGF-1 (sc-1884,
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany), FGF-2 (sc-79, Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Germany), MCP-1(NB110-2000, Novus
Biologicals, Littleton, USA) ve kollajen-1 (sc-59772, Santa Cruz
Biotechnology, Heidelberg, Germany) dagihimlari indirekt immunohistokimya

yontemi ile incelendi.

3.5.1. Parafin Doku Takibi

Tespit edilen deri 6rnekleri, tespit solisyonunun uzaklastiriimasi
amaciyla 1 gece akar su altinda yikandiktan sonra, dehidratasyon amaciyla
30’ ar dakika % 60’ dan % 80’ e artan etil alkol serilerinden gegirildi. % 95
alkol icerisinde 1’ er saat iki degisim saglanarak tutulan érnekler 30 dakika
1:1 oraninda ksilen-alkol karisimina ve seffaflastirma amaciyla 1’ er saat iki
degisim ksilene tabi tutuldu. 1:1 ksilen:parafin igerisinde 30 dakika 60° C’ lik
etlvde tutulan érnekler birer saat 2 degisim parafin ile immersiyonu

saglandiktan sonra blok kaplarina alinarak parafin igerisinde gémuldu (Tablo
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3.1). Alinan 5 ym’ lik kesitlere histokimyasal inceleme igin hematoksilen-
eozin ve Mason Trikrom boyalari, immunohistokimyasal inceleme igin indirek

immunoperaksidaz ve anti-Brd-U boyamasi yapildi.

Tablo 3.1 Parafin Doku Takibi

islem Madde Sire
Tespit % 10 formalin 24- 48 saat
Akar su 1 gece
Dehidratasyon % 60 etil alkol 30 dakika
% 70 etil alkol 30 dakika
% 80 etil alkol 30 dakika
% 95 etil alkol 1 saat
% 95 etil alkol 1 saat
Seffaflastirma Ksilen-Alkol 30 dakika
Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Emdirme 60° C etiivde Ksilen-Parafin 30 dakika
Parafin 1 saat
Parafin 1 saat
Gomme Parafin

3.5.2. Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Rotary mikrotom (RM 2135, Leica) araciligi ile alinan 5 ym’ lik parafin
kesitler deparafinizasyon iglemi igin 1 gece 60° C’ lik etiivde birakildiktan
sonra, 30’ ar dakika iki degisim ksilene tabi tutuldu. Ardindan rehidratasyon
islemi icin % 95’ den % 60’ a azalan alkol serilerinden gegirilen kesitler 5
dakika akar su altinda yikandi. Hematoksilen (01562E, Surgipath, Bretton,

Peter Borough, Cambridgeshire) ile 30 dk. boyandiktan sonra, boyanin
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fazlasinin dokudan uzaklastiriimasi igin 5 dk. Akar suda yikandi.

Diferansiyasyon igin asit alkole batirilip ¢ikarilan kesitler 5 dk. akar su altinda

yikandi. Daha sonra kesitler 2 dk. eozin (01602E, Surgipath, Bretton, Peter

Borough, Cambridgeshire) boyasi ile boyandi. Ayni sekilde 5 dk. akar su

altinda yikama yapildiktan sonra sirasiyla % 80 ve % 95’ lik alkol serilerinden

gegirilip havada kurutulan kesitler seffaflastirma amaciyla 30’ ar dakika iki

degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt,
Germany) ile kapatildi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2 Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60° C etlivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
% 60 alkol 2 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Boyama Hematoksilen 30 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Diferansiyasyon Asit alkol 2-3 saniye
Boyama Eosin 2 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Dehidratasyon % 80 alkol 1 dakika
Dehidratasyon % 95 alkol 1 dakika
Seffaflagtirma Ksilen 1 saat
Kapama Entellan
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3.5.3. Masson Trikrom Boyamasi

5 um’ lik parafin kesitler, deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60° C’ lik
etlvde tutulduktan sonra 30’ ar dakika iki deg@isim ksilen uygulandi ve
ardindan rehidratasyon amaciy ile azalan alkol serilerinden gecirildi. Kesitler
Uzerine % 71 pikrik asit (80456, Biochemika, Buchs, Germany), % 24
formaldehit (605-001-01-2, Birpa, Ankara, Turkiye), % 5 asetik asit (27225,
Sigma, Seelze, Germany) oraninda hazirlanan Bouin solisyonundan
konarak 6nceden isitilmis 56° C’ deki etiivde 15 dk. bekletildi. Cesme
suyunda sogutulan preparatlar 5 dk. akar suda yikandi. Masson Trikrom
boyama setinde hazir olarak bulunan (HT15, Sigma, St. Louis, USA) 1:1
oraninda Weigert hematoksilen boyasi ile ferrik klortr ¢ozeltisi karigimi
damlatilarak 5 dk. boyanan kesitler, 5’ er dk. akar su ve distile su ile yikandi.
Kesitlere, Biebrich Scarlet- Acid Fucshin ¢dzeltisi 5 dk. uygulandiktan sonra
distile su ile 5 dk. yikandi. Fosfotungstik asit, fosfomolibdik asit ve distile su
sirasiyla 1:1:2 oraninda karistirilarak 5 dk. uygulandi. Fosfotungstik asit,
fosfomolibdik asit ve distile su karisimi uzaklastirildiktan sonra kesitler anilin
mavisi boyasi ile 5 dk. boyandi. Kesitler % 1’ lik asetik asit sollisyonu
icerisinde 2 dk. tutulduktan sonra 5 dk. distile su ile yikandi. Artan alkol
serilerinden gecirilen kesitler, ksilen ile seffaflagtirma yapildiktan sonra
entellan ile kapatildi (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3 Masson Trikrom Boyamasi

islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60° C etlivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
% 60 alkol 2 dakika
Yikama Distile su 5 dakika
Akselerasyon Bouin soltisyonu (56° C) 15 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Boyama Weigert Demirli 5 dakika
Hematoksilen
Yikama Akar su 5 dakika
Yikama Distile su 5 dakika
Boyama Biebrich Scarlet Acid 5 dakika
Fuchsin
Yikama Distile su 5 dakika
Boyama Fosfotungstik asit, 5 dakika
fosfomolibdik asit ve distile
su karigimi
Boyama Anilin mavisi 5 dakika
Yikama % 1 asetik asit 2 dakika
Yikama Distile su 5 dakika
Dehidratasyon % 80 ve % 95’ lik alkol 2’ ser dakika
Seffaflastirma Ksilen 30 dakika (2
degisim)
Kapama Entellan
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3.5.4. Brd-U ile isaretlenmis Keratinositlerin incelenmesi

Anti-Brd-U boyamasi, Brd-U ile isaretlenmis hicrelerin analizine
olanak sadlar. Boylelikle S fazinda isaretlenmis htcreler anti-Brd-U boyamasi

ile immunohistokimyasal veya akis sitometrisi ile incelenebilir (73, 74).

Brd-U ile isaretlenmis ve yara yerine transfer edilen embriyonik kok
hicrelerinden farklilagtirilan keratinositlerin bulundugu histolojik 6rneklerden
alinan parafin kesitler deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60° C’ lik etlivde
birakildiktan sonra, 30’ ar dakika iki degisim ksilene tabi tutuldu. Ardindan
rehidratasyon iglemi igin % 95’ den % 60’ a azalan alkol serilerinden gegirilen
kesitler distile suda 10 dakika bekletildi. Dakopen (IM3580, Immunotech,
Marseille, France) ile sinirlandirilan % 0,5 ’lik tripsin (EK001-10K, Biogenex,
San Ramon, USA) solusyonu iginde oda sicakliginda 10 dakika tutulan
kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk. % 3’ luk
H.O, uygulandi. 3 defa 5’ er dakika PBS ile yikanan kesitlere DNA
denattrasyonu icin 2.5 N HCL 37° C de 15 dakika uygulandi. Tekrar 3 defa 5’
er dakika PBS ile yikanan kesitler 37° C’ de 30 dakika bloklama soltisyonu
(800-729-8350, Scytek Lab., Utah, USA) ile muamele edidi. Bloklama
solusyonu dokudan uzaklastirildiktan sonra monoklonal anti-Brd-U antikoru
(B2531, Sigma, Missouri, USA) 1/100 dilisyonda 37° C’ de 2 saat uygulandi.
PBS ile 3 defa yikanan kesitler, anti-mouse biotin-streptavidin hidrojen
peroksidaz ikincil antikoru (800-729-8350, Scytek Lab., Utah, USA) ile 30’ ar
dakika boyandi. Yine 3 defa 5’ er dakika PBS ile yikanan kesitler, olusturulan
immunohistokimyasal reaksiyonun gorunarliginiu saptamak amaciyla
diaminobenzidine (DAB, KOO7, DBS, California, USA) ile 2 dk. boyandi.
Mayer’s hematoksilen (02274390059, J.T.Barker, Deventer, Holland) ile
artalan boyamasi saglandiktan sonra distile su ile 15 dk. yikanan kesitler %

80 ve % 95’ lik alkol serilerinden gegirilip havada kurutulduktan sonra
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seffaflastirma amaciyla 30’ ar dakika iki degisim ksilende tutuldu ve entellan
(UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo 3.4).

Tablo 3.4 Anti-Brd-U Boyamasi

islem Madde Sire
Deparafinizasyon 60° C etlivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika

Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dakika

% 80 alkol 2 dakika

% 70 alkol 2 dakika

% 60 alkol 2 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Dokularin etrafini gizme Dakopen
Yikama PBS 3x5 dakika

Tripsin 10 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika

%3’ lUk hidrojen peroksit 5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika

2.5 N HCI 15 dakika, 37°C de
Yikama PBS 3x5 dakika
Bloklama Blok sollisyonu 30 dakika, 37°C de
Antikor ile inkibasyon Anti-Brd-U 2 saat, 37°C de
Yikama PBS 3x5 dakika

ikincil antikor 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika

Avidin-biotin kompleksi 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
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Boyama DAB 2 dk.
Yikama Distile su 3x5 dakika
Zit Boyama Mayer’ s hematoksilen 15 dakika
Yikama Distile su 3x5 dakika
Dehidratasyon % 80 alkol 1 dakika
Dehidratasyon % 95 alkol 1 dakika
Seffaflagstirma Ksilen 1 saat
Kapama Entellan

3.5.5. indirekt immiinoperoksidaz Yéntemi

Alinan deri kesitleri immunohistokimyasal boyama igin bir gece 60° C’
lik etivde tutulduktan sonra, 30’ ar dakika iki degisim ksilen ile seffaflastirma
islemi gerceklestirildi. Ardindan % 95’ ten % 60’ a azalan derecede alkol
serileri ile rehidratasyon saglanarak distile suda 10 dakika bekletildi.
Dakopen (IM3580, Immunotech, Marseille, France) ile sinirlandirilan % 0,5’
lik tripsin (EKO01-10K, Biogenex, San Ramon, USA) sollsyonu i¢inde oda
sicakliginda 15 dakika tutulan kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe
etmek amaciyla 5 dk. % 3’ Ik H,O, uygulandi. 3 defa 5’ er dakika PBS ile
yikanan kesitler 10 dakika bloklama solisyonu (85-6543, Histostain plus kit,
Zymed, San Francisco, USA) ile muamele edidi. Bloklama solisyonu
dokudan uzaklastirildiktan sonra primer antikorlar anti-sitokeratin-8 (sc-
101459, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany), anti-sitokeratin-
14 (sc-53253, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany), anti-EGF
(sc-57088, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany), anti-I1L-8 ( sc-
73321, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany), anti-FGF-1 (sc-
1884, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany), anti-FGF-2 (sc-79,
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany), MCP-1(NB110-2000,
Novus Biologicals, Littleton, USA) ve anti-kollajen-1 (sc-59772, Santa Cruz
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Biotechnology, Heidelberg, Germany) (Tablo 3.6) ile bir gece inkibe edildi.
Ertesi gliin PBS ile 3 defa yikanan kesitler, anti-mouse biotin-streptavidin
hidrojen peroksidaz ikincil antikoru (85-6543, Histostain plus kit, Zymed, San
Francisco, USA) ile 30’ ar dakika boyandi. Yine U¢ defa 5’ er dakika PBS ile
yikanan kesitler, olusturulan immunohistokimyasal reaksiyonun
gorunlrligunt saptamak amaciyla 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC, 85-6543,
Histostain plus kit, Zymed, San Francisco, USA) ile 5 dk. boyandi. Mayer’s
hematoksilen (02274390059, J.T.Barker, Deventer, Holland) ile artalan
boyamasi saglandiktan sonra distile su ile 10 dk. yikanan kesitler kapatma
medyumu (K002, DBS, California, USA) ile kapatildi (Tablo 3.5)

indirekt immunohistokimya isleminden sonra 6rnekler iki histolog
tarafindan farkli zamanlarda degerlendirilerek, immunoreaktiviteler negatif (-),

zayif (+), orta (++) ve siddetli (+++) pozitif olarak degerlendirildi.

Tablo 3.5 indirek inmunohistokiya Boyamasi

islem Madde Sire
Deparafinizasyon 60° C etlivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
Ksilen 30 dakika
Rehidratasyon % 95 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
% 60 alkol 2 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Dokularin etrafini gizme Dakopen
Yikama PBS 3x5 dakika
Tripsin 15 dakika
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%3’ Uk hidrojen peroksit 5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Bloklama Blok solusyonu 10 dakika
Antikor ile inkiibasyon K-8, K-14, FGF-1, FGF-2, |1 gece, 4°C de

MCP-1, EGF, IL-8,

Kollajen-1
Yikama PBS 3x5 dakika

ikincil antikor 30 dakika

Avidin-biotin kompleksi 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Boyama AEC 5 dk.
Yikama Distile su 3x5 dakika
Zit Boyama Mayer’ s hematoksilen 15 dakika
Yikama Distile su 3x5 dakika
Kapama Kapatma mediumu
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Tablo 3.6: Calismada Kullanilan Primer Antikorlar

Antikor Adi Katalog No Taru Firma Dilusyon

Sitokeratin-8 sc-101459 Mouse Santa Cruz 1/75
Monoklonal Biotechnology *

Sitokeratin-14 | sc-53253 Mouse Santa Cruz 1/75
Monoklonal Biotechnology *

EGF sc-57088 Mouse Santa Cruz 1/200
Monoklonal Biotechnology *

IL-8 sc-73321 Mouse Santa Cruz 1/200
Monoklonal Biotechnology *

FGF-1 sc-1884 Goat Santa Cruz 1/200
Poliklonal Biotechnology *

FGF-2 sc-79 Rabbit Santa Cruz 1/200
Poliklonal Biotechnology *

MCP-1 NB110-2000 Rabbit Novus 1/200
Monoklonal Biologicals 2

Kollajen-1 sc-59772 Mouse Santa Cruz 1/200
Monoklonal Biotechnology *

! Heidelberg, Germany

2 Littleton, USA
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3.6. Deri Dokularinin Elektron Mikroskobi Takibi ve incelenmesi

Yara yeri ve sadlam deriyi iceren drnekler yaklasik 1 cm?® olacak
sekilde kugultuldukten sonra 2 degisim % 2.5’ lik gluteraldehit (16210,
Electron Microscoby Sciences, Hatfield, PA) ile +4°C’ de énce 1 saat sonra
3 saat sure ile tespit edildi. A+B tampon solisyonu (Tampon A: 0.06 M
KH,PO,4 + Tampon B: 0.08 M Na,HPO,) ile 2 kez 10’ ar dk. yikandi. ikincil
tespit icin % 1’ lik Osmium tetroksit (R1015, Agar Scientific, Essex, UK) ile
karanlikta +4° C’ de 1 saat tespit edildi. A+B tampon soliisyonu ile 15 dk.
yikanan ornekler dehidratasyon icin sirasiyla % 50, % 60, % 70 ve % 80
alkolden (1 11727, Merk, Darmstadt, Germany) 15’ er dk., absoll alkolden de
2 kez 15’ er dk. siireyle gegirildi. Infiltrasyon igin 1/1 oraninda absoli alkol ve
propilen oksit (R1080, Agar Scientific, Essex, UK) karigiminda 30 dk.
bekletildikten sonra 15’ er dk. 2 kez saf propilen oksitte tutuldu. Daha sonra
2:1 oraninda propilen oksit ve saf epon (2660, SPI-CHEM, West Chester,
USA) karisiminda 1 saat, 1:2 oraninda propilen oksit ve saf epon karigiminda
1 saat bekletilen hiicreler saf eponda bir gece +4° C'de bekletildi. Ertesi glin
ornekler tzerindeki saf epon alinarak, igerisinde % 1.5 olacak sekilde DMP-
30 (2660, SPI-CHEM, West Chester, USA) igeren epon ilave edilerek
ornekler kapsiillere gémuldi. Polimerizasyon igin sirasiyla 37°C, 45°C ve
60° C etlivde birer glin bekletildi. Polimerize olan epon bloklardan ultra
mikrotomda (EM UCS6, Leica, Vienna, Austria) yari ince (~800 nm) ve ince
kesitler (~120 nm) alindi. Yari ince kesitler toluidin mavisi, ince kesitler uranil
asetat ve kursun sitrat ile kontrastlama islemi keratinositlerdeki gibi
yapildiktan sonra (Bakiniz bolim 3.3.4) yari ince kesitler Olympus BX40
mikroskobunda, ince kesitler Zeiss, LIBRA 120 elektron mikroskobunda

incelendi.
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IV. BULGULAR

4.1. Embriyonik Kok Hiicre Kultlirt

Stoktan alinan fare fibroblast hiicreleri STO kultir vasati iginde her iki
glinde bir kultdr vasati degistirilerek konfluent oluncaya kadar kiiltire edildi
(Resim 4.1 A). STO hdcrelerinin fibroblast benzeri hiicreler olmasindan
dolayi, fuziform sekilli ve 6kromatik ¢ekirdege sahip olduklari gézlendi.
Hucreler kultire edildiklerinde hizla ¢ogaldiklari ve kultar kabinin tabanini
tamamen kapladiklari izlendi. Konfluent olan STO hicreleri (Resim 4.1 B) 7

gunde bir pasajlanarak yeterli sayida hucre elde edilinceye kadar kulture

devam edildi.

Resim 4.1: Kiiltiriin 2. glinlinde (A) ve 7. guiniinde (B) fare fibroblast
hucreleri. X100

Konfluent olan STO hicrelerinin proliferasyonlarini inhibe etmek
amaci ile mitomisin-C uygulanmasindan sonra hicrelerin canliliklarini

koruduklari ve konfluent olarak kaldiklari saptandi (Resim 4.2).
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Resim 4.2: Mitomisin-C uygulanmis konfluent fare fibroblast hiicreleri
(kaltlirtin 7. glini). X200

Embriyonik kOk hiucre hatti kuru buz tGzerinde laboratuvara
ulastirildiktan sonra hiicreler bekletiimeden 37° C sicak su banyosu icerisinde
¢ozllmesi saglanarak embriyonik kok hicre kultur vasati iginde, eszamanl
olarak hazirlanan mitomisin-C uygulanmis fare fibroblast hicreleri Gzerinde
kllture edildi. Hicrelerin alttaki fibroblast hicrelerinin Gzerinde yuvarlak sekilli
ve parlak gekirdekli olarak bulunduklari gézlendi (Resim 4.3). Her iki giinde
bir kltir vasatlari degistirildikten sonra incelenen hticrelerin alttaki fibroblast
hicrelerinden kolaylikla ayirt edilebilen, kiiguk koloniler olusturmaya
bagladiklari izlendi (Resim 4.4). Embriyonik kok hicreler kalttr kabinin
yuzeyine dogru ¢gogaldiklari igin olugan kolonilerin, fare fibroblast
hacrelerinden keskin sinirlarla ayrildiklari ve sikica birbirine yapismis
olduklari gézlendi (Resim 4.5 A). Klltire devam edildiginde ise, kolonideki
hicrelerin cogalmasi ile birlikte kolonilerin blyudukleri, alttaki fibroblast
hdcrelerinden kolaylikla ayirt edilebildikleri ve kolonideki hiicre sayisinin
artmig olmasindan dolayi konturlerinin net olarak secilemedigi saptandi
(Resim 4.5 B).
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Resim 4.3: Mitomisin-C uygulanmis konfluent fare fibroblast hiicreleri
tizerine tansfer edilen embriyonik kok hiicreler (v: Embriyonik kok
hucreler). X200

Resim 4.4: Mitomisin-C uygulanmis konfluent fare fibroblast hiicreleri

uzerinde kiilturin 1. giunundeki embriyonik kok hiicre kolonileri. X100
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Resim 4.5: Kiiltiiriin 4. gliniinde (A) ve 7. giiniinde (B) mitomisin-C

uygulanmis konfluent fare fibroblast hiicreleri tizerindeki embriyonik
kok hiicre kolonileri. X100

4.2. Embriyonik Kok Hiicrelerden Embriyoblastlarin Olusturulmasi

Hanging drop yontemi kullanilarak embriyonik kdk hicrelerden
olusturulan embriyoblastlarin, tek tek hicrelerden ziyade hlcrelerin bir araya
gelmesinden olusan, kultur vasati igerisinde yuzen, yuvarlak sekilli, duzensiz
konturlere sahip olduklari izlendi (Resim 4.6). Embriyoblastlar 4 gun sure ile
kiltare edilerek yeterli blyutklige ulasmalar saglandi (Resim 4.7). Olusan
embriyoblastlarda hem dis hem de i¢ tabakayi olusturan hucreler ayirt
edilmekteydi (Resim 4.7). Dis tabakadaki hucrelerin belirgin bigcimde kuboidal
sekilli yizey ektodermine benzer tek tabakali htcrelerden olustugu gozlendi
(Resim 4.7).
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Resim 4.6: Hanging drop yontemi ile olusturulan embriyoblast. X100

Resim 4.7: Hanging drop yonteminden sonra kultiirtin 5. (A) ve 7. (B)
gliniindeki embriyoblastlar. A: X100, B: X200

4.3. Embriyoblastlarin Keratinositlere Farklilagtiriimasi

Embriyoblastlar matrijel kapli kiltlr kaplarina transfer edilerek, 2 glin
boyunca matrijele yapigsmasi beklendi. Bu sire sonunda embriyoblastlarin
matrijel Gzerine yapistiklari ve hicrelerin gcogaldiklari gézlendi (Resim 4.8).

Kaltdrin 3. gunuanden itibaren hicrelerin ektodermal seriye farklilagsmasini
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saglamak amaci ile BMP-4 verilmesinden sonra, hucrelerin bir kismi fuziform
seklinde iken, diger hticrelerin epiteloid sekilde olduklari izlendi (Resim 4.9 A,
B). Farklilasan hlcreler tekrar yeni matrijel Gzerinde kultlre edilerek
¢ogalmalari saglandi (Resim 4.10) ve epiteloid sekildeki hiicrelerin fuziform
sekilli hiicrelere gore sayica artmis oldugu saptandi (Resim 4.10). Fuziform
hicrelerin farklilasmamis hicreler olabilecekleri, epiteloid sekilli hiicrelerin

ise farklilasmis keratinositler oldugu disinuldid (Resim 4.10).

Resim 4.8: Matrijele transfer edilen embriyoblast kilturii. X100
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Resim 4.9: Matrijel lizerinde BMP-4 iceren ortamda kiiltiire edilen
embriyoblastlar ve farklilagan huicreler () (A,B). X100

Resim 4.10: BMP-4 iceren ortamda kiultiire edilmis embriyoblastlardan
olusturulan yeni pasaj. X100

4.4. Keratinositlerin indirekt iImmunohistokimya Yéntemi ile

Tanimlanmasi

Farklilastirma islemi tamamlandiktan sonra elde edilen hticrelerin

karakterizasyonu i¢in immunohistokimyasal analiz sonucunda, erken dénem
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keratinosit farklilagsma belirteci olan sitokeratin-8’ in esas olarak farklilagsmaya
baslamis hlicrelerde pozitif oldugu gozlendi (Resim 4.11 A). Ge¢ dénem
keratinosit farklilagsma belirteci sitokeratin-14’ in dagihiminin zayif, ama
Ozellikle epiteloid sekildeki hiicrelerde pozitif oldugu saptandi (Resim 4.11 B).

Kontrol immunohistokimya boyamasi negatif idi (Resim 4.12).

Resim 4.11: Embriyonik kok huicrelerden farkhlastirilan keratinositlerde

sitokeratin-8 (A) ve sitokeratin-14 (B) immunoreaktivitesi. X400

Resim 4.12: Kontrol immunohistokimya boyamasi. X200
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4.5. Keratinositlerin Ultrastriiktiirel Olarak incelenmesi

Elektron mikroskobik inceleme sonucunda ise, Isik ve
immunohistokimyasal analizlerde epiteloid sekilde gozlenen hucrelerin
sitoplazmasinda yer yer tonofilaman lifleri ve keratohiyalin granillerinin
g6zlenmesi Uzerine, farklilastirilan hlcrelerin ultrastriktirel olarakta

keratinositlere benzer hicreler oldugu saptandi (Resim 4.13).

Resim 4.13: Embriyonik kdk hiicreden farklilagtirilan keratinositlerin
yari ince (A) ve ince kesitleri (B). A: X1000, B: X5000
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4.6. Yara Yerine Transfer Edilen Keratinositlerin Igik Mikroskobik

incelenmesi

Embriyonik kok hicrelerden farkhlagtirilan keratinositler, mesh
uzerinde 5 gun sure ile kultire edildi. Hucreler mesh tzerinde yuvarlak sekilli
olarak transfer edildikleri bélgede, ayrica kuyucugun kenarlarinda meshsiz
alanda kultar kabina tutunmus epiteloid sekilli olarak gézlendi (Resim 3.3).
Mesh ile birlikte hlcreler direkt olarak steril ortamda Bulb C tipi farelerde
olusturulan cerrahi yara yerine hlcreler yara yeri tarafinda olacak sekilde
transfer edildi. Ayni anda kontrol ve sham gruplarinda cerrahi yara
olusturulduktan sonra, sham grubundaki deneklere sadece mesh yara yerine
kondu. Deneklerden 3., 5. ve 7. gunlerde biyopsi 6rnekleri alindi. Deney,
kontrol ve sham grubundaki deneklerden saglam deriyide igeren yara
bolgesinden ornekler alindi. Yara olusturulmayan grup 4’ den ise sadece

deriden biyopsi ornegi alindi.

4.6.1. Hematoksilen-Eozin Boyamasi Degerlendirmesi

Ornekler temel histolojik yapinin degerlendirilmesi amaciyla
hematoksilen-eozin boyasi yapilarak incelendi. Deney, kontrol ve sham
gruplarinda, cerrahi yara olusturulduktan sonraki 3. giinde yara olusturulan
bdlgede, epidermisin kaybi ile birlikte polimorf niveli I6kosit (PNL)
infiltrasyonu, trombosit ve fibrin pihtisini iceren eksudanin olusumu gdézlendi
(Resim 4.14 A, B, C). Cerrahi yaranin bittigi yerden ise epidermisin devam
ettigi, deri eklerinin ve dermisin korundugu izlendi (Resim 4.14 A, B, C). Yara
olusumundan sonraki 3. ve 5. gunde deney, kontrol ve sham gruplarinda
polimorf niveli I6kositlerin yara yerine hakim oldugu, 7. guinde ise
makrofajlarin yara yerinde esas huicreler oldugu belirlendi (Resim 4.14,
Resim 4.15, Resim 4.16 A, B, C). Ayrica deney, kontrol ve sham gruplarinda

5. ve 7. gunlerde saglam doku ile yara yeri sinirinda mast hucreleri ve 5.
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glnden itibaren yara ylzeyinin altinda vaskularitede artis saptandi (Resim
4.15, Resim 4.16 A, B, C). Yara yeri kenarinda deney, kontrol ve sham
grubunda 7. glinde saglam epidermisin bazal hicrelerinin prolifere olarak
yara kenarindaki epidermisin kalinlastigi ve bazal hucrelerin krut altinda
epitelizasyonu saglamak Uzere gog ettigi izlendi (Resim4.16 A, B, C). Saglam
deri érneklerinin 3., 5. ve 7. giinde hematoksilen-eozin boyamasi ile
incelenmesi sonucunda epidermisin ¢ok katli yassi epitel 6zelliginde ve
dermisin ekleri ile birlikte histolojik olarak normal yapida oldugu gézlendi
(Resim 4.14, Resim 4.15, Resim 4.16 D)

Resim 4.14: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna

ait 3. glin histokimyasal 6rnekleri. H-E X100
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Resim 4.15: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 5. gun histokimyasal 6rnekleri. H-E X100
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Resim 4.16: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna

ait 7. gun histokimyasal 6rnekleri. H-E X100

95



4.6.2. Masson Trikrom Boyamasi Degerlendirmesi

Orneklerin Masson Trikrom boyamasi ile incelenmesi sonucunda,
deney, kontrol ve sham gruplarina ait érneklerde yara olusturulan bdlgenin alt
tarafindaki alanda kollajenin mavi renkte boyandigi gézlendi. Deney
grubunda 3. glinde kollajen boyamasinin yara yerinin altindaki alanda kontrol
ve sham grubuna goére daha fazla oldugu (Resim 4.17 A, B, C), deneyin 5. ve
7. gunlerinde kollajen boyanmasinin kontrol ve sham grubunda 3. giine
oranla daha fazla iken (Resim 4.18, Resim 4.19 B,C), deney grubunda artis
olmadidi izlendi (Resim 4.18, Resim 4.19 A). Saglam deride ise tim ginlerde
dermis tabakasinda kollajene ait boyanmada farklilik olmadigi saptandi
(Resim 4.17, Resim 4.18, Resim 4.19 D).
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Resim 4.17: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 3. glin histokimyasal 6rnekleri. Masson Trikrom X100
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Resim 4.18: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 5. glin histokimyasal ornekleri. Masson Trikrom X100
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Resim 4.19: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 7. gun histokimyasal ornekleri. Masson Trikrom X100
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4.6.3. Brd-U lle isaretlenmis Keratinositlerin incelenmesi

Fare embriyonik kok hicresinden farklilastirilan keratinositler, yara
yerine transfer edilmeden once, yara yerindeki hucrelerin kiltir ortamindan
gelen hucreler oldugunu saptamak amaci ile yapilan Brd-U isaretlemesi ve
boyamasi sonucunda, 3. gunden itibaren deney grubunda yara boélgesindeki
hicrelerin ¢ekirdeklerinin pozitif olarak boyandigi gézlendi (Resim 4.20,
Resim 4.21, Resim 4.22 A). Kontrol ve sham gruplarinda herhangi bir pozitif
boyanmaya rastlanmadi (Resim 4. 20, Resim 4.21, Resim 4.22 B, C).
Orneklerin 5. ve 7. glinlerdeki incelemelerinde de deney grubundaki hiicreler
pozitif boyanir iken, 3. gindeki boyanmaya gore daha az hiicrenin pozitif
boyandigi saptandi (Resim 4.21, Resim 4.22 A). Bununla beraber deney
grubunda isaretlenen hicrelerin yara yerinde mevcut olup epitelizasyona
katildigi izlendi (Resim 4. 20, Resim 4.21, Resim 4.22 A). Kontrol ve sham
gruplarinda ise 5. ve 7. glnlerde de boyanmaya rastlanmadi (Resim 4.21,
Resim 4.22 B, C).
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Resim 4.20: Deney (A), kontrol (B) ve sham (C) grubuna ait 3. giin Brd-U
isaretli 6rneklerde anti-Brd-U boyamasi. X1000
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Resim 4.21: Deney (A), kontrol (B) ve sham (C) grubuna ait 5. giin Brd-U
isaretli 6rneklerde anti-Brd-U boyamasi. X1000
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Resim 4.22: Deney (A), kontrol (B) ve sham (C) grubuna ait 7. giin Brd-U
isaretli 6rneklerde anti-Brd-U boyamasi. X1000
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4.6.4. indirekt immunohistokimya Uygulamasinin

Degerlendirilmesi

Embriyonik kok hucreden farkhlastirilan keratinositlerin farede
olusturulan cerrahi yaraya implantasyonundan sonra 3., 5. ve 7. gunlerde
alinan 6rneklerin Sitokeratin-8, Sitokeratin-14, EGF, IL-8, FGF-1, FGF-2,
MCP-1 ve kollajen-1’ in dagilimi indirekt immunohistokimya teknigi

kullanilarak degerlendirildi.

4.6.4.1. Sitokeratin-8 Dagilimi

Erken donem keratinosit farklilasma belirteci olan sitokeratin-8
immunoreaktivitesinin, deney grubunda 3. ve 5. glnlerde yara yerinin
kenarinda bulunan epidermis bazal hiicrelerinde pozitif olarak boyandigi
g6zlenir iken (Resim 4.23, Resim 4.24 A), 7. ginde deney grubunda
immunoreaktivite saptanmadi (Resim 4.25 A). Kontrol grubunda sitokeratin-8
immunoreaktivitesi 3. ve 5. ginde saptanmazken, 7. ginde pozitif oldugu
g6zlendi (Resim 4.23, Resim4.24, Resim 4.25 B). Sadece mesh uygulanan
sham grubunda, sitokeratin-8 immunoreaktivitesinin her t¢ ginde de pozitif
olarak boyandigi (Resim 4.23, Resim 4.24, Resim 4.25 C), fakat
immunoreaktivitenin 5. gunde daha fazla oldugu izlendi (Resim 4.24 C).
Deney grubundaki sitokeratin-8 immunoreaktivitesinin kontrol ve sham
grubuna oranla 3. ve 5. glinde daha fazla oldugu goézlendi. Saglam deride ise
3., 5. ve 7. gunlerde sitokeratin-8 immunoreaktivitesi saptanmadi (Resim
4.23, Resim 4.24, Resim 4.25 D).
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Resim 4.23: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 3. gun Sitokeratin-8 immunoreaktivitesinin dagilimi. X400
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Resim 4.24: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 5. gun Sitokeratin-8 immunoreaktivitesinin dagilimi. X400
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Resim 4.25: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 7. gun Sitokeratin-8 immunoreaktivitesinin dagilimi. X400
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4.6.4.2. Sitokeratin-14 Dagihmi

Farklilasmis keratinositlerde eksprese edilen sitokeratin-14’ Gn
immunohistokimyasal dagilimi incelendiginde, saglam deriden 3., 5. ve 7.
gunde alinan orneklerde sitokeratin-14 immunoreaktivitesinin, epidermisin
stratum bazale tabakasinda bulunan hicrelerde sitoplazmik olarak kuvvetli
pozitif boyandigi gozlendi (Resim 4.26, Resim 4.27, Resim 4.28 D). Deney,
kontrol ve sham gruplarinda ise, yara yerinin kenarinda bulunan saglam
derinin stratum bazale tabakasinda sitokeratin-14 immunoreaktivitesi cerrahi
yara olusturulan 3., 5. ve 7. gunde pozitif iken, cerrahi yara olusturulan
bdlgede 3. gunde zayif veya negatif olarak saptandi (Resim 4.26 A, B, C).
Kontrol ve sham grubunda yara olusturulan bélgede 5. giinde
epitelizasyonun baglamasi ile birlikte 2-3 katli olarak gézlenen epitelizasyon
alaninda, sitokeratin-14 immunoreaktivitesinin orta siddette oldugu gozlenir
iken (Resim 4.27 B, C), deney grubunda yara bolgesine transfer edilen
keratinositlerin farkhlagmalarinin daha fazla olmasindan dolayi 4-6 kath
epitelizasyon alaninda tum katmanlardaki keratinositlerin sitoplazmalarinda
siddetli pozitif olarak saptandi (Resim 4.27 A). Deney, kontrol ve sham
grubunda sitokeratin-14 immunoreaktivitesinin cerrahi yara olusturulduktan
sonraki 7. guinde pozitif oldugu (Resim 4.28 A, B, C), fakat 6zellikle deney
grubundaki immunoreaktivitenin 5. gindeki immunoreaktivite ile benzer
oldugu izlendi. Kontrol ve sham grubunda sitokeratin-14
immunoreaktivitesinin 7. gliinde, 5. gline oranla daha fazla oldugu gézlendi
(Resim 4.28 B, C).
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Resim 4.26: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 3. gun Sitokeratin-14 immunoreaktivitesinin dagilhimi. X400
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Resim 4.27: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
it 5. guin Sitokeratin-14 immunoreaktivitesinin dagilimi. X400
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Resim 4.28: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 7. gun Sitokeratin-14 immunoreaktivitesinin dagilhimi. X400
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4.6.4.3. Epidermal Buiylime Faktorii (EGF) Dagilimi

Epidermis hasarinda g¢evre epidermis bazal hucreleri ile birlikte yara
tamirinde gorev alan makrofaj, trombosit ve keratinositlerden salgilanan
epidermal buyume faktorunin immunoreaktivitesi incelendiginde, deney,
kontrol ve sham grubunda 3. ginde EGF immunoreaktivitesinin negatif
oldugu (Resim 4.29 A, B, C), 5. glinde ise deney, kontrol ve sham grubunda
EGF immunoreaktivitesinin zayif oldugu saptandi (Resim 4.30 A, B, C). EGF
immunoreaktivitesi 7. ginde ise kontrol ve sham gruplarinda zayif siddette,
deney grubunda ise orta siddette pozitif oldugu gézlendi (Resim 4.31 A, B,
C). Kontrol, sham ve deney gruplarindaki farkli dénemlerde gézlenen EGF
immunoreaktivitelerinin cerrahi yara olusturulan boélgenin alt kismindaki bag
dokusu icerisinde ekstrasellller alanda oldugu izlendi (Resim 4.30, Resim
4.31 A, B, C). Saglam deride ise her (¢ gun de de EGF
immunoreaktivitesinin negatif oldugu saptandi (Resim 4.29, Resim 4.30,
Resim 4.31 D).
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Resim 4.29: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 3. gun EGF immunoreaktivitesinin dagilimi. X400
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Resim 4.30: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 5. gun EGF immunoreaktivitesinin dagilimi. X400
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Resim 4.31: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 7. gun EGF immunoreaktivitesinin dagilimi. X400
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4.6.4.4. interlokin-8 (IL-8) Dagilimi

Notrofiller ve makrofajlar tarafindan eksprese edilen ve yara yerine
notrofilin gogune, keratinosit migrasyonuna ve proliferasyonuna aracilik eden
IL-8 immunoreaktivitesi, deney ve kontrol grubunda 3. ginde en fazla olmak
Uzere tUm gunlerde pozitif oldugu ve pozitif immunoreaktivitenin yara
olusturulan bélgenin hemen altinda PNL infiltrasyonunun yogdun izlendigi
alanda oldugu gozlendi (Resim 4.32, Resim 4.33, Resim 4.34 A, B). Sham
grubunda ise IL-8 immunoreaktivitesinin 3. ve 7. ginde zayif siddette, 5.
glnde ise orta siddette oldugu izlendi (Resim 4.32, Resim 4.33, Resim 4.34
C). Saglam deri grubunda ise her ¢ glinde de IL-8 immunoreaktivitesi
negatif idi (Resim 4.32, Resim 4.33, Resim 4.34 D).
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Resim 4.32: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 3. gun IL-8 immunoreaktivitesinin dagihimi. X400

117



Resim 4.33: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 5. gun IL-8 immunoreaktivitesinin dagihimi. X400
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Resim 4.34: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 7. gun IL-8 immunoreaktivitesinin dagihimi. X400
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4.6.4.5. Fibroblast Biiyiime Faktori-1 (FGF-1) Dagilimi

Epitelizasyonda dnemli rol oynayan FGF ailesi Uyelerinden FGF-1

immunoreaktivitesinin tim gruplarda ve 3., 5. ve 7. gunlerde negatif oldugu
g6zlendi (Resim 4.35, Resim 4.36, Resim 4.37).

Resim 4.35: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 3. glin FGF-1 immunoreaktivitesinin dagilimi. X400
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Resim 4.36: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 5. gun FGF-1 immunoreaktivitesinin dagilimi. X400
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Resim 4.37: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 7. gun FGF-1 immunoreaktivitesinin dagilimi. X400
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4.6.4.6. Fibroblast Buyiime Faktorii-2 (FGF-2) Dagilimi

Epitelizasyonda 6nemli rol oynayan ve bag dokusu hucreleri
tarafindan salgilanan FGF-2 immunoreaktivitesi, 3. ginde deney ve sham
grubunda orta ve yer yer kuvvetli pozitif olarak yara bolgesinin hemen altinda
g6zlenir iken (Resim 4.38 A, C), kontrol grubunda zayif ve yer yer orta
siddette gbzlendi (Resim 4.38 B). Deney ve kontrol grubunda 5. ginde FGF-
2 immunoreaktivitesi bag dokusu igerisinde bulunan fibroblastlarin
sitoplazmalarinda siddetli pozitif olarak izlendi ve FGF-2
immunoreaktivitesine sahip hlicrelerin deney grubunda daha fazla oldugu
saptandi (Resim 4.39 A, B). FGF-2 immunoreaktivitesi 7. glinde deney
grubunda 5. gune gore biraz azalirken kontrol grubunda 5. gun ile ayni
siddette oldugu izlendi (Resim 4.40 A, B). Sham grubunda ise 5. ve 7.
gunlerde FGF-2 immunoreaktivitesi zayif siddette gdzlendi ve gunler
arasinda farkhlik olmadidi saptandi (Resim 4.39, Resim 4.40 C). Saglam deri
grubunda FGF-2 immunoreaktivitesi 3., 5. ve 7. gunlerde bag dokusu
icerisindeki fibroblastlarda olmak Uzere orta siddette pozitif oldugu izlendi.
(Resim 4.38, Resim 4.39, Resim 4.40 D).
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Resim 4.38: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 3. giin FGF-2 immunoreaktivitesinin dagilimi. X400
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Resim 4.39: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 5. gun FGF-2 immunoreaktivitesinin dagilimi. X400
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Resim 4.40: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 7. gun FGF-2 immunoreaktivitesinin dagilimi. X400
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4.6.4.7. Monosit Kemoatraktan Protein-1 (MCP-1) Dagilimi

Yara kenarindaki keratinositler, endotel hiicreleri ve makrofajlar
tarafindan salgilanan ve yara iyilesmesi sirasinda farkl evrelerde monosit,
mast hucreleri ve lenfositlerin yara yerine goglerinde dnemli rol oynayan
MCP-1 immunoreaktivitesinin deney grubunda 3. gunde yara bolgesinin
hemen altinda orta siddette pozitif iken, kontrol ve sham grubunda yine ayni
bdlgelerde zayif, yer yer orta siddette oldugu gézlendi (Resim 4.41 A, B, C).
MCP-1 immunoreaktivitesi 5. ginde deney, kontrol ve sham grubunda orta
siddette pozitif olarak saptandi (Resim 4.42 A, B, C). Kontrol ve sham
grubunun immunoreaktivitesinin 3. gline oranla daha fazla oldugu gdézlenir
iken, deney grubundaki immunoreaktivitenin 3. gun ile benzer oldugu izlendi.
MCP-1 immunoreaktivitesi 7. ginde deney grubunda 3. ve 5. gune benzer
olarak orta siddette gézlenir iken, kontrol ve sham grubunda MCP-1
immunoreaktivitesinin azaldi§i saptandi (Resim 4.43 A, B, C). Saglam deri
orneklerinin 3., 5. ve 7. guin MCP-1 immunoreaktivitesi incelendiginde, bag
dokusu icerisinde zayif, yer yer orta siddette pozitif immunoreaktivite gozlendi
(Resim 4.41, Resim 4.42, Resim 4.43 D).
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Resim 4.41: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 3. gun MCP-1 immunoreaktivitesinin dagilimi. X400
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Resim 4.42: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 5. gun MCP-1 immunoreaktivitesinin dagilimi. X400
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Resim 4.43: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 7. gun MCP-1 immunoreaktivitesinin dagilimi. X400
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4.6.4.8. Kollajen-1 Dagilimi

Bag dokusunun ana kollajeni olan ve yara iyilesmesi sirasinda yeniden
sekillenme asamasinda depolanarak yara tamirine katilan kollajen-1
immunoreaktivitesinin 3. gun drneklerinde deney grubunda negatif oldugu
g6zlenirken, kontrol ve sham grubunda 3. glinde immunoreaktivitenin zayif
siddette oldugu gozlendi (Resim 4.44 A, B, C). Kollajen-1 immunoreaktivitesi
deney grubunda 5. guinde zayif, 7. gunde orta siddette iken kontrol ve sham
gruplarinda immunoreaktivitenin giderek azaldigi saptandi (Resim 4.45,
Resim 4.46 A, B, C). Saglam deri 6rneklerinde kollajen-1
immunoreaktivitesinin dermiste pozitif oldugu ve glnler arasinda fark
olmadigi gozlendi (Resim 4.44, Resim 4.45, Resim 4.46 D).
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Resim 4.44: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 3. gun Kollajen-1 immunoreaktivitesinin dagilimi. X400
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Resim 4.45: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 5. gun Kollajen-1 immunoreaktivitesinin dagilimi. X400
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Resim 4.46: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait 7. gun Kollajen-1 immunoreaktivitesinin dagilimi. X400
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Tablo 4.1 Deney, kontrol, sham ve saglam deri gruplarinin 3., 5. ve 7.
glinlere ait 6rneklerinin sitokeratin-8, sitokeratin-14, EGF, IL-8, FGF-1,

FGF-2, MCP-1 ve kollajen-1 immiinoreaktivitelerinin dagilhimi.

3.gilin 5.gilin 7.gin
Deney [Kontrol [Sham [Saglam |Deney [Kontrol {[Sham [Saglam |Deney |[Kontrol [Sham Saglam
Grubu  |Grubu |Grubu [Deri Grubu |Grubu |Grubu [Deri Grubu |Grubu  |Grubu [Deri
Grubu Grubu Grubu
K8 ++ - + - +++ | ++ | - +++ +
K14 |+ + + +++ [+ B+ ++ [+ [ +++ +++
EGF |- - - - o + i - ++ +
IL-8 [+++ +++ |+ - + + ++ | ++ ++ +
FGF1 |- = F P F - F P F - P P
FGF2 [++/+++ [ +/++ [++/+++ |++ +++ [H++ |+ ++ ++ +++ + ++
Coll |- + + + + + + + ++ +/- - +

4.6.4.9. Deri Orneklerinin Yari ince Kesitlerinin

Degerlendirilmesi

Alinan yari ince kesitlerin toluidin mavisi ile boyandiktan sonra isik
mikroskobunda degerlendiriimesinde 3., 5. ve 7. glnlerde saglam deri grubu
hari¢ diger tim gruplarda yara yerinde fibrin tikag ve inflamatuar hiicrelerin
olusturdugu eksuda gozlendi (Resim 4.47, Resim 4.48, Resim 4.49 A, B, C).
Yara yeri ile birlikte yara kenarlarinda deney, kontrol ve sham grubunda
saglam epidermis ve dermis ile birlikte kil folikulleri ve yagd bezlerinin oldugu
saptandi (Resim 4.47, Resim 4.48, Resim 4.49 A, B, C). Yara yerinde ise
epitelizasyonun kaybl, yara yerinin hemen altinda vaskularitede artig
izlenirken, PNL infiltasyonu goézlendi (Resim 4.47, Resim 4.48, Resim 4.49 A,
B, C). Ayrica saglam deri ile yara yeri sinirinda birgok mast hicresinin oldugu
saptandi (Resim 4.47, Resim 4.48, Resim 4.49 A, B, C). Calismanin 5.
gununde alinan ornekler incelendiginde, deney, kontrol ve sham gruplarinda
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epitelizasyonun basladigi gézlenir iken, deney grubundaki epitel katlarinin
kontrol ve sham grubuna oranla daha fazla oldugu gézlendi (Resim 4.48 A,
B, C). Saglam deri drneklerinin 3., 5. ve 7. gunde incelenmesi sonucunda

epidermisin ¢ok kath yassi epitel 6zelliginde ve dermisin ekleri ile birlikte

histolojik olarak normal yapida oldugu gézlendi (Resim 4.47, Resim 4.48,
Resim 4.49 D).

Resim 4.47: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait yari ince kesitlerin 3. guin histokimyasal 6rnekleri. Toluidin Mavisi
X100
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Resim 4.48: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait yari ince kesitlerin 5. glin histokimyasal 6rnekleri. Toluidin Mavisi
X100
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Resim 4.49: Deney (A), kontrol (B), sham (C) ve saglam deri (D) grubuna
ait yari ince kesitlerin 7. guin histokimyasal 6rnekleri. Toluidin Mavisi
X100
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4.7. Deri Dokularinin Ultrastriiktiirel Olarak incelenmesi

Fare embriyonik kok hucreleri kultur ortaminda keratinositlere
farkhlastirilarak farede olusturulan cerrahi yara modeline transfer edildikten
sonra 3., 5. ve 7. gunlerde yara yerinden ornekler alindi. Bu 6rneklerin
elektron mikroskobik incelenmesinde 3. gun deney grubunda epitelizasyonun
basladidi ve keratinositlerin yara bolgesinde yer aldigi gézlendi (Resim 4.50
A, B). Keratinositlerin belirgin ¢ekirdekgige sahip oval ¢gekirdekli ve gekirdek
membraninin yer yer ¢okuntu olusturdugu izlendi (Resim 4.50 B). Bununla
beraber sitoplazma icerisinde tonofilamanlarin varligi ile birlikte az sayida
kapsulld, dens grantller saptandi (Resim 4.50 B). Kontrol ve sham
gruplarinin 3. gin drneklerinin incelenmesi sonucunda, yara yeri alaninda
epitelizasyona ait bulgu gézlenmez iken, yara yerinin alt bélgesinde bulunan
bagd dokusuna ait hicreler gézlendi (Resim 4.50 C, D, E, F). Calismanin 5. ve
7. gunlerdeki 6rnekleri incelendiginde, deney grubunda keratinositlerin yara
yerinde aktif oldugu gdzlenir iken (Resim 4.51, Resim 4.52 A, B), kontrol
grubunda 5. gundeki kesitlerde yer yer keratinositlerin varligi (Resim 4.51C,
D), 7. glinde ise epitelizasyonun basladigi saptandi (Resim 4.52 C, D) .
Sham grubunda ise yara yeri bolgesinde 3. ve 5. glinlerde keratinositlerden
ziyade grantlasyon dokusu ve PNL hucrelerinin hakim oldugu (Resim 4.50,
Resim 4.51 E, F), 7. gunde ise epitelizasyonun bagladigi izlendi (Resim 4.52
E, F).
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Resim 4.50: Deney (A, B), kontrol (C, D) ve sham (E, F) gruplarinin 3.
glin orneklerine ait mikrograflar. A, C, E: X800, B, D, F: X4000
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Resim 4.51: Deney (A, B), kontrol (C, D) ve sham (E, F) gruplarinin 5.
glin orneklerine ait mikrograflar. A, C, E: X800, B, D, F: X4000
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Resim 4.52: Deney (A, B), kontrol (C, D) ve sham (E, F) gruplarinin 7.
glin orneklerine ait mikrograflar. A, C, E: X800, B, D, F: X4000
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V. TARTISMA

Yara iyilesmesi, inflamasyon, granilasyon dokusunun olusumu, re-
epitelizasyon, matriks olusumu ve yeniden yapilanmayi i¢ceren i¢ ice gegmis
evrelerden olusan kompleks bir suregtir (69). Bu surecgte ekstrasellller
matriks bilesenleri ile birlikte keratinosit, fibroblast, endotelyal hiicreler, sinir
hicreleri ve yara yerine go¢ eden I6kositler yer alir (49). Bu donemde
salgilanan blyume faktorleri, sitokinler ve kemokinlerin ve hlcresel islevleri
koordine eden sinyallerin miktari yara iyilesmesinin basarisi ile dogru
orantilidir (69). Bu ajanlar yara yerine hicrelerin gocuinu, basta keratinositler
olmak Uzere hicresel farklilagsmayi, granilasyon dokusunun olusumunu ve
re-epitelizasyonun baslamasini tetikleyerek metabolizma degisimini etkileyen
aktif polipeptitlerdir (69).

Deride olusan yaralanma ile epidermal bariyer bozulur ve bariyer
hasarina kars! ilk olarak keratinositlerde depo halinde bulunan IL-1 salgilanir
(69). Ardindan kan komponentlerinin yara yerine gelisi ile pithtilasma
mekanizmasi aktive olarak pihti olusumu hemostazi indtkler. Kan
damarlarinin gegirgenliginin artisi ile inflamatuar hlcrelerin yara yerine
migrasyonu matriks icerisindeki trafigi baslatir (69,77). iste bu siirecte hem
g6¢ eden hucreler hem de hali hazirda yara yeri etrafinda bulunan hicreler
tarafindan salgilanan birgok bluyume faktoru, sitokinler, kemokinler ve
ekstraselliler matriks bilesenleri ile birlikte tamir mekanizmasi baglar (77). O
nedenle son yillarda, hizh ve fizyolojik yara tamirini saglamak igin yara
iyilesmesinin mekanizmalarinin ve rol alan sitokinler, kemokinler gibi buyime
faktorlerinin farkl yara iyilesme modellerinde incelenmesi gindemde olup,
Ozellikle buyuk deri kaybina yol agan durumlarda yara yeri tedavisinin etkin
olabilmesi ve infeksiyon olusumunun engellenerek tamirin gelisebilmesi igin

alternatif tedavi yontemleri denenmektedir. Bu ylzden rejeneratif tiptaki
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arastirmalarin buyuk bir kismini doku muhendisliginde ve deri greftlerinde

eriskin ve embriyonik kok hucrelerin kullanimi olusturmaktadir.

Hucre terapisi, lokal veya sistemik infuzyon seklinde otolog veya
allojenik hucrelerin hasarli dokulara transplantasyonudur (75). Doku
muhendisligi tarafindan allojenik deri greftlerinin olusturulmasinda blastokist
evresindeki embriyonun i¢ hicre kitlesinden elde edilen embriyonik kok
hicreler veya keratinosit serisine yonlendirilmis kil folikllinde bulunan
epidermal kok hicreler veya kemik iligi ve periferal kan gibi epidermal
olmayan fakat keratinositlere farklilastirilan erigkin kdk htcreleri kullanilabilir
(76).

Kok hicreler, kendini yenileyebilme yetenegi ve farklilagmis hucreleri
olusturabilme potansiyeli nedeniyle hiicre terapisi icin en iyi secenektir (75).
Kok hucre kaynaklari embriyonik ve embriyonik olmayan kok hicreler olmak
uzere temel olarak ikiye ayrilir. Embriyonik olmayan kok hiucre grubunda
sayllan erigkin kok hucreleri, embriyonik kok hlcrelerine oranla farklilasma ve
¢ogalma potansiyelleri daha sinirli olan hucrelerdir. Erigkin kdk hucrelerin
olumsuz ve kendini yenileme kapasiteleri belirsiz ve tartismali bir konudur
(76). Bircok calisma, deri, kemik iligi veya periferal kan kaynakl erigkin kok
hdcrelerin kendini yenileme ve ¢odalma kapasitelerinin sinirli ve yagla birlikte
azaldigini géstermektedir. Bununla birlikte bu ¢alismalarin gogunda erigkin
kok hucrelerin saf homojen bir toplulugu temsil etmedikleri de belirtilmigtir
(76). Embriyonik kdk hicreler, 6limstz ve kendini yenileyebilme kapasiteleri
ile farklilagsma surecinde progenitor ve olgun hicre olusturma potensiyelleri
acisindan 6nemli bir kaynaktirlar (76). Bu nedenle, embriyonik kdk hicreler
erigkin kok hlcrelere oranla doku muhendisligince Uretilen allojenik doku

greftlerin olusturulmasinda énceliklidir.
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Bu bilgiler dogrultusunda ¢aligmamizda cerrahi yara modelinde
kullanilacak olan keratinositlerin erigkin kdk hiicre kaynaklarindan ziyade,
embriyonik kok hlcre kaynagindan farklilastiriimasinin uygun olacagi
dusundlmustar. Keratinositler farkl htcre kaynaklarindan farkhlastirilarak
elde edilebilirler (65, 75, 76). En ¢ok kullanilan kaynak hucreler, epidermal,
embriyo digiI kaynakli ve embriyonik kok hucrelerdir. Epidermal kaynakl kok
hlcreler, epidermisin bazal tabakasinda bulunan ve erigkinde de mitozla
¢ogalarak keratinositlere farklilagan hicrelerdir. Bunun yani sira, kil
folikGlinUn bulbusunda, dermal papilla ve kilifta ve dermisde kdk hucre
topluluklari bulunmakla birlikte, bunlardan kil foliktltinin bulbusunda bulunan
kok hicrelerin keratinositlere farklilasabildikleri gosterilmistir (75, 78). Kil
folikall ve dermisde bulunan diger kok hlcreler yara iyilesmesi sirasinda
farkhlagsmalar keratinositlere induklense bile, esas olarak dermisi olusturan
bagd dokusu hucrelerine farklilasarak ekstraselliler matriksin sentezini
saglarlar (75). Embriyo disi kaynakli kdk hicrelerden keratinositlerin eldesi
ve farklilagtiriimasi embriyonik ve epidermal kdk hucre kaynaklarina oranla
daha sinirhdir. Bu alanda yapilan galismalarda kemik iligi stromal hucreleri ve
periferik kan kok hicreleri en sik kullanilan hlicrelerdir. Fakat sinirli sayida
yapilan calismalarda embriyonik ve epidermal kok hicre kaynaklarina oranla
bir Gstlinlik saglamadiklari gosterilmistir (65, 76). Embriyonik kok hicreler
ise gcogalmalari kontrol edilebilen ve sinirsiz farklilagsma ve ¢ogalma
kapasitelerinden dolayi en sik kullanilan kok hicre kaynaklaridir. Kok
hicrelerden keratinositlerin farklilastiriimasi igin genellikle G¢ temel basamak
vardir (76). Oncelikle ilk basamakta embriyonik kok hiicrelerin gogaldiktan
sonra farkhlagsma igin yonlendiriimesi indUklenmelidir. Keratinosit
farkhlastiriimasi igin kultir ortamina, BMP-4 (76, 79, 80, 81, 82), askorbik asit
(76, 80), ekstraselliler matriks (Matrijel) (83), matrijel yerine fibroblast
kaynaginin kullanimi (76, 79, 80, 81, 82, 84), buyume faktoérleri (FGF, EGF,
Epiregulin, IGF, KGF, TGF, GM-CSF vb.) ve sitokinlerin (TNF-a, IL-1 vb.)

(76, 84) ilaveleri gerekmektedir. Kollajen-1 igeren kultir ortamlarinda
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farkhlastirilan keratinositlere ait Troy ve Turksen ¢alismalarinda,
embriyoblastlarin kollajen-1’ e kolaylikla yapistiklari ve 6. ginin sonunda
epitelyal morfolojiye sahip hlcrelerin embriyoblastin merkezinden disariya
dogru gog ettigini saptamiglardir. Bununla beraber bazal membran matriksi
(matrijel) Uzerinde kulture edilen hicrelerin ise, kollajen-1 Gzerinde kultire
edilen hicrelere gére matrijele daha hizl yapistiklari ve 6. ginin sonunda
daha fazla sayida hiicrenin goé¢ ederek epitelyal topluluklari olusturduklarini
gOstermiglerdir. Ayrica kultariin 10. ginidnde sitokeratin-8 ve daha az oranda
sitokeratin-14 ve 17 immunoreaktivitelerinin pozitif oldugunu gostermislerdir
(83).

Blyume faktorlerinden EGF ilavesi yapilan kiltar ¢alismasinda ise
hanging drop metodu ile olusturulan embriyoblastlarda kaltirin 16.
gununden itibaren 46. gunune kadar sitokeratin-14 pozitifligi saptanmistir
(84).

BMP-4, TGF-[3 superailesinin bir tyesidir (79, 81). BMP-4 embriyonik
kok hicrelerde néral farkhlasmayi inhibe ederken, keratinositlere
farkhlasmayi indUkler (81, 85). Baska bir calismada, BMP-4’ (in ndral yolak
ile iligkili olan hlcrelerin apoptozisi ile néral farklilasmayi inhibe ederek
keratinosit farklilagmasini arttirdigini destekleyici sonuglar verilmigtir (82).
Aberdam ve arkadaslarinin bir diger ¢alismasinda ise embriyoblast
olusturmadan fibroblast tabakasi Gzerinde embriyonik kdk hicreler kultar
vasati icerisine BMP-4 ilave ederek 3- 10 gun kulture edildikten sonra
keratinositleri tanimlamiglardir. Ozellikle klltiirin 8. giiniinde sitokeratin-14
pozitif hiicreler gosterilmistir (79). Coraux ve arkadaslari, BMP-4 ilavesi ile
embriyonik kok hticrelerden keratinosit farkhlagmasinin arttigini ve bu etkinin
zaman bagimli olup kaltiran 4. ile 8. giinu arasinda en etkili oldugunu

gOstermiglerdir (80).
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Calismamizda embriyonik kok hucrelerden hanging drop metodu ile
olusturulan embriyoblastlarin matrijel Uzerinde BMP-4 ilavesi yapilarak
kiltdre edilmesi sonucunda, embriyoblastlardan ¢ogalan hiicrelerin matrijel
uzerinden disariya dogru go¢ ederek prolifere olduklari ve kaltartn 10.
gundnden itibaren sitokeratin-8 ve 14 immunoreaktivitelerinin pozitif oldugu
saptandi. Sitokeratin-8 erken keratinosit farklilagsma belirteci iken, sitokeratin-
14 ge¢ donem belirteci olarak kullaniimaktadir (79, 81, 83, 84, 91).
Sitokeratin-8 ve 14 seviyelerinin veya dagilimlarinin tespit edilmesi,
hicrelerin keratinosit benzeri hiicreler oldugunu desteklemektedir.
Calismamizda matrijel kullanilmasi hicrelerin farkhlasmasi icin ekstrasellller
matriks benzeri bir ortam olusmasini, BMP-4 kullanimi ise farklilagsmamis
hicrelerden keratinositlerin farklilastirma surecinin birinci basamagi olan
hicre yonlendirilmesini saglamaktadir. Diger ¢alismalarda farkl kltar ortami
veya kultlr vasati igerisinde farkl kultir kokteylleri kullanilarak keratinosit
farkhlasmasi elde edilmis olmasina ragmen, ¢alismamizda embriyoblastlarin
olusmasindan sonra matrijel ve BMP-4 iceren ortamda hucrelerin keratinosite
yonlendirildikleri ve farklilagtiklari sitokeratin-8 ve 14 immunoreaktivite
pozitifligi ile tanimlanmistir. Bununla beraber kultlir ortaminda elde edilen
keratinositlerin elektron mikroskobik incelemeleri sonucunda, ultrastriktirel
olarakta keratinosite benzer hicreler 6zelliginde oldugu gdsterilmistir.
Embriyonik kdk hlcrelerden keratinositlere induksiyonun molekuiler temeli
henuz kesinlik kazanmadigindan dolayi farkl kiltur ortamlari denenmektedir.
Sonug olarak embriyonik kdk hiicrelerden keratinosit farklilastiriimasinda
farkli kaltlr ortamlari olmasina ragmen, elde edilen hicrelerin in vivo olarak

ta devamlihgi ve kullanilabilirliginin test edilmesi dnemlidir.

Keratinositler kultir ortaminda yonlendirildikten sonra, hicrelerin
saflagtirlmasi ve ayirimi ikinci basamagi olusturur (76). Bu asamanin
belirlenebilmesi igin farklilasmis keratinositten salgilanan endojen ylzey

belirtecleri veya yesil floresan proteini ile isaretlenmis hicrelerin
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tanimlanmasi gerekmektedir. Genellikle tercih edilen erken ve ge¢ donem
keratinosit farklilasma belirtecleri olan sitokeratin dagilimlarinin
immunohistokimyasal, akis sitometrisi, western blotting, RT-PCR vb. teknikler
kullanilarak belirlenmesidir. Yapilan ¢aligmalarda sitokeratin-1, 8, 14, 17, 19
dagihmlar kultaran farkli evrelerinde incelenmistir (76, 79, 80, 81, 83, 84). O
nedenle ¢alismamizda in vitro ortamda sitokeratin-8 ve 14 dagihmlarinin

immunohistokimyasal olarak incelenmesi yapilmistir.

Kultirdeki son basamak ise proliferasyon ve terminal farklilagmanin
saglanmasidir (76). Bu amag icin genellikle yukarida verilen bliytime
faktorleri ve sitokinlerin yer aldigi kultir kokteylleri kullaniimaktadir. Bizde
¢alismamizda embriyoblastlarin matrijel Gzerine alindiktan sonraki 3. ginden
itibaren BMP-4 ilavesi her gun yapilarak farklilagsmanin devamliligi

saglanmistir.

in vitro olarak farklilastirilan keratinositlerin hiicresel terapi igin
herhangi bir yara yerine kondugunda canliligini devam ettirmesi,
proliferasyonu, re-epitelizasyona katilimi agisindan uygulanabilirligi dGnemli
konulardan biridir. Bu nedenle in vitro olarak deneysel cerrahi yara modelleri
kullanilarak farklilastiriimis keratinositlerin bu 6zelliklerini belirlemek igin
yapilan ¢ok fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Epidermal kdk hicrelerden
farkhlastirilan keratinositlerin in vitro yara yeri modeline uygulanmasinda elde
edilen sonuclara goére buyuk cilt defektleri olan hastalara transfer edildiginde
uretilen bu epitelin dermal komponentleri icermediginden sonuglar ¢ok yuz
guldirtict olmamistir (86). Uretilen bu epidermal greftlerin fibrin yapistiricilari
ile birlikte kullaniimasi bir miktar effektif olsa da fibrin yapistiricilarin yara
yerindeki etkisi tam olarak bilinmedigi igin kullanilabilirligi tartismalidir (87). O
nedenle ¢alismamizda Uretilen keratinositlerin bir mesh Uzerinde Uretimlerine
devam edilmesi ve kultlir ortamindan direkt yara yerine transfer edilerek

gevresel ortamin bozulmamasi amaglanmistir. Vazeline gauze yara yeri
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tedavisinde kullanilan igeriginde petrolatum bulunan bir meshdir (88). O
nedenle ¢alismamizda daha once yara yerinde kullanilabilirligi test edilmig
olan vazeline gauze kullanildi. Embriyonik kdk htcrelerden farklilastirilan
keratinositler vazeline gauze uzerinde kulture edilerek cerrahi yara modeline
transfer edildi. Kultir ortamina konulan vazeline gauze mesh 6zelliginde
oldugundan dolayi kultir ortaminda keratinositlerle birlikte kultire edilmesi bir
sorun olusturmadi. Daha onceki ¢alismalarda kollajen tip 1, kollajen tip IV,
ekstrasellller matriks komponentleri, poliprolin vb. iceren meshler hem hucre
kalturd ortaminda hem de cerrahi mudahaleler sirasinda kullanildigi
gOsterilmistir (65). Mesh Uzerinde 5 gun kultire edilen hicrelerin canlihdini
devam ettirdikleri gdzlendikten sonra yara yerine transfer edildi. Yara yerine
mesh ile birlikte transfer edilen embriyonik kok hucrelerden farklilastirilan
hdcrelerin bulundugu érnekler incelendiginde, yara olusturulduktan sonraki 3.
gunde yara yerinde eksudanin bulundugu, epitelizasyon kaybi, PNL ve mast
hicre infiltrasyonu ile birlikte yara yeri altindaki boélgede vaskularizasyonda
artis oldugu izlendi. Kontrol ve sham gruplarinda da deney grubunda
g6zlenen histolojik degisikliklerin varligi, cerrahi yara modelinin
olusturuldugunu ve yara yeri etrafinda yara iyilesmesi stirecinin basladigini
gosterir inflamatuar htcre infiltrasyonu ve vaskulogenezis gibi bulgular
mevcuttu. Kontrol, sham ve deney gruplarinda, cerrahi yaranin bittigi yerde
ise epidermisin devam ettigi, deri eklerinin ve dermisin korundugu izlendi.
Kontrol, sham ve deney gruplarinin 3. gun érnekleri karsilastirildiginda,
deney grubunda yara yerinde keratinosit hucrelerinden olusan bir tabakanin
bulundugu gozlenir iken, kontrol ve sham grubunda yara yeri kenarlarinda
keratinosit hiicrelerinde proliferasyonun basladigi, fakat yara yerinde
epitelizasyona ait bir bulgu gézlenmemesi, deney grubunda transfer edilen
keratinositlerin yara yeri tamirine katkida bulundugunu dugunduardu. Kontrol,
sham ve deney gruplarinin 5. guin ornekleri karsilastirildiginda ise, her ¢
grupta da yara yerinde epitelizasyonun basladi§i, fakat deney grubundaki

epitel dokusunun kontrol ve sham grubuna oranla daha fazla olmasi 3. guinde
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baglayan epitelizasyonun devam ettigini desteklemektedir. Orneklerin 7. giine
ait bulgularida 5. gune benzer oldugu ve deney grubunun diger gruplara
oranla daha iyi oldugu izlendi. Saglam deri 6rneklerinin 3., 5. ve 7. glinde
hematoksilen-eozin boyamasi ile incelenmesi sonucunda epidermisin ¢ok
katli yassi epitel 6zelliginde ve dermisin ekleri ile birlikte histolojik olarak
normal yapida oldugu gozlendi. Histokimyasal analiz sonucunda, deney
grubunda erken donemde gozlenen keratinosit hucreleri ve epitelizasyon
bulgulari, elektron mikroskobik sonugclar ile de desteklenmis ve transfer
edilen keratinositlerin yara yeri bolgesinde aktif hucreler olarak bulundugu
gOsterilmigtir. Elektron mikroskobik orneklerin analizi sonucunda deney
grubundaki keratinositlerin agik sitoplazmali ve aktif cekirdek ile birlikte
membranin ¢okuntl yapmis olmasi hucrelerin farklilagsmasini tamamlamak
Uzere olan hucreler olabilecegini desteklemektedir. Bununla beraber bu
hicrelerin deney grubunda 5. ve 7. glinde de gézlenmesi aktif hiicre 6zelligini
korudugunu ve yara iyilesmesinde etkin rol oynadigini dastndurdu.
Epitelizasyona katilan keratinositler iyilesme surecinde yara kenarindaki
epidermis kaynaklhdir (89). Akut yaralanmanin ilk 24 saatinde keratinositlerde
boyutta buyume gibi gorulebilecek degisiklikler meydana gelir. Yaralanmadan
saatler sonra (>18 saat) yaranin proksimalindeki epidermisin bazal ve
suprabazal tabakalarindan go¢ eden keratinositler uzamig ve polarize
morfolojiye sahiptir. Epitelizasyonda rol alan keratinositler arasinda huicre
hicre adezyonunun kismi kaybina bagh oldugu diasutnulen interselltler
bosluklar olusur (77, 89). Calismamizda elektron mikroskobik érnekler
incelendiginde yara yerinde bulunan keratinositler arasindaki baglanti
komplekslerinin gérilememesi, bu hucrelerin epitelizasyona katildigini
dogrulamaktadir. Kontrol ve sham grubunda elektron mikroskobik
incelemede 3. gunde epitelizasyona ait hucreler gdzlenmez iken daha
sonraki gunlerde yara alaninda epitelizasyon ve keratinositler goriimeye

baslandi.
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Bununla beraber Brd-U ile isaretlenmis keratinositlerin, anti-Brd-U
boyamasi sonucunda deney grubunda epitelin goruldigu alanda pozitif
olarak boyanmanin saptanmasi, buradaki keratinositlerin saglam deriden gog¢
eden keratinositlerden ziyade kultir ortaminda Uretilen keratinositler
oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar dogrultusunda embriyonik kok
hicrelerden farkhlastirilan keratinositlerin in vivo ortama transfer edilebildigi
ve yara yerinde canliligini devam ettirerek yara tamirine katilabildigi

dasundlda.

Keratinositlerin erken ve ge¢ donem farklilagsma belirtecleri olan
sitokeratin-8 ve 14 dagilimlari, kontrol, sham ve deney gruplarinda
kargilastirildiginda sitokeratin-8 immunoreaktivitesinin deney grubunda 3. ve
5. glnde pozitif iken, 7. ginde immunoreaktivitesinin azalmis olmasi,
keratinositlerin farklilastigini desteklemektedir. Kontrol grubunda 3. ve 5.
glnde sitokeratin-8 immunoreaktivitesi 7. guine oranla daha az olmasi veya
saptanmamasi, yara yeri kenarindaki hucrelerin gégunun deney grubuna
oranla daha yavas oldugunu ve keratinositlerin 7. giinde de farklilagmalarinin
devam ettigini gostermektedir. Sham grubunda ise sitokeratin-8
immunoreaktivitesinin her ¢ ginde de pozitif olmasina ragmen, 6zellikle 5.
gundeki immunoreaktivitenin diger glinlere oranla daha fazla olmasi,
uygulanan meshin yara yeri kenarindaki keratinosit hiicrelerinin
farkhlasmasini ve/veya goc¢unu bir miktarda olsa destekledigini disundurda.
Sitokeratin-8 immunoreaktivitesinin deney grubunda diger gruplara oranla
daha fazla olmasi, in vitro farklilagtirilmis keratinositlerin in vivo olarak
farkhlagsma surecini kisalttigi ve proliferasyonun baslayarak epitelizasyona
diger gruplara gore daha erken basladigini gostermektedir. Sitokeratin-8
immunoreaktivitesinin saglam deri érneklerinde negatif olmasi, keratinosit
erken donem farklilagma belirteci olan sitokeratin-8’ in sadece farklilasan

hicrelerde pozitif oldugunu géstermektedir.
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Sitokeratin-14’ Un, deney gurubunda erken donemde diger gruplara
oranla daha kuvvetli pozitif olmasi, kultir ortaminda Uretilen keratinositlerin
hizla in vivo ortamda ¢ogalmaya bagladigini ve yara iyilesme surecinin
gelisme asamalarini beklemeden daha hizli bir sekilde epitelizasyonu
sagladigini dusundurdd. Sitokeratin-14’ Gn 7. gunde immunoreaktivitesinin
azalmis olmasi ise, burada erken dénemde faklilagan hicrelerin
epitelizasyonu sagladigindan dolay: artik farklilasmadigi ve tamir

mekanizmasini hizlandirdigini gostermektedir.

Kontrol ve sham grubunda ise sitokeratin-14’ Gn normal
epitelizasyonda oldugu gibi saglam deriden gé¢ eden hicrelerden farklilasan
keratinositlerden salgilandigi ve farklilagsmanin esas olarak gozlendigi 5. ve
7. gunlerde immunoreaktivitenin 3. gune oranla daha fazla olmasini
desteklemektedir. Bununla beraber sham grubunda sitokeratin-14
immunoreaktivitesinin kontrol grubuna oranla 6zellikle 5. ve 7. glinlerde bir
miktar artmig olmasinin yara yerine konan meshin etkisi ile olabilecegi
dusundldu. Saglam deriden alinan érneklerde ise sadece bazal tabakadaki
hicrelerin pozitif oldugu ve glnler arasinda fark olmadigi gézlendi. O
nedenle sitokeratin-14’ Gn normalde de salgilandigi, fakat yara iyilesme
surecinde arttigi gosterilmistir. Deney grubunda 7. ginde saglam deriden
daha fazla sitokeratin-14 immunoreaktivitesi gdzlenmesi ise, in vitro ortamda
uretilen hdcrelerin in vivo ortama uyum sagladigi ve canhligini korudugunu

dusunduarda.

Bickenbach ve arkadaslari neonatal ve erigkin derisinden izole ettikleri
epidermal kok hicreleri GFP ile isaretleyerek C57BL/6 geng eriskin farelerde
olusturduklari yara kenarina 2. gunde yara kenari boyunca enjekte etmigler
ve enjeksiyondan dort gun sonra epidermal kok hucre enjekte edilen
yaralarin kapandigini, kontrol yaralarin hala krut ile érttli oldugu ve

enjeksiyondan sonraki 7. gline kadar iyilesmedigini géstermislerdir (90).
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Epidermal kok hucrelerin farkllastirilmadan yara yerine enjeksiyonu
sonrasinda epidermis ve dermisde GFP pozitif hlicreler saptanmis ve bu
hicrelerin morfolojisinin mezenkimal hiicreler gibi adipositlere veya
fibroblastlara benzer oldugu gozlenmistir (90). Bizim galismamizda ise
farkhlastirildiktan sonra transfer edilen hiucrelerin hala keratinosit olarak
devam ettigi hem ultrastriktirel hem de immunohistokimyasal olarak
gOsterilmis ve ayrica yara yerinde devamlihgi saglamistir. O nedenle eriskin
dénemde alinan epidermal kdk hucrelerin yara yerine transferinde yara yeri
tamirinde kullanilabilir olmasi yanisira, bu hucrelerin saf epidermal kok
hicrelerden ziyade, adiposit ve/veya fibroblastlara benzer hlcreler olmasi,

yara yeri epitelizasyonuna katkisi agisindan dusunduartacudur.

Yara olugtuktan sonra veya deride epitelizasyon kaybi meydana
geldiginde alttaki bag dokusu igerisinde bulanan hucreler ile birlikte yara yeri
kenarinda bulunan keratinositler tarafindan salgilanan birgok faktor ile
iyilesme sureci baslar. Trombositlerin a granullerinden EGF, PDGF ve TGF-3
gibi buyume faktorleri salgilanir (69, 92). Fibroblast ve yara yerine go¢ eden
makrofajlardan salgilanan EGF ekspresyonu artarak re-epitelizasyonun
baslamasi icin ilk sinyal verilmis olur (69). EGF ile birlikte TGF-a ve FGF,
keratinositlerin migrasyonu ve proliferasyonunda énemlidir. Yara iyilesme
surecinde yara yerinde dncelikle go¢ eden nétrofil, makrofaj, mast vb.
hicreler ile granilasyon dokusu olusturulur ve epitelizasyon daha sonra
gerceklesir. Matriksin formasyonuda FGF ailesi Uyeleri tarafindan saglanarak
granulasyon dokusuna katilir. EGF trombosit, fibroblast ve makrofaj
hicrelerinden salgilanir ve keratinositlere parakrin olarak etki eder (93) iken
keratinositler EGF salgilamazlar (69). Calismamizda EGF
immunoreaktivitesinin 3. ginde tim gruplarda negatif iken, deney grubunda
5. ve 7. glnlerde giderek artan siddette pozitif oldugu gézlendi. Kontrol ve
sham grubunda ise 5. ve 7. gunlerde immunoreaktivitenin deney grubuna

goOre daha az ve zayif siddette oldugu izlendi. EGF ekspresyonu 6zellikle re-
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epitelizasyonda artar ve keratinosit migrasyonu ve proliferasyonunu saglar
(69). Saglam deride negatif olarak gézlenen EGF immunoreaktivitesinin,
deney grubunda kontrol ve sham grubuna oranla daha fazla gdézlenmesi,
keratinositlerin proliferasyonunun saglanmasi amaci ile makrofaj, fibroblast
ve trombosit hicrelerinden salgilanan faktorlerin diger gruplara oranla daha
once aktive oldugu ve bdylece deney grubunda re-epitelizasyonun erken
baslamasindan sorumlu oldugu dusunuldi. Kontrol grubu ile sham
grubundaki immunoreaktivite karsilastirildiginda ise, her iki grup arasinda
fark olmadigi ve uygulanan meshin EGF salgilanmasinda bir roli

olmayabilecegi dusunulda.

Yara iyilesmesinde dnemli bir¢ok hicrenin yara yerine gogunu
saglayan kemokinler, yara yerinde re-epitelizayon, dokunun yeniden
yapilanmasi ve anjiogenezde rol oynarlar (69). IL-8, CXC kemokin ailesinin
bir Gyesi olup ekspresyonu akut yaralarda artar (50). Ayrica, keratinosit
gocunu ve ¢codalmasini arttirarak re-epitelizasyonda rol oynadigi
gOsterilmigtir (94, 95). Bununla beraber IL-8, I6kositlerden salgilanan matriks
metalloproteinazlari aktive ederek dokunun yeniden yapilanmasinda,
keratinositlerin proliferasyonu ile birlikte hem keratinosit hemde inflamatuar
cevapta yer alan nétrofillerin gdé¢iinde 6énemli rol oynar (50, 96).
Calismamizda IL-8 immunoreaktivitesi yara olusturulduktan sonraki 3., 5. ve
7. gunlerde deney ve kontrol grubunda giderek azalan siddette gézlenir iken,
sham grubundaki immunoreaktivitenin deney ve kontrol grubuna gore daha
az oldugu izlendi. Deney ve kontrol grubundaki IL-8 immunoreaktivite siddeti
3. glinde benzer olmasina ragmen, deney grubunda IL-8 pozitif hiicrelerin
daha fazla oldugu saptandi. Yara iyilesmesinin erken evresinde IL-8
immunoreaktivitesinin kontrol ve deney grubunda 3. giinde en fazla
olmasinin keratinosit proliferasyonu ile birlikte keratinosit ve nétrofil
migrasyonunu saglamak amaci ile aktive oldugu dustnuldid. Deney grubunda

IL-8 pozitif hiicrelerin kontrol grubuna oranla daha fazla olmasi, yara yerine
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transfer edilen keratinositlerin IL-8 salgilanmasinda bir miktar artisa sebep
oldugu, bununda burada bulunan keratinositlerin proliferasyonu ve

migrasyonunu saglamak amaci igin artmis olabilecegi kanisina varildi.

FGF ailesi Uyeleri yara iyilegsmesinin tum evrelerinde keratinositler,
fibroblastlar, endotelyal hiicreler, diiz kas hicreleri, kondrositler ve mast
hicrelerinden salgilanirlar (69, 97, 98). Fakat erken ve ge¢ donem evrelerde
salgilanan FGF tipleri farklidir. FGF ailesi Uyelerinden esas olarak FGF-2,
FGF-7 ve FGF-10 yara iyilesmesinde gorev alir (69). FGF-7 ve FGF-10,
keratinosit bluylme faktoért 1 ve 2 olarak ta adlandirilir ve akut
yaralanmalarda parakrin etki ile keratinositin migrasyonunu ve
proliferasyonunu saglarlar (93, 99,100). FGF-2 akut yaralarda artarak
granulasyon dokusunun olusumunda, re-epitelizasyonda ve dokunun yeniden
yapilanmasinda rol oynar (101). In vitro calismalar, FGF-2’ nin ¢esitli
ekstraselluler matriks komponentlerinin sentezini ve depolanmasini
duzenledigini, re-epitelizasyon sirasinda keratinosit motilitesini, fibroblastlarin
gocunu ve kollajenaz Uretimini arttirdigini gostermektedir (102). FGF-1
epitelizasyonda FGF-2’ ye oranla daha az etkendir. O nedenle ¢alismada
FGF-1 immunoreaktivitesi agisindan gruplar arasinda fark gézlenmemistir,
fakat kontrol grubunda da immunoreaktivitenin olmamasi yara iyilesmesinde
etkinligin az veya olmadigini desteklemektedir. FGF-2 immunoreaktivitesi, 3.
glnde deney grubunda orta ve yer yer kuvvetli pozitif olarak yara bdlgesinin
hemen altinda gozlenir iken, kontrol ve sham grubunda zayif ve yer yer orta
siddette gozlendi. FGF-2 mast hlicresi, fibroblast, endotelyal hiicreler, diiz
kas hucresi ile keratinositlerden salgilanir (69). Deney grubunda erken
donemde artmis FGF-2 immunoreaktivitesinin bag dokusu hicreleri yanisira
transfer edilen keratinositlerden de salgilandigini disundurdu. Bununla
beraber yara iyilesmesi suirecinde artmis olan FGF-2 immunoreaktivitesinin
keratinositler Uzerinde parakrin ve otokrin etki ile keratinositlerin

migrasyonunu ve proliferasyonunu destekledigi distnuldi. Deney ve kontrol
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grubunda 5.gunde FGF-2 immunoreaktivitesinin bag dokusu igerisinde
bulunan fibroblastlarin sitoplazmalarinda siddetli pozitif olarak gdézlenmesi,
yara iyilesmesi surecindeki ekstraselliler matriksin yeniden yapilanmasi igin
onemli olabilecegi ve FGF-2 immunoreaktivitesine sahip hucrelerin deney
grubunda daha fazla olmasi ise yara iyilesme surecinin daha erken
baslamasindan dolayi olabilecedi varsayildi. FGF-2 immunoreaktivitesinin 7.
glnde deney grubunda 5. gline goére daha az olarak saptanmasi ve kontrol
grubunda ise 7. gunde immunoreaktivitenin 5. gline oranla artmis olmasi,
deney grubunda yara iyilesme surecinin kontrol grubuna oranla daha hizli
oldugu, o nedenle kontrol grubundaki FGF-2 salgisinin 7. glinde hala devam
ettigini distndirdl. Sham grubunda ise 5. ve 7. gunlerde FGF-2
immunoreaktivitesinin zayif siddette ve gunler arasinda farklilik olmamasi ile
uygulanan meshin ekstraselluler salgida etkin rol oynayamayabilecegi
sonucuna varildi. Saglam deri grubunda FGF-2 immunoreaktivitesinin 3., 5.
ve 7. gunlerde bag dokusu igerisindeki fibroblastlarda orta siddette pozitif
olmasi ise, fibroblastlardan FGF-2’ nin normal dokuda da salgilandigini

gOstermektedir.

Kemokinler, 6zellikle inflamatuar hlcreler olmak tzere bir ¢cok hilicre
tipinin yara bolgesine gocunu stimule ederek, yara iyilesmesi surecinde aktif
rol oynarlar (69). Buna ek olarak, yara bolgesindeki daimi hiicrelerde
kemokin reseptorlerinin bulunmasi re-epitelizasyon, dokunun yeniden
yapilanmasi ve anjiogenezin duzenlenmesine katkida bulundugunu
distndurmektedir (59, 69). MCP-1 bir kemokin olarak, yaralanmanin 6zellikle
ilk 7 gununde keratinositlerden, endotel hicrelerinden ve makrofajlardan
salgilanir (49). MCP-1 monosit/ makrofajlar, T lenfositler ve mast hicreleri
icin kemoatraktandir (103). MCP-1 eksikligi, fare yara iyilesmesi modellerinde
re-epitelizasyon, anjiogenez ve kollajen sentezinde iyilesmede gecikmeye yol
acgarken, kronik yara iyilesme surecinde MCP-1’ in ekspresyonunun devam

ettigi ve uzamis inflamatuar cevaba katkida bulunmak Gzere nétrofil ve
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makrofajlarin yara yerinde kalmasini sagladigi gosterilmistir (104, 105).
Calismamizda MCP-1 immunoreaktivitesi hem yarali hem de saglam dokuda
gozlendi. Fakat yarali gruplarda gozlenen immunorektivitenin saglam gruba
oranla daha fazla oldugu ve hem hiucrede hem de ekstraselltler alanda
oldugu goruldd. Bununla beraber MCP-1 immunoreaktivitesinin deney
grubunda kontrol ve sham grubuna gore 7. ginde de orta siddette devam
etmesi, buraya transfer edilen hicrelere karsi hlicresel bir cevap olarak

MCP-1 salgisinin devam ettigini dustundurdu.

MatUrasyon ve yeniden yapilanma evresinin temel 6zelligi yara
alanina kollajen depolanmasidir (45). Kollajen depolanmasinin miktari, orani
ve kalitesinin yara gerilme kuvveti Gzerine olan etkileri nedeniyle bu sureg
klinik agidan en dnemli evredir. Fibroblastlar iginde kollajen intrasitoplazmik
filamanlar halinde sentezlenip hlicreler arasi bolgeye verilir. Yara iyilesmesi
surecinde salgilanan FGF, TGF- ve PDGF fibroblast infiltrasyonuna izin
verir ve fibroblastlarin miyofibroblastlara ¢evrilmesini indukler (69). Matriksin
yeniden yapilanmasi surecinde kollajen ve elastin liflerinin salgilanarak
matriksde depolanmasi, granulasyon dokusunun yerini alarak yara yeri
altinda bulunan dermisin tamirini saglar. Bu dénemde 6zellikle TGF-$’ nin
araciligiyla yeni kollajen sentezi ve PDGF tarafindan eski kollajenin yikimi
gergeklesir (69). O nedenle yeni olusan kollajenin matriksde depolanmasi
yara iyilesmesi sUrecinin ge¢ evresinde olur. Calismamizda kollajen dagilimi
Masson Trikrom boyamasi ile gosterildi. Tum gruplarda kollajen dagilimin
oldudu, fakat yara olusturulan deney, kontrol ve sham gruplarinda saglam
gruba oranla daha az oldugu izlendi. Deney grubunda 3. gunde kollajenin
kontrol ve sham grubuna oranla daha fazla olmasi, transfer edilen
keratinositler sayesinde, hem keratinositler hemde yara yeri bolgesinde
salgilanan diger faktorlerin salgilarinin tetiklenmesi sonucunda yara
iyilesmesinin daha hizli olmasindan dolayi oldugu disunualdi. Yara iyilesme

surecinin 7. ginden sonrasi incelenmediginden dolayi, gruplar arasindaki
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kollajen depolanmasinin derecesi degerlendirilemedi. Kollajen-1
immunoreaktivitesi calismamizda deney grubunda 3. glinde zayif veya
negatif, 5. ve 7. glinlerde pozitif olarak gézlenir iken, kontrol ve sham
gruplarinda 3. ve 5. ginde zayif siddette, 7. gunde immunoreaktivitenin zayif
veya negatif oldugu gozlendi. Bu sonuglar dogrultusunda deney grubunda
kollajen-1 sentezinin yara iyilesmesi surecindeki diger molekuler dagilimlara
uyumlu olarak daha gec¢ evrede arttigi gdzlenir iken, kontrol ve sham
gruplarinda kollajen-1 sentezinin daha az olmasi ve 6zelliklede erken evrede
g6zlenmesi, matriksin yeniden yapilanmasinda eksiklik olabilecegini

dusunduarda.
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VI. SONUG ve ONERILER

Calismamizda amacimiz, kultlr ortaminda Uretilen keratinositlerin yara
yerine transferinde yara yerine adaptasyonu ile, epitelizasyonu baslatarak
yara tamirine katkida bulunmasinin incelenmesi olup, elde edilen hicrelerin

yara tamir mekanizmasinda kullanilabileceg@i sonuca varildi.

Embriyonik kdk hucrelerden farklilagtirilan keratinositlerin
immunohistokimyasal ve ultrastrikturel olarak keratinosit benzeri hiicreler
oldudu, yara yerine mesh uzerinde transfer edildiginde canlihgini korudugu
gbzlenmesi Uzerine, in vitro ortamda uretilen hucrelerin in vivo ortama adapte
olabildigi goruldu. Calismamizda keratinositlerin embriyoblast olusturulduktan
sonra matrijel ve BMP-4 iceren kuiltur ortaminda Uretilmesi ilk defa
denenmigtir. Bu protokol ile embriyonik kdk hicrelerin keratinosite benzer
hicrelere farklilasabildigi ve yara yerinde de devamlihidinin saglandigi
izlenmistir. Yara tamiri sirasinda ise, transfer edilen keratinositler sayesinde
tamir mekanizmasi surecinin daha erken basladigi ve yara tamirinde rol alan
molekullerin salgisinin da kontrol grubuna oranla tamir surecini iyi yonde
etkileyecek sekilde olmasi, keratinositlerin klinik uygulamalarda da yara tamiri
surecinde kullanilabilecegini desteklemektedir. Bununla beraber
farkhlastirilan keratinositlerin bir mesh Uzerinde transfer edilmesi, htcre
transferi sirasinda hicre kaybini dnlemesi yanisira, keratinositlerin ortama
adapte olmasini da kolaylastirdigini distinmekteyiz. Ancak farklilastirilan
keratinositlerin biyouyumluluk sureglerinin test edilebilmesi igin farkli mesh
veya biyomateryaller kullanilarak yara modellerinde incelenmesi uygun
olacaktir.

K&k hicrelerin keratinositlere farkhlagmasini saglamakla birlikte in
vitro olarak saflastiriimasi ve gogalmasi igin iyi tanimlanmig ve verimli
protokollere gerek duyulur. Bu tr protokollerin gelistiriimesi spontan olarak

kok hacrelerin birgok farkli hiicre tipine farklilagmasini azaltirken embriyonik
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kok hucrelerin klinikte uygulanmasi ile olusabilecek teratoma riskini de
azaltacaktir. Buna ek olarak bu tir protokollerin gelistiriimesi deri doku
biyolojisi caligmalari igin kullanilabilir in vitro modellerin olusturuimasina ve
terapotik uygulamalar igin kok hicrelerin genetik manuplasyonunu
kolaylastirir. Kok hucrelerin keratinositlere yonlendiriimesi ve farklilagtiriimasi
icin geligtirilen protokoller ile deri ile iligkili biyomateryallerin ve ilaglarin
farmakokinetik ve sitotoksik/genototoksik testlerinin yapilabilmesine olanak

saglar.

in vitro olarak Uretilen keratinositlerin, sadece cerrahi yara
modellerinde dedgil, diger deri kayiplarina neden olan yaralanmalarda da
kullanilabilirligi incelenmeli ve klinik uygulamalar i¢in 6n ¢aligmalar

planlanmasi gerektigi dustinulmektedir.
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VIl. OZET

Deri vicudun i¢ ortaminin batanltgu ve gevreye karsi korunmasinda
hayati bir rol oynar. Yanik ve deri yaralanmalarinin en az hasarla tedavi
edilmesi i¢cin doku muhendisligince otolog veya allojenik olarak embriyonik
veya eriskin kok hlcrelerinden olusturulan deri greftlerinin olusturulmasi ve
kullanimi giindemdedir. Pluripotent olan embriyonik kok hlcreler uygun kaltir
ortami saglandiginda farklilagsmadan ¢ogaldiklari gibi, ortamin degistiriimesi
ile farklilagmalari saglanabilir. Bu galismada amacimiz fare embriyonik kok
hicrelerinden farklilasgtirilan keratinositlerin, farede olusturulan cerrahi yara
modeline transfer edildikten sonra yara iyilesmesine ve yara iyilesmesi
sirasinda salgilanan molekdullere etkilerinin arastirilmasidir.

Embriyonik kok hucrelerden embriyoblastlar olusturularak matrijel ve
BMP-4 iceren kultir ortaminda keratinosit benzeri hucreler elde edildi.
Farkhlastirilan keratinositler % 4’ 1k paraformaldehit ile tespit edildikten
sonra sitokeratin-8 ve sitokeratin-14 dagihmlari immunohistokimyasal teknik
ile, hicrelerin ultrastrikttrel 6zellikleri, gluteraldehit ve osmik asit ile tespit
edildikten sonra agara gomulerek tanimlandi. Farkhlastirilan hicreler yara
yerine transfer edilmeden 6nce Brd-U ile isaretlendi. Deneysel cerrahi yara
modeli olusturmak Uzere 60 adet Bulb C tipi fareler dort esit gruba ayrildi
[deney (n=15), sham (n=15), kontrol (n=15), ve saglam deri (n=15)]. Saglam
deri grubuna higbir iglem uygulanmadi buna karsilik kontrol grubunda sadece
yara olusturuldu. Sham grubunda yara olusturulduktan sonra sadece mesh
transfer edilirken, deney grubunda kultur ortaminda elde edilen keratinositler
mesh Uzerinde yaraya transfer edildi. Tum gruplardan cerrahi midahalenin
3., 5. ve 7. gunlerinde doku ornekleri i1sik ve elektron mikroskobik inceleme
icin alind1. Isik mikroskobik inceleme igin alinan doku ornekleri % 10 formalin
ile tespit edildi ve rutin parafin takip isleminden sonra alinan seri kesitlerin bir
kismi H-E ve Masson Trikrom ile diger kesitler ise sitokeratin-8, sitokeratin-
14, EGF, IL-8, FGF-1, FGF-2, MCP-1 ve kollajen-1 dagilimlarini belirlemek
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icin indirekt immunoperoksidaz yontemi ile boyandi. Brd-U ile isaretlenmis
hicrelerin analizi i¢in anti-Brd-U boyamasi yapildi. Elektron mikroskobik
inceleme icin alinan doku ornekleri gluteraldehit ve osmik asit ile tespit edilip
epona gomulerek yari ince ve ince kesitler alindi.

Kaltur ortaminda farkhlastirilan hicrelerin, erken ve ge¢ donem
keratinosit farklilasma belirtecleri olan sitokeratin-8 ve 14
immunoreaktivitelerinin pozitif olmasi ve ultrastrikttrel olarak benzer
Ozellikleri tagimasi, keratinosit benzeri hicreler olduklarini dagtundurdu. Isik
mikroskobik incelemede 3. ginde deney grubunda yara bdlgesinde
keratinosit hiicrelerinden olusan epitelizasyon gozlenirken kontrol ve sham
gruplarinda yara yeri kenarlarinda keratinosit hicrelerinin henuz
proliferasyonunun basladigi ve epitelizasyonun olmadidi gézlendi. Uglincii
gunden itibaren deney grubunda yara bolgesine Brd-U ile isaretlenerek
transfer edilen hiicrelerin ¢ekirdeklerinin, anti-Brd-U boyamasi ile pozitif
olarak boyandigi gézlendi. indirekt immunohistokimyasal incelemede,
sitokeratin-8 immunoreaktivitesinin, kontrol grubunda 3. ve 5. giinde negatif,
7. gunde pozitif; deney grubunda ise 3. ve 5. gunde pozitif, 7. ginde negatif
oldugu tespit edildi. Sham grubunda, sitokeratin-8 immunoreaktivitesinin her
Uc guinde de pozitif, saglam deride ise her U¢ glinde de negatif oldugu izlendi.
Sitokeratin-14 immunoreaktivitesi saglam deride 3., 5. ve 7. glinde kuvvetli
pozitif boyanirken, deney, kontrol ve sham gruplarinda ise, 3. ginde zayif
siddette veya negatif olarak saptandi. Kontrol ve sham gruplarinda 5. ve 7.
gunlerde sitokeratin-14 immunoreaktivitesi orta siddette, deney grubunda ise
siddetli pozitif olarak gézlendi. EGF immunoreaktivitesi, saglam deri
grubunda her ¢ gunde de negatif iken, deney, kontrol ve sham gruplarinda
3. gunde negatif, 5. ve 7. gunlerde 6zellikle 7. ginde deney grubunda daha
fazla olmak Uzere her U¢ grupta da pozitif boyandigi saptandi. IL-8
immunoreaktivitesi, saglam deri grubunda her ¢ ginde de negatif, deney ve
kontrol grubunda 3. ginde en fazla olmak Uzere tium glnlerde pozitif oldugu,

sham grubunda 3. ve 7. gunde zayif, 5. ginde ise orta siddette oldugu
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izlendi. FGF-1 immunoreaktivitesinin tum gruplarda ve 3., 5. ve 7. gunlerde
negatif oldugu gozlendi. FGF-2 immunoreaktivitesi, tim gruplarda ve 3., 5. ve
7. gunlerde pozitif olarak gézlenir iken, 5. giinde FGF-2 immunoreaktivitesine
sahip hucrelerin deney grubunda daha fazla oldugu saptandi. MCP-1
immunoreaktivitesinin saglam deri grubunda her G¢ ginde de bag dokusu
icerisinde zayif siddette oldugu gdzlenir iken deney, kontrol ve sham
gruplarinda 3. ve 5. glinde orta siddette pozitif, 7. giinde deney grubunda
yine orta siddette, kontrol ve sham grubunda ise giderek azalan siddette
oldugu saptandi. Kollajen-1 immunoreaktivitesinin saglam deri grubunda
dermiste pozitif oldugu ve gunler arasinda fark olmadigi gézlenir iken 3.
ginde deney grubunda negatif, kontrol ve sham grubunda zayif siddette ve
5. ve 7. gunlerde giderek azaldigi, deney grubunda ise giderek arttidi izlendi.
Orneklerin elektron mikroskobik incelenmesinde 3. glinden itibaren deney
grubunda epitelizasyonun basladigi ve keratinositlerin yara bolgesinde yer
aldigi gozlendi.

Fare embriyonik kOk hicrelerinden farklilastirilan keratinositlerin,
farede olusturulan cerrahi yara bolgesine transferini takiben anti-Brd-U ile
boyanmis olmasi varliklarini devam ettirdiklerinin bir gostergesi olarak
deg@erlendirildi. Farkhlastirilan hucrelerin, yara bolgesinde yara iyilesmesinde
rol oynayan molekillerden kollajen-1, EGF ve sitokeratin-14 saliniminin geg
dénemde; sitokeratin-8, IL-8, FGF-2 ve MCP-1 saliniminin ise erken
dénemde artisina neden oldugu tespit edildi. Farkllastirilan hicrelerin yara
iyilesmesi evrelerini hizlandirdigi ve yara iyilesmesi Uzerine olumlu etki

yaptigi sonucuna varildi.
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VIIl. SUMMARY

Utilization of the Keratinocytes from Epidermal Lineage Cells which
Differentiated from Mouse Embryonic Stem Cells, on Primer Wound

Healing

The skin plays a crucial role in protecting the body against the
environment and integrity of the body’s internal milieu. The treatments of
burns and skin injuries with less damage using autologous or allogenic skin
grafts constitute from adult or embryonic stem cells in tissue engineering are
at the forefront. Pluripotent embryonic stem cells are able to proliferate in
suitable condition without differentiation, in addition to this, the cells can
differentiate when the culture condition is changed. The aim of this project is
to investigate the effects of keratinocytes which differentiated from mouse
embryonic stem cells after transferring on the surgical wound model of the
mouse during wound healing and secreted molecules which after wound

healing.

Keratinocyte like cells were obtained from embryoblasts which derived
from embryonic stem cells on matrigel and culture media supplemented with
BMP-4. Differentiated keratinocytes were fixed in 4% paraformaldehyde and
distribution of cytokeratin-8 and cytokeratin-14 using with
immunohistochemical technique, and the ultrastructural properties of the cells
were analyzed after fixation with glutaraldehyde and osmic asid and
embedded in an agar. The keratinocytes are labelled with Brd-U before
transferring to the wound area. For creating experimental surgical wound
model 60 Bulb C type mouse divided in 4 equal groups [experimental (n=15),
control (n=15), sham (n=15) and healthy skin (n=15)]. In healthy skin group
nothing is done however in control group only wound is made. In sham
group, only mesh is transferred after the wound is made, while in
experimental group, the mesh with keratinocytes which obtained from culture

condition were transferred on to the wound area. From all groups, the
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samples were collected after the surgical process on the 3", 5™ and 7" day
for both light and electron microscopic analyses. For the light microscope
analyze, samples were fixed in 10% formalin and sections were taken after
routine paraffin process, and some of the sections were stained either H-E or
Masson Trichrom, also the rest of the sections were stained with indirect
immunoperoxidase technique in order to determine distributions of
cytokeratin-8, cytokeratin-14, EGF, IL-8, FGF-1, FGF-2, MCP-1 and
collagen-1. For analyzing Brd-U labelled cells, the sections were also stained
with anti-Brd-U. For electron microscope analyze, samples were fixed in
glutaraldehyde and osmic asid, were then embedded in epon and half thin
and thin sections were taken.

The differentiated cells in culture condition were both positive for early
and late term keratinocyte differentiation markers, cytokeratin-8 and
cytokeratin-14 and similarity ultrastructurally with keratinocytes, were thought
keratinocyte-like cells. In light microscopic analyze, on the 3™ day in
experimental group, on the wound area there was an epithelialization that
consist of keratinocyte cells, while in control and sham groups near the
wound area, only keratinocytes which were just started to proliferate were
observed but there was no evidence about epithelialization. From the 3" day
in experimental group in the wound area, Brd-U labelled transferred cells’s
nucleuses were stained positively with anti-Brd-U stain.

In indirect immunohistochemistry analyze, while cytokeratin-8
immunoreactivities were negative in control group on the 3" and 5™ days, it
was positive on the 7" day, in experimental group on the 3™ and 5™ days
were positive, but on the 7" day it was negative. In the sham group,
cytokeratin-8 immunoreactivities in all days were positive, while in healthy
skin it was negative in all days. The cytokeratin-14 immunoreactivity in
healthy skin on the 3" and 5™ and 7" days stained strongly positive while in
experimental, control and sham groups it was minimal or negative on the 3"

day. In control and sham groups cytokeratin-14 immunoreactivity on the 5
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and 7" days was moderate but in experimental group it was strongly positive.
EGF immunoreactivity in healthy skin group was negative in all days while it
was negative on the 3" day and positive on the 5™ and 7" days in
experimental, control and sham groups, but, immunoreactivity was especially
detectable on the 7" day of experimental group. IL-8 immunoreactivity was
negative in healthy skin group in all days, in experimental and control group
in all days immunoreactivities were positive but it was more on the 3™ day
than the other days, in sham group on the 3" and 7" days it was minimal, on
the 5™ day it was moderate. FGF-1 immunoreactivity in all groups on the 3",
5" and 7™ days was negative. FGF-2 immunoreactivities in all groups on the
3" 5™ and 7™ days were positive while FGF-2 immunoreactivity positive cells
were more on the 7" day of experimental group than others. MCP-1
immunoreactivity in healthy skin group in all days was minimal in connective
tissue while in experimental, control and sham groups on the 3" and 5™ days
was moderate where as on the 7" day in experimental group it was moderate
and in control and sham group it was lessen. Collagen-1 immunoreactivity in
healthy skin group was positive in dermis and there was no difference
between the days , however, it was negative on the 3" day in experimental
group, in control and sham group it was minimal and the immunoreactivity
was gradually decreased on the 5" and 7™ days, while in experimental group
it was gradually increased. Electron microscope analyze of samples, in
experimental group beginning from the 3" day it was observed that
epithelialization started and keratinocytes were on the wound area.
Keratinocytes which derived from mouse embryonic stem cells after
transferring on the surgical wound area were evaluated healty because of
positively stained with anti-Brd-U. Differentiated cells were demonstrated
increased secretion of molecules that collagen-1, EGF and cytokeratin-14
secretion in late term and the cytokeratin-8, IL-8, FGF-2 and MCP-1

secretion in early term during wound healing on wound area. In conclusion
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differentiated cells are accelerate and influence positively to the wound

healing stages.
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