T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI

TIP FAKULTESI
PLASTiIK REKONSTRUKTIF VE
ESTETIK CERRAHI

ANABILIM DALI

ADiPOZ DOKU KOKENLIi ERiSKiN KOK HUCRE
UYGULAMASININ D-GALAKTOZ iLE YASLANMA
MODELiI OLUSTURULMUS DERIDE YARA iYiLESMESI
UZERINDEKi ETKILERININ MOLEKULER DUZEYDE
GOSTERILMESI

DR. FATMA PINAR EROGLU

UZMANLIK TEZI

iZMiR-2014



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI

TIP FAKULTESI
PLASTIK REKONSTRUKTIF VE
ESTETIK CERRAHI

ANABILIM DALI

ADIPOZ DOKU KOKENLI ERISKIN KOK HUCRE
UYGULAMASININ D-GALAKTOZ iLE YASLANMA
MODELi OLUSTURULMUS DERIDE YARA iYILESMESI
UZERINDEKIi ETKILERININ MOLEKULER DUZEYDE
GOSTERILMESI

UZMANLIK TEZi
DR. FATMA PINAR EROGLU

Danisman o6gretim lyesi: Prof. Dr. CAN KARACA

Bu arastirma DEU Arastirma Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

tarafindan 2013.KB.SAG.061 talep numarasi ile desteklenmistir.



iCINDEKILER

N
1

3
4

............................................................................................ 1
INGILIZCE OZET......cccieuiiiiei et e e e e e s s e ena s e eanceneees 4
GIRIS VE AMAG ... .ccuuiiiiiiiiiieiitteeeeeeeraeeesan s essnseesnnserannsernnseriesennns 7
GENEL BILGILER.........uoiiiitteieeieieeeeeeneeeessaeeeerennesesenneserennneeeens 10

Derinin Histolojik Tanimi ve Gorevleri...............cccooiiiiiiiiiiiinnn, 10

Derinin Tabakalari............ccoooiii e, 11

4.1.a. EpIdermis. .. ..o 12

44D Dermis. ... 20

4.2.C HIPOAErMIS. ... e 23

4.2.d DeriEKIEr. ..., 23

4.2- YASLANMA VE DERI.....covvuiiiiiiieieereie e ensaens 25

4.2.1.Yaslanma ile Epidermiste Olan Degisiklikler....................... 26

4.2.2 Yaslanma ile Dermiste Olan Degisiklikler........................... 27

4.2.3 Deri Yaglanmasini Etkileyen Faktorler............................... 30

4.2.3.a Galaktozile Yaslanma..............coooiiiiiiiiiiii 31

4.2.4 Yaslanma Belirtilerinin Onlenmesi veTedavisi.................... 38

4.3. KOK HUCRELER .......ccuiitiiiiiieieereeee e ene e e e en e enaeeennns 44

4.3.1 Kok Hicre Siniflamaslt........ccoooiiii i 45

4.4- YARA IYILESMESI.....cccoiiiiiieieeiicee e 60
4.4.1 Yara lyilesme TiPIeri .........iveeieiieie e 60
4.4.2 Yara lyilesmesi Fazlart.............cooooveiiiiiiiieiiiieeiee 61

4.43 Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler..................... 75



5- GEREG VE YONTEMLER.....cctuuuiiiiiierirenneeeesee e s e eeeennane e 76

6- BULGULAR .ot e e 98
T-TARTISMA ... 127
8- SONUG VE ONERILER .......covuuuiiiieiiiiiniee e e eeeeenee e e e eeeeeeeen 133
O-KAYNAKLAR ettt ra s s s e 135



SEKIL LISTESI....ceeieeeiiiiiiiiie ettt ettt ettt a e e

Sekil 1: Derinin tabakalar! ..., 11
Sekil 2: Epidermisin tabakalari..............oooiiiii i 13
Sekil 3: Melanosit ve Langerhans hUCresSi...........cooeiiiiiiiiiii i 15
Sekil 4: Melanin biyoSentezi ..o 17
Sekil 5: Langerhans hUCresi....... ..o 19
Sekil 6: Epidermis ve dermisin tabakalari................co 20
Sekil 7: Galaktozun moleKUler YapISI........coviiieiiii e 32
Sekil 8: Oksidatif hasar sonucu olugsan hasarl nukleozidler............................ 33

Sekil 9: Oksidatif mitokondriyel DNA hasari ve yaslanma etkisi........................ 34

Sekil 10: DNA hasari V& SONUGIAI..........oiuiii i 35

Sekil 11: Pluripotent KOK hUCKe. ... 46

Sekil 12: Embriyonik kdk hiicre eldesi..........ccoooviiiiiii e 48
Sekil 13: Mezenkimal kdk hicreler ve farkhlasma potansiyelleri........................ 53
Sekil 14: Yag doku tGzerinde CD 73 boyall ADAS...... ... 55
Sekil 15: Yag doku Utzerinde CD 90 boyali ADAS..........ccoiiiiiiiiea, 55
Sekil 16: intravendz uygulanan mezenkimal kék hiicre trofik etkisi.................... 59

Sekil 17: Notrofilin diapedez ile MigrasyonU..........co.vuviiiiiiiieeeans 63
Sekil 18: Mezenkimal kok hlicre eldesi..........ooovieiiiii e, 86
Sekil 19: ADAS akim sitometri sonuglari..............cooooiiiiiii i 91
Sekil 20: ADAS akim sitometri sonuglari..............c.ooiiii i 92
Sekil 21: Akim sitometri sonuglarinin grafik ile kargilastiriimasi......................... 92



Sekil 22: Western Blot Yontemi Sonuglari..........

Sekil 23: Sivi Kromotografisi-Kutle Spektrmetresi



RESIM LIiSTESI

Resim 1:

Resim 2:

Resim 3:

Resim 4:

Resim 5:

Resim 6:

Resim 7:

Resim 8:

Resim 9:

Resim 10

Resim 11

Resim 12:

Resim 13:

Resim 14:

Resim 15:

Resim 16:

Resim 17:

Resim 18:

Resim 19:

Resim 20:

Resim 21:

Santriflj CINAzZI.........oc 82
Hucrelerin santriflj edilmesi...........coooiii 82
Hucrelerin ekiminde ve ¢ogaltiimasinda kullanilan besiyeri............... 83
Hucrelerin ekiminde kullanilan flasklar................c.coo, 84
Inkiibatérden hiicre alinMmast...............coevvuiiiiiei e, 84
Hucrelerin pasajlanmasi...........coooooiiiii 85
Hucrelerin pasajlanmasi...........coooooiiiiii 85
Hucrelerin pasajlanmasi...........c.oooiiiiiii 85
Grup | GFP gosterilmesi...... ..o 88
: Grup | GFP gosterilmesi.......ooeiniii 88
: Grup I GFP gosteriimesSi.......ooooviiiii e, 89
Grup Il GFP gosterilmesi.........ccoieiiiiiiii e 89
Dorsal Cilt INSIZYyONU. ..o 94
Dorsal kas fasyasi GUzerinden diseksiyon..............c.cooeiiiiiiiiinne, 94
Dorsal kas fasyasi Uzerinden diseksiyon................ccooiiiiiiiiinnnn, 94
Cilt sutirasyonu ve ADAS enjeKSiyonU..........coovieiiiiniiiiiniiiennn. 95
Cilt sutirasyonu ve ADAS enjeKsSiyonU.........c.cccvveiiiiiiiiiiiineiiannn. 95
Grup | saKrifikasyon. ..o 99
Grup | saKrifikasyon ........c.ooeiiiii 99
Grup 11 sakrifikasyon ........coeiiiiii 99
Grup 11 sakrifilkasyon ..o 99



Resim 22:

Resim 23:

Resim 24:

Resim 25:

Resim 26:

Resim 27:

Resim 28:

Resim 29:

Resim 30:

Resim 31:

Resim 32:

Resim 33:

Resim 34:

Grup I saKrifikasyon ........c.oieiiiii e 100
Grup H saKrifikasyon ........c.oieiiiiii 100
Grup 1V saKrifikasyon.........oooiiiii 100
Grup 1V sakrifikasyon .........oooiiiiii 100
GFP isaretli ADAS dokuda gosterilimesi.............c.coooiiiiiiiiiiiinnn, 109
HE bOoyama. ... 112
Masson TriKrom DOYamMa. .......couiuiieiiii e 113
TGF-B immunhistokimyasal boyama..................cccos 117
TGF-B immunhistokimyasal boyama(buyutme)...................c.ooee. 118
VEGF immunhistokimyasal boyama.................ccoooii 119
VEGF immunhistokimyasal boyama(buyutme)...................cooovee. 120
Kollajen tip I immunhistokimyasal boyama................................... 121
Kollajen tip I immunhistokimyasal boyama(biyitme)...................... 122

Vi



TABLO LiSTESI.....coiiiiiiiiieiiiiiiiiiieeeeeseee ettt ettt e e e e

Tablo 1: Deri yaslanmasi ile olusan histolojik degisiklikler.................................. 29
Tablo 2: Deri yaslanmasi ile olusan morfolojik degisikliklerin 6zeti...................... 29
Tablo 3: ADAS’a ait immunfenotip belirtegleri................ooooiii 56
Tablo 4: Mezenkimal kdk hicreler ve salgiladiklari mediatorler........................... 58
Tablo 5: Kollajen tipleri ve dagilimi..... ... 71
Tablo 6: Yara iyilesmesinde etkili mediatorler................oooiii 74
Tablo 7: Yara iyilesmesinde etkileyen faktorler..............coooi e 75
Tablo 8: Deney gruplari ve yapilaniglemler..............oooiii, 80
Tablo 9: Semikantitatif histolojik skorlama..................oo 111
Tablo 10: Semikantitatif histomorfolojik ve immunohistokimyasal skorlama.......... 115
Tablo 11: Deney gruplarinin histolojik skorlarinin ikili kargilastiriimasi................ 125
Tablo 12: idrarda 8-OH-AdG degerleri...........couu e 126
Tablo 13: Deney gruplarinin 8-OH-dG degerlerinin karsilastiriimasi.................. 127

vii



KISALTMALAR .......cuiuiuieieinuseiaieissiaieisissieisissiaiesstaiesessaraiesraraiesasa,

ADAS: Adipose Derived Adult Stem Cell ( Adipoz Doku Kaynakli Erigkin Kok Hicre)
H, O, . Hidrojen Peroksit

OH" : Hidoksil iyonu

NaCl: Sodyum Klortr

GFP: Green Fluorescent Protein (Yesil Floresan Protein)

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor ( Vaskuler Endotelyal Buylume Faktoru)
TGF- g : Transforming Growth Factor 3 (Transforme Edici Buyime Faktoru)
TRP-1: Thyrosine Related Protein -1( Tirozin Bagimh Protein-1)

TRP-2: Thyrosine Related Protein -2( Tirozin Bagimh Protein-2 )
8-OH-d-Guanosin: 8- Hidroksi- D-Guanozin

DOPA : Dihidroxy Phenil Alanine (Dihidroksi Fenilalanin)

GAG: Glikoz Amino Glikan

PDGF: Platelet Derived Growth Factor (Platelet Kaynakli Biuylime Faktort)
TNF —a: Tumor Necrosis Factor ( Tumor Nekroz Faktor)

FGF: Fibroblast Growth Factor ( Fibroblast Bliylume Faktori)

EGF: Epidermal Growth Factor ( epidermal buaytume faktoru)

MRNA: Messenger RiboNucleic Acide (Mesajci Ribonukleik Asit)

UVA: Ultra Violet A

UVB: Ultra Violet B

HA : Hyaluronik asit

DNA: Deoxyribonucleic Acide ( Deoksi Ribonukleik asit)

O2: Superoksit radikali

viii



SOD: Superoxyde Dismutase (Superoksit Dismutaz)

ACTH: Adrenocorticotropic Hormone (Adrenokortikotropik Hormon)
GH: Growth Hormone ( Buyime Hormonu)

CRH: Corticotrophine Releasing Hormone (Kortikotropin Salgilatici Hormon)
PRL: Prolaktin Hormonu

MMP: Matriks Metalloproteinaz

IPL : Intense Pulse Light

IGF: Insulin-like Growth Factor (insulin Benzeri Bliyiime Faktorii)
KGF: Keratinosit Buyume Faktora

PRP: Platelet Riched Plasma (Plateletten Zengin Plazma)

TSH: Thyroide Stimulate Hormone( Tiroid Uyarici Hormon)

DHEA: Dihidroepiandrosteron

CFU-F: Colony forming unit- fibroblast (Koloni Olusturucu Unite-Fibroblast)
EKH: Embriyonik Kok Hucre

YKH: Yetiskin Kok Hucre

MKH: Mezenkimal Kok Hucre

Kl: Kemik [ligi

IL: Interleukine (interlokin)

IFN: Interferon

MSC: Mezencyhmal Stromal Cell (Mezenkimal Stromal Hucre)
MMSC: Multipotent mezenkimal stromal hucre

CD: Clusters of Differantiation ( Farklanma Kimeleri)

HLA: Human Leucocyte Antigen (insan Lokosit Antijeni)



MHC: Major Histocompatibility Complex ( Major Doku Uygunluk Kompleksi)
Nk : Natural Killer Hiicre ( Dogal Oldirtict Hiicre)

PG: Prostoglandin

NO: Nitric Oxide ( Nitrik Oksit)

Th: T Helper Huicre ( T yardimci Hlcre)

GVHH: Greft Versus Host Hastaligi

SLE: Sistemik Lupus Eritematozis

HGF : Hepotocyte Growth Factor (Hepatosit buyume faktoru)

PLA: Processed Lipoaspirate ( islem Gérmiis Lipoaspirat)

TXA: Tromboxane A (Tromboksan A)

MITF: Mikroftalmi associated transcription faktor( mikroftami iligkili transkripsiyon

faktori)

DHICA: 5-6 Dihidroksi indol 2-Karboksilik Asit

SDS: Sodium dodecyl sulfate( sodyum dodesil sulfat)
LC-MS: Sivi kromatografisi-tandem kutle spektrometresi
DEUTF: Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakdiltesi

IYTE : izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii

FACS: Fluorescent Assisted Cell Sorter ( Floresan Yardimli Hicre Sayimi)
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

PBS: Phosphate Buffer Saline

FBS: Fetal Bovine Serum

SD: Standart Deviation ( Standart Sapma)

EDTA: Etilendiamin tetra asetik asit


http://en.wikipedia.org/wiki/Histocompatibility
http://tr.wikipedia.org/wiki/Asetik_asit

G: Gauge
HE: Hematoksilen-Eosin
MT : Masson’s trikrom

SPSS: Statistical Package for Social Sciences

Xi



TESEKKUR

Cerrahi birimler iginde Kkisisel goérisime gdére en zoru olan Plastik,
Rekonstruktif ve Estetik Cerrahi bolimid uzmanlik egitimim boyunca bilgi ve
deneyimlerinden faydalandigim  Prof. Dr. Ali Barutgu, Prof. Dr. Mustafa Yilmaz,
Prof. Dr .Adnan Menderes, Prof. Dr. Haluk Vayvada ve Dog¢. Dr. Cenk Demirdover’
e, egitim sorumlu hocam olmasi ve bana asistanlik egitimim boyunca her agamada
destek verdigi ve bana inandidi igin 6zellikle Prof. Dr. Can Karaca’ya tesekkuru borg

bilirim.

Asistanlik egitimim boyunca aci tatli birgok aniyi paylastigim anabilim dali
sekreterimiz Tulay Guler’e, poliklinik sekreterimiz Figen Cardak’a, servis sekreterimiz
Gullay Turgut Eldlen’e, personelimiz Melek Cibuk ve Ozellikle ameliyathane
personelimiz Arif Karakusa’a, tum servis ve ameliyathane hemsire ve personellerine

tesekkur ederim.

Uzmanlik egitimim boyunca sevingli ve huzunld anlarimda beni yalniz
birakmayan, uzmanlik tezimin her asamasinda da moral destegini esirgemeyen
degderli arkadaslarim Dr. Muge Sevindik, Dr. Nazmi Yogurtgu, Dr. Samil Yazgan ‘a
tesekkur eder ve basari ile uzmanhk egitimlerini tamamlamalarini dilerim. Egitim
hayatimin son 6,5 senesinde tartisma ve barigmalarimizin eksik olmadigi, hayatima
farkli bir renk getiren hali hazirdaki basasistanimiz Dr. Bilge Anil Tosyalioglu’na
tesekkur ederim. Asistanlik egitimine basladidi hafta uzmanlik tezimin deneysel
asamasinda gorevlendirilen ve neye ugradigini sasiran Dr. Fatih Alp Oztirk’ e

emeklerinden oturu tesekkur ederim.

Xii



Bu uzmanlik tezi calismasi birgok bolim ve kisinin fikirleri ve yardimlari ile
olusmustur; bu g¢alismanin yapilmasini kabul eden ve tezin olusmasi igin ilk adimi
atan ¢ok deg@erli hocam Dog.Dr. Yusuf Baran basta olmak tzere, Yagmur Kiraz, Melis
Kartal Yandim , Prof. Dr. Bekir Ugur Ergur, Uzman Dr. Serap Cilaker Micili, Prof. Dr.
Hiray islekel, Melis Kant, Merve Akis’ a tesekkiirli borg bilirim.

Uzmanlik tezimin sadece bir fikir olarak kalmamasinda, hayata geciriimesinde
emegi olan ve beni biiyiik bir yikten kurtaran Sayin ihsan Celikdemire cok tesekkiir

ederim.

Hayatimin son 2 yilinda varligi ile her seyi kolaylastiran ve destegi ile huzur

veren Dr. Sedat Egriboyun’a kalpten tesekkurlerimi sunarim.

Hayata gelmemi saglayan, Eroglu soyadina Fatma Pinar ismini ekleyen,
topluma yararli birey olmamda en buyuk pay sahibi olan, attigim her adimda iyi ya
da koéti arkamda duran, hatalarimi affeden, basarilarimla gurur duyan, en blyuk
gurur kaynagim olan ve evlatlari olmaktan her zaman onur duyacagim babam
ibrahim Eroglu’na, annem Aysun Eroglu'na ve evimizin minik kusu kardesim Buket

Altuntag’a minnet ve sonsuz sevgi ile tesekkurlerimi sunarim.

Dr. Fatma Pinar EROGLU

xiii



1-OZET

Baslik: Adipoz Doku Kokenli Erigkin KOk Hucre Uygulamasinin D-Galaktoz ile
Yaglanma Modeli Olusturuimus Deride Yara lyilesmesi Uzerindeki Etkilerinin

Molekuler Dizeyde Gosterilmesi

Arastirmacinin Adi, Fakiltesi ve Yazigma Adresi:
Fatma Pinar Eroglu
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi

Plastik, Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi Anabilim Dali inciralti-izmir

Amacg Ve Hipotez:

Organizmaya yuksek dozda alinan galaktoz, galaktoz oksidaz enzimi ile aldehitlere
ve hidrojen perokside(H,O;) donusur. Olusan hidrojen peroksid gesitli metabolik
reaksiyonlarla hidroksil radikali (OH)ne donuserek oksidatif hasar ile DNA hasarina
yol acar. Calismamizda intraperitoneal olarak D —Galaktoz uygulamasi ile oksidatif
hasara yol acarak deri Uzerinde yaslanma modeli olusturulmus ve ADAS hicre

uygulamasi ile yaslanmanin olumsuz etkilerini azaltmak amaglanmistir.

Ratlarin inguinal bdlgesinden alinan yag greftinden Adipoz kdkenli erigskin kok hiicre
(ADAS) elde edildi. Kultire edilip, ¢ogaltilan ADAS hacreleri rat dorsumunda
olusturulan insizyon hattina uygulandi. Bu calismamiz ADAS hicrelerinin
diferansiyasyon 6zelligi, blUyume faktorleri ve sitokinler salinimi arttirarak yaglanma
belirtileri ve yara iyilesmesi Uzerine olumlu etki edecegi varsayimi (zerine

kurulmustur.



Gereg Ve Yontem:

Calismada 51 adet 230-280 g agiriginda Sprague Dawley susu rat kullanildi.
Ratlarin 3 tanesi yag grefti donortu kullanildi ve sakrifiye edildi. 48 adet rat dort gruba

ayrildi.

Grup | (n=12) : Intraperitoneal d-galaktoz 50 mg/kg/giin uygulamasi ,sirt insizyon

hattina ADAS hucre uygulamasi

Grup Il (n=12) : Intraperitoneal d-galaktoz 50 mg/kg/giin uygulamasi ,sirt insizyon

hattina Serum fizyolojik uygulamasi

Grup lll (n=12) : intraperitoneal 50 mg/kg/giin serum fizyolojik uygulamasi ,sirt

insizyon hattina ADAS hlicre uygulamasi

Grup IV (n=12) : intraperitoneal 50 mg/kg/giin serum fizyolojik uygulamasi ,sirt

insizyon hattina serum fizyolojik uygulamasi yapilarak suture edildi.

4. gruptan 4 adet rat intraoperatif olarak, 2. Gruptan 1 adet rat postoperatif 2. Glinde

kanibalizm nedeni ile kaybedildi.

ADAS hdacreleri plazmid yardimi ile ‘Yesil floresan protein’ ( GFP) ile isaretlenerek

grup | ve lIl'teki ratlarin sirt insizyon hattina enjekte edildi.

Tam rat gruplarinin yarisi yara iyilesmesinin dnemli olan prolifrasyon déneminin
ortasi olan 14. gununde ve diger yarisi yara iyilesmesinde matlrasyon evresinin

baslangici olan 28. Gunde sakrifiye edildi.

Sirt derisindeki insizyon skari hatti histomorfolojik, immnuhistokimyasal 6zellikleri

degerlendirildi. Sirt derisinden western blot yontemi ile TRP-1,TRP-2,Tirozinaz



enzimleri analizi yapildi. Oksidatif hasarin kantitatif belirteci olarak ratlarin 12 saatlik

idrarlarinda kutle spektrometrisi ile  8-OH-d-Guanin dlgimu yapildi.
Bulgular :

Deride yaslanma ile olusan yetersiz kollajen Uretimi, vaskularizasyonda azalma,
melanin pigment artisi ve epidermal incelme deri Uzerinde olusturulan yara

iyilesmesinde gecikmeye sebep olmaktadir.

Ratlarin sakrifikasyonu esnasinda grup 3 te tuylenmede artis, vaskularizasyonda
artis oldugu goruldu. Deri insizyon hattinda grup 3 te kapiller yogunlagsma oldugu
goruldu. Histolojik incelemelerde VEGF, TGF- g, tip 1 kollajenin grup 1 ve grup 3 te

yogun oldugu gorulda.

Plazmid yardimi ile ‘Yesil floresan protein’ ( GFP) ile isaretlenerek grup | ve lIl'teki

ratlarin sirt insizyon hattinda ADAS hucre varligi gosterildi.

Western blot analizlerinde yaglanmaya immnun yanitta oneli rol oynayan TRP-1,

TRP-2, Tirozinaz duzeylerinin grup II’ de arttigi goruldu.

Ratlarin 12 saatlik idrar sonuglarinda kitle spektrometrisi ile grup lll'de 8-OH-d-

Guanin duzeylerinde artis oldugu goruldu.

Sonug:

Elde edilen sonuglar egliginde yaslanma belirtileri olusan deride adipoz kdkenli kdk
hidcre uygulamasi ile olusan kollajen uretiminde artig, kapiller yogunlukta artis,
vaskularizyon artisi, melanin sentezinde azalma ile belirtilerinin azaltildigi
sdylenebilir. ADAS hulcre uygulamasinin ile deri kalitesinde artis ve yara iyilesmesine

olumlu etkileri oldugu goérulmektedir.

Anahtar Kelimeler: D-Galaktoz, Yaslanma, Oksidatif Hasar, Adipoz doku kokenli

kok hucre, yara iyilesmesi



2-ABSTRACT:

Title: Molecular Effects of Adipose Derived Adult Stem Cells in Wound Healing on
D-Galactose Induced Skin Aging Model

Name, Faculty and Adress:
Fatma Pinar Eroglu
Dokuz Eylul University Faculty Of Medicine

Plastic, Reconstructive and Aesthetic Surgery Department Inciralti-lzmir-Turkey

Aim And Hypothesis:

The aim of this study is to perform a skin aging model with use of intraperitoneal D-
Galactose and investigate effects of adipose derived adult stem cells on D-Galactose

induced skin aging damage.

Materials And Method:

In the study, 51 Sprague Dawley rats weighing 230-280 g were used. Three fat graft

donor rats were used and sacrificed. 48 rats were divided into four groups.

Group I (n=12) : 50 mg / kg / day D-galactose intraperitoneally application,

application of ADAS cells to dorsal incision.

Group II (n=12) : 50 mg / kg / day D-galactose intraperitoneally application,

application of %0,9 NaCl to dorsal incision.



Group Il (n=12) : 50 mg / kg / day %0,9 NaCl intraperitoneally application,
application of ADAS cells to dorsal incision.

Group IV (n=12) : 50 mg / kg / day %0,9 NaCl intraperitoneally application,

application of %0,9 NaCl to dorsal incision.

Four rats intraoperatively from the group 1V, 1 rat at postoperative and 2 rats from

group Il were lost by cannibalism as a result.

ADAS cells labeled with the help of plasmid "green fluorescent protein" (GFP) were

injected into the dorsal incision of the rats in Group | and .

Half of the rats from all groups were sacrificed on 14" day and the other half on day
28™

In the dorsal skin incision line, immunohistochemical and histomorphological
properties were evaluated. TRP-1, TRP-2, Tyrosinase enzymes from dorsal skin was
analyzed by Western Blot method. 8-OH guanine were measured by mass
spectrometry as a quantitative marker of oxidative damage in the urine of rats with
12-hour.

Findings:

Inadequate skin collagen production, a reduction in vascularization, increased
melanin pigment and epidermal thinning occurs with aging on the skin that causes a
delay in wound healing. Pubescence of the dorsal skin and vascularization increased
in group 3 during the sacrification was observed. Histological examination of VEGF,
TGF-B, type 1 collagen in group 1 and group 3 was found to be intense. Group | and
lll, the presence of ADAS cells in rat dorsal incision was shown by the help of
plasmid "green fluorescent protein” (GFP). The presence of important immune
responses that play a role in aging TRP-1, TRP-2 and Tyrosinase levels in group I
was found to increased. 8-OH guanine was found to be increased by mass

spectrometry in 12-hour urine in the rats of group Il



Results:

Depending on these findings, ADAS administration comprises collagen production,
increasing in capillary density and vascularization, decreasing in melanin synthesis

on D-Galactose induced skin aging model.

Keywords:

Adipose derived adult stem cells, skin aging, D-Galactose, wound healing.



3-GiRIS VE AMAC

Bu calismada adipoz doku kokenli kok hucrelerin, yaslanma modeli
olusturuimus ratlarda, yaslanmanin olumsuz etkilerini azaltma potansiyellerinin

belirlenmesi amaglanmistir.

Yaslanma; Bir sistemin fiziksel, kimyasal veya biyolojik ajanlardan kaynaklanan
eksojen ya da endojen stres faktorlerine karsi cevap verme yetisinde azalma ile
karakterize, ¢ok yonli ve zamana bagimh kompleks bir suregtir. Deri yaglanmasi ise
yapisal ve molekller bozulma ile birlikte derinin fonksiyonel ve estetik sonuclarini da

etkileyen, progresif seyreden bir suregtir.(1)

Deri yaslanmasi iki farkh sekilde gergeklesir;(1,2)
1- intrensek Yaslanma ( Kronolojik, Gercek, Spontan, Dogal Yaslanma); Somatik

hicrelerde bolunme kapasitesi sinirli olup, her mitozda telomer uzunlugu azalir

2- Ekstrensek Yaslanma; Asiri kalori aliminin etkili oldugu yaslanma tipidir.

d-Galaktoz ile Yaslanma:

intraperitoneal D-Galaktoz uygulamasi ile yiiksek dozda galaktoz alimi
sonrasinda galaktoz oksidaz enzimi ile bir aldehit olan galaktitol ve hidrojen
perokside(H,O;) donusur. Hidrojen peroksit serbest bir reaktif oksijen metabolitidir.
Lipofilik yapida oldugu igin hicre zarindan gabuk geger, hicre i¢cinde Fenton ve
Haber-Weiss reaksiyonlari ile hidroksil radikalini olusturur. (Lee JC. Ve ark., 2006)(6);
Hidroksil radikali (OH") yarilanma 6mrl ¢ok kisa olan, en etkili serbest oksijen

radikalidir. Hucre hasarindan sorumlu temel radikal oldugu soylenmektedir. (Gardés



AM., 2006)(7)Bu oksidatif hasara bagl olarak DNA'da tek ve cift dal kiriklari, baz
modifikasyonlari ve protein-DNA baglanmasi gibi reaksiyonlarla hasar olusabilir. Ayni
hasar mekanizmalari mitokondriyal DNA Uzerinde de etkilidir. Artmis d-Galaktoz
alimi ile hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri miktarinda artis mitokondriyal

oksidatif hasar olusturarak alternatif yaslanma belirtileri artisina neden olur.(3,8)

Ekstrensek yolla deride olusan yaslanma ile deri Uzerinde dermiste kollajen
dejenerasyonu, anormal elastik materyal birikimi (dermis sararmasi ve kirgiklik
olusumu), dermal kollajen kaybi, kollajende kalinlasma ve kollajen ¢6zunurlGgunde
azalma, fibroblastlarin proliferatif kapasitesinde azalma, dermoepidermal bileskede yer
alan tip 7 kollajen miktarinda azalma ve elastozis (elastik lif yapisinin bozulmasi ve
elastin fibril Uretiminin bozulmasi), Ust ve orta dermiste elastik materyal birikimi belirtileri

goraldr.

Adipoz kokenli erigkin kdk huicreler (ADAS) 2001 yilinda Zuk ve arkadaslari
tarafindan tanimlandiktan sonra elde ediliginin kolay olmasi ve MKH’lerin temel
Ozelliklerini tasimasi nedeniyle birgok c¢alismada kullaniimigtir. ADAS’lar fibroblast
gorunimunde plastik ylzeye yapisma 06zelligi olan, uygun kosullarda diferansiyasyon
Ozelligi gosteren ve CD 34,CD 44, CD 105 gibi spesifik ylzey belirteglerini tasiyan eriskin
kok hucrelerdir. Literatire bakildiginda ADAS’lari iceren yag greftleri deri Uzerinde
olusturulmus cesitli yara modellerinde kullaniimistir ancak D-Galaktoz uygulamasi ile
ekstrensek deri yaslanmasi olusturulup, yapilanan insizyonel yara Uzerindeki etkilerini
gOsteren calisma yapilmamistir. Ekstrensek yaslanmanin yara iyilesmesi ve deri kalitesi
uzerindeki etkilerinin giderilmesi klinik kullanimda rekonstriksiyon secenekleri arasinda
onemli yere sahiptir. ADAS’larin yara iyilesmesindeki olumlu etkileri gz dnlne alarak,
neovaskularizasyon ve kollajen dretiminde artis sonucunda yaslanma modeli
olusturulmus deri Uzerindeki insizyon skarinin kalitesinde ve kollajen Uretiminde artis
olacaktir. Deri kalitesinde ve kollajen Uretiminde artisin yaslanmanin deri Uzerinde ve
yara iyilesmesi Uzerindeki negatif etkilere karsi geri donduricu etkileri olacagi hipoteziyle

bu calisma planlanmigtir.



Bu calismadaki amaclar:
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Ratlara intraperitoneal D-Galaktoz uygulamasi ile ekstrensek yaslanmaya bagl deri

hasari olusturulmasi,

Ratlarin inguinal bolgesinden alinan yag greftinden ADAS hucreleri izole edilmesi ve

kulture edilerek ¢ogaltiimasi

izole edilen ve kiiltire edilen ADAS’larin MKH olduklarinin in vitro ortamda

gosterilmesi

ADAS hicrelerinin ekstrensek yaslanma ve yara iyilesmesi Uzerindeki olumlu

etkilerinin molekuler duzeyde incelenmesi



4- GENEL BILGILER:

4.1-Derinin Histolojik Tanimi ve Gérevleri:

Vucudun i¢ ortam buatunlGgunun saglayan ve dis ortama kargl bariyer
fonksiyonu goren en genig organdir. Toplam vucut agirhginin yaklasik %15’ini
olusturur. Deri i¢ etkenlere ve dis etkenlere karsi koruma goérevi gorir. i¢ etkenlere
karsi korumada detoksifikasyon ve vicut isisini ayarlama 6nemlidir. Dis etkenlere
karsi korumada ise biyolojik etkenlere karsi korumada epidermal déngu, 1si-nem- 11k
gibi fiziksel etkenlere kargi bariyer gorevi ve kimyasal etkenlere karsi keratin, lipid
tabaka ile Onleyici bariyer olusturmasi sayilabilir. Karbonhidratlar, lipidler ve su igin
depo godrevi gorur. Metabolik olarak aktif bir organdir, katabolize etme yetenegi
vardir. Endojen maddeler olan hormonlar, steroidler, inflamatuar mediatorlerle
eksojen maddeler olan ilaglar,cevresel kimyasal ve endustriyel maddeleri katabolize
edebilir. Derinin perkutan6z absorbsiyon 06zelligi vardir. Penetrasyon; maddenin
stratum korneuma girisi, permeasyon; maddenin stratum korneumun altina ilerlemesi
ve resorbsiyon; maddenin vaskiler sisteme aktariimasi olarak 6zetlenebilir. immun
sistemin 6nemli bir bilesenidir. Deri duyu organi gorevi de gorur. Derideki serbest
sinir sonlanmalari ile agri ve kasinti duyusu, Meissner cisimcigi ile temas duyusu,
Ruffini igleri ile sicaklik duyusu, Krause cisimcidi ile soguk duyusu, Vater — Paccini
cisimcikleri ile denge duyusunun algilanmasi saglanir. Vitamin D sentezi
basamaklarinda fonksiyon alir. Deri glzel gérinmede 6nemli bir faktérdar. Kingik,
solgun ve duzensiz bir deri kisinin oldugundan daha yasli gérinmesine sebep olur.
insanlarin yasam silresinin uzamasi, gérinime verdigi énemin artmasi ile deri
goruntusundeki bozulmalar kisinin psikolojisini, sosyal iligkilerini, isini ve saghgini

etkilemektedir.

Deri yuzeyel ektodermal kokenli olan epitelyal tabaka olan epidermis,
mezodermal kokenli bag dokusu tabakasi olan dermis ve hipodermis tabakalarindan

meydana gelir. Ayrica deri yapisinda kil folikllleri, sebase glandlar, ter bezleri gibi
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deri ekleri ile immun sistem hacreleri, néral hucreler ve derinin viabilitesini saglayan

vaskuler yapilar bulunur.

Derinin Tabakalar :

Dermis 3

Erektor pili kasi

KanDamarn = |

SebaseGland —— |

Subkutan Doku e |

Sinir Sonlanmalan

Kil Folikiline Giden
Sinir Sonlanmasi

\L" Ter Bezi

Sekil 1: Derinin tabakalari (Carol Mattson Porth - Essentials of
Pathophysiology. Concepts of Altered Health States (3rd ed.) — 2011, sayfa 1159)
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4.1.a-EPIDERMIS:

Vucudun dis yuzeyini orten, boynuzlagma 0Ozelligi gosteren ¢ok katli yassi
epitel tabakasidir. Keratinlesen c¢ok kath yassi epitelin goruldigu tek yerdir.

Keratinositler temel hicre tipidir.

Epidermisi olusturan hucre tipleri; Keratinositler
Melanositler
Langerhans hucreleri

Merkel hucreleri

4.1.a.1- Keratinositler :

Epidermal hicrelerin % 85’ini olustururlar. Stratum bazalede bulunan
hicrelerden farkhlagirlar. 20-30 gun yasam sureleri vardir. Altindaki htcreleri ve
dermisteki yapilari yaralanmaya kargi koruyan keratin biriktirirler. Lameller granuller
olan lipoproteinleri sekrete ederek komsu epidermal hucreler arasi bosluklari

doldururlar ve su gecgirmez bariyeri olustururlar.
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Keoratipize Mucroler

- -
. r - — P } Stratum Korneum
- ——t—— - - 2

}' Stratum Lusidum

¢ b Stratum Granillozum

™ Stratum Spinosum

}' Stratum Germinativum
( Bazal Hicreler)

Sekil  2: Epidermisin tabakalari (Carol Mattson Porth - Essentials of

Pathophysiology. Concepts of Altered Health States (3rd ed.) — 2011, sayfa 1161)
Bes tabaka halinde dizilmiglerdir.

a) Stratum bazale

b) Stratum spinosum
c) Stratum grantlosum
d) Stratum lusidum

e) Stratum korneum

a)Stratum basale ;

Bazal membran Uzerinde yer alan tek kath prizmatik veya yuksek kubik
epitelyum hdcrelerinden olusurlar. Hucreler birbirine  desmozomlarla, bazal
membrana ise hemidesmozomlarla tutunur. Mitotik aktivite ¢ok yuksektir, bazal kok
hdcreler olarak da adlandirilirlar. Isik mikroskobu ile incelendiginde ¢ekirdekleri hiicre

tabanina yakin ve oldukga buyuktir. Hicreler 10nm ¢apinda sitokeratin igerir
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b) Stratum Spinosum ;

Hucreler poligonal sekilli, ¢ekirdekleri orta durusludur. Stratum bazaledeki
hdcreler ¢ogalip, yukariya dogru uzanarak dikensi gikintilar halinde bu tabakayi
olusturur. Mitoz gorulur. Sitoplazmalarindan komgsu hucrelere dogru parmaksi
uzantilar uzanir. Bu uzantilarin ic¢ini dolduran tonofilamanlarin sonlandigi noktada
desmozomlar bulunur. Isik mikroskobunda htcrelerarasi kopriler olarak goralir.

Epidermise dayaniklilik veren tabakadir.

c) Stratum Graniilozum ;

Ug ile bes tabaka poligonal hiicreden olugur. Cekirdekleri orta yerlesimlidir.
Yabanci madde girisinde bariyer olarak iglev gorur. Sitoplazmalarinda bol miktarda
sitokeratin filamanlari yani sira keratohiyalin grandlleri vardir. Bu grandller sistin ve
histidince zengin protein olan ‘Fillaggrin ‘ proteini igerir, keratin filamentlerini bir
arada tutar. Cift tabakali lipid membran ile sarili lamellar graniller orak ya da gubuk
seklindedir. igeriklerini intersitisyel alana bosaltirlar. Grandllerin sayi ve blyUklugi

artmasi hucrede dejeneratif degisikliklerin arttigina isaret eder.

d) Stratum Lusidum ;

Yassi hlcrelerden olusan, 1sik kirici ve parlak tabakadir. Sitoplazma yogun
filamentlerden meydana gelir. Desmozomlar sikica birbirlerine tutunmaya devam
eder. Cekirdekleri yoktur.
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e) Stratum Korneum ;

Boynuzsu tabakadir. Yassi epitelyum hucreleri 15-20 kat olacak sekilde Ust
uste dizilmistir. Sitoplazmalari ‘skleroprotein’ adi verilen parlak goérinimli, sert,
filament benzeri protein ile yogundur. Hucrelerde ¢ekirdek gorulmez. Tek tek hucreler

secilemez. Hucreler yassilagsmistir. Hicreler deskuamasyon ile dokultrler.

Langerhans Hiicresi

Sekil 3: Melanosit ve Langerhans Hucreleri (Carol Mattson Porth - Essentials
of Pathophysiology. Concepts of Altered Health States (3rd ed.) — 2011, sayfa 1161)
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4.1.a.2-Melanositler:

Stratum bazalede tek tek bulunan, néral krest kokenli hicrelerdir.(Sekil 3)
Blyuk govdeli hucrelerdir. Melanositler komsu keratinositlerle desmozomal baglanti
kurmazlar ancak altta bulunan bazal lamina ile hemidesmozomal baglanti kurarlar.
Sitoplazmalarinda ‘Melanozom’ adli salgi grandlleri vardir ve melanin proteini icerir.
Melanin pigment yapimi tirozinden baslar. Melanozomlar igindeki tirozinaz enzim
araciligiyla once dihidroksi fenilalanin (DOPA) daha sonra DOPA kinon ve daha
sonra melanine donuasur. Melanin sitoplazmada sentezlendikten sonra hicreler
arasl uzantillar araciligiyla keratinositlere tasinir. Melanositler melanin sentezler
ancak depolamazlar, melanin pigmentini keratinositler depolar. Melanin pigmenti
gunes 1sinlarina kargl koruyucu rol oynar. Melanositler ve keratinositler arasi dagihm
epidermal melanin Unitesi tarafindan diizenlenir. Melanositler 800-2300 /mm? sayida
bulunur. Birim alana disen melanosit sayisi vicut bdlgelerine gore sabittir, cinse ve

iIrka bagh degisiklik gdstermez.

Melanositler kendilerini replike etme o0Ozelligine sahiptir ancak bu oran
keratinositelere oranla daha dusuktir. Deri pigmentasyonundaki farkliliklar melanosit
sayisindan daha ¢gok melanozomlarin igindeki melanin igerigi ve tirozinaz aktivitesine
baglidir. Beyaz irkta melanozomlar daha klguk ve daha az sayida iken esmer irkta
melanozomlar daha blyUk ve daha fazla sayidadir ayrica tim sitoplazmada dagilmig
haldedir. Gunes 1siIgina maruz kalma savunma mekanizmasini uyarir ve melanosit
hacmi artar, melanin sentezi artar. Yaglanma ile melanosit sayisi azalir ve savunma

mekanizmasinda olusan zaaf sonucu malignite riski artar.

Noral krest kdkenli melanositler deride iyonize radyasyon, oksidatif hasar ve
reaktif oksijen metabolitleri ile etkilesim sonucu ‘Melanin’ pigmenti salgilama gorevli
hucrelerdir.  Melanositler dendritik uzantilar ile keratinositler ile baglantili iken

melanozom adi verilen granullerinde ise melanin sentezlerler. Melanin
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sentezlendikten sonra dendtrik uzantilar yolu ile keratinositlere aktarilir ve immun
modulasyonda gorev alir. Keratinositlere aktarilan melanin nukleus ve hucrenin diger

organellerini hasar mekanizmalarindan korur.

TRP-1 = DHICA oksidaz

Tirozinaz Tirozinaz TRP-2= Dopakrom Taumeraz
o W P W
PR LS ORES: - I
" ~ -
. DOPA DOPAkinon & Glutatyon/
Tirozin Sistein

Tirozinaz ve/veya

y .

Peroksidaz - Sisteinil DOPA
P . l5koDOPAkrom ShEnt
I L | - | d | - | b ']
il 4 ) Dopak
. DOPAkrom T;JTH;;T 'S 4
Indol 5-6 kinon DHI % E_I J
. o i 1
EU- MELANIN ~ Alanin hidroksi
w, oy % ¥ DHICA henz;btiazine
B DHICA
. . oksidaz FEO-MELANIN
Indol 5-6 kinon
2-karboksil
asit

Sekil 4: Melanin Biyosentezi (Tyrosinase related protein 1 (TRP1) functions
as a DHICA oxidase in melanin biosynthesis. 1994:15:13(24):5818-25) (9)

Cesitli reaktif oksijen metabolitleri veya eksojen hasar etkenleri ile etkilesim
sonrasinda a- MSH ve ACTH enzimleri etkisi ile uyarilan melanositlerde tirozin amino
asidinden Tirozinaz enzimi etkisi ile DOPA(Dihidroksi fenil alanin) olugur,DOPA ile
tirozinaz enziminin etkilesimi ile de Dopakinon Olusur. Tirozinaz enzimi Mikroftalmi

associated transkripsiyon faktor (MITF) etkisi ile sentezlenir ya da aktive edilir.

Ortamda dopakinon olugsmasi sonrasinda bir dizi reaksiyonla Lédokrom ve
dopkrom meydana gelir. TRP-2 (tirozin related protein -2 = Dopakrom taumeraz) yine
MITF ile indiiklenen ve dopakromdan 5-6 Dihidroksi indol 2-Karboksilik Asit (DHICA)
olusturan enzimdir. DHICA’nin ise DHICA oksidaz olarak da bilinen ve yine MITF ile
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indUklenen TRP-1 (Tirozin related protein-1) ile reaksiyonu sonucu indol-5,6-kinon-

karboksilik asit olusur. Bu metabolik yolun son Grunu Eu-melanindir.

Eu-melanin, elips seklindeki melanozomlarda Uretilen, derinin siyah —
kahverengi rengini olusturan , immun modulatér roli olan melanin pigmentidir. Feo-

melanin ise daha ¢ok kizil-sari renkten sorumludur.(9,10,11,12)

Calismamizda Tirozinaz, TRP-1 ve TRP-2 proteinlerinin Western Blot
yontemi ile analizi yapilimistir. Western blot, farkli doku érneklerindeki belirlenmis
proteinlerin goreceli miktarlarinin belirlenmesinde kullanilan yontemdir. Homojenat
doku Ornegdi ya da ekstresinde jel sistemi ve spesifik birincil antikor grubu kullanilarak
onceden belirlenmig olan proteinlerin miktari belirlenir. Belirlenen proteinler denature
edici SDS- PAGE(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)
kullanilarak molekul agirliklarina gore ayrildiktan sonra membrana aktarilirlar.
Spesifik antikorun hedef proteine baglanmasi ile kemiliminesans ile hedef protein

belirlenir.
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. Antijen
° .4 ,

T Hiicre Bolgesi

Sekil 5 : Langerhans Hucreleri (Carol Mattson Porth - Essentials of
Pathophysiology. Concepts of Altered Health States (3rd ed.) — 2011, sayfa 1162)

4.1.a.3-Langerhans Hiicreleri:

Stratum spinozum tabakasinin ust kisimlarinda yer alan, kemik iligi kokenli,
uzantih hicrelerdir.(Sekil 3 ve 5) Desmozom, melanin, tonofilaman igermezler.
Antijen sunan hucrelerdir. Yuzey reseptorleri vardir. Derinin immun yanitinda rol
alirlar. Sitoplazmalarinda ‘Birbeck Grandlleri’ igerirler. Mitoz kapasiteleri olsa da ¢ok
sinirhdir, surekli olarak dolasimdan gelen 6ncu hulcrelerden farklilagirlar. Surekli

olarak UV 1g1ga maruz kalanlarda sayilari azalir ve maligniteye yatkinlik artar.
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4.1.a.4-Merkel Hiicreleri:

Stratum bazalede bulunurlar. Duysal mekanoreseptor olarak caligirlar.
Noroendokrin vezikuller icerirler. Genelde parmak ucu, kil folikillerinin tabani ve agiz
mukozasinda yer alirlar. Keratinositlere desmozomlarla baglidirlar ve keratin

filamentleri igerirler. Dermisten epidermise uzanan myelinli sinir lifleri ile baglantihidir.

4.1.b- DERMIS:

Mezoderm kaynakli siki ve dizensiz bad dokudan olusur. Derinin

elastikiyetini saglamhigini saglayan tabakadir. Papiller dermis ve retikiler dermis

olmak uzere iki tabakadan olugur. (Sekil 6)

Sekil 6: Epidermis ve dermisin tabakalari ( Histology for pathologists, Stacey
E. Mills, Fourth Edition)
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Papiller Dermis :

Epidermisin altindaki gevsek bag dokususndan olusan tabakadir. Fibroblast
ve makrofajlar olmak Uzere bag dokudan zengindir. Bol miktarda Tip 3 kollajen igerir.
Retikuler ve elastik lifler icerir, epidermisi dermise baglayan Tip7 kollajenden olusan
tutturucu fibriller bulunur. Temas duyusunun algilanamasinda rol alan Meissner
cisimcikleri de bu tabakada yer alir. Papiller tabakada pek c¢ok sayida kapiller
uzantilar bulunur, bu kapiller uzantilar vicut 1sisini dizenlemede ve avaskiler olan

epidermisin beslenmesinde rol alirlar.

Retikiiler Dermis:

Papiller dermise gore daha kalin ve diizensiz bag dokudan olusmustur. Tip 1
kollajen miktari fazladir. Kollajen lifleri yizeye paralel seyreder. Kollajen demetlerinin
arasinda elastik lifler yer alir. Elastik lifler yluzeyellestikge incelir ve bazal lamina
seviyesinde sadece elastinden yoksun mikrofibriller kalir. Retikiler dermiste ayrica kil

folikulleri, yag bezleri ve ter bezleri de yer alir.($ekil 6)

Dermisteki  baslica glikozaminoglikan dermatan  silfattir.  Dermis
lenfatikler,serbest sinir sonlamalari ve vaskller yapilar bakimindan oldukga
zengindir. Dermis baslica ¢ komponentten olusur; bag doku hicreleri, baglayici lifler

ve temel madde.
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Dermisi olusturan hucreler ;

1- Mezensim kaynakli hicreler : Fibrosit, fibroblast, histiositler,mast hucreleri

2- Kemik iligi kokenli hucreler : Lenfosit, plazmosit , notrofiller

Fibroblastlar; Hucre ylzeyindeki integrin ve dermal matriksin yapisinda
bulunan Glikozaminglikan (GAG) ve fibronektine tutunurlar. Fibroblastlarin
aktivasyonu ile platelet derive growth faktor (PDGF) salinimi artar. Fibroblast
proliferasyonunu uyarir. Kollajen sentezini indtkler. Kemotaksisi uyarir. TNF —a ve
BFGF Uretimi artar; anjiogenez uyarilir. Fibroblastlardan salinan lizil oksidaz ile
kollajen lifleri arasinda capraz baglar kurularak kollajen yapisi saglamlastirilir.
Hucreler arasi matriks sentezlenmesi ve depolanmasi, yara iyilesmesi gibi dnemli
metabolik olaylarda hucreler arasi iletisim icin uyarici olan buyume faktorlerinin

salinmasi gibi onemli olaylarda rol alirlar.

Dermisi olusturan lifler; Kollajen, elastin ve retikulumdan olusur. Kollajen
insan vicudu kuru agirhginin yaklagik %30’unu olugturarak en fazla miktarda
bulunan proteindir. Ug adet polipeptit zincirin olusturdugu heliks yapisindadir. Cesitli
blyume faktorleri ve sitokinler kollajen sentezi igin gen transkripsiyonunu tetikler.
Gen transkripsiyonu sonucu olusan pre-prokollajen hicre iginde mesajci ribonukleik
asit (MRNA) ile endoplazmik retikuluma tasinir. Sinyal peptidaz enzimi sayesinde m-
RNA’dan ayrilan prokollajen molekilleri posttranslasyonel modifikasyona ugrar.
Prokollajen molekullerinin yapisindaki lizin ve prolin aminoasitleri lizin hidroksilaz ve
prolin hidroksilaz enzimleri sayesinde hidroksilasyonu gergeklesir. Bu enzimler igin
askorbik asit, demir ve molekuler oksijen gerekmektedir. Olusan hidroksilizin ve
hidroksiprolin yapilarina transferaz enzimleri sayesinde glukoz ve galaktoz eklenir.
Golgi cisimcigine iletilen prokollajen trimerleri ekstraselliler matrikse salinir. Cinko
bagimh proteinaz enzimi ile polipeptid zincirler kovalan baglarla birbirleri ile
baglanarak tropokollajen yapisi olusur. Tropokollajen molekdlleri birleserek kollajen

filamentlerini, bu filamentler fibrilleri, fibriller de demetleri meydana getirir.
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Kollajen yapisina gore tiplere ayrilir. Yara iyilesmesinin erken doneminde Tip
3 kollajen miktari fazla olmasina ragmen matir skar dokusunda higbir zaman Tip 1
kollajen miktarini gegcemez. Dermis temel maddesini olusturan komponentler;

hyaluronik asit, dermatan silfat, kondroidin sulfat,fibronektin.

4.1.c -HIPODERMIS:

Deri ve eklerini altindaki yapilara baglayan fibréz trabekiler septalar ve yagli
g6zenekli dokudan olusur. Bag doku lifleri deri yuzeyine dik olarak seyrederek
septalar olusturur. Bu septalar arasinda yag hucre topluluklarindan olusan lobuller
yer alir. Vaskuler yapilar ve sinir yapilar agisindan oldukga zengin tabakadir. Isi
kaybini 6nleme, fiziksel ve kimyasak travmalara karsi bariyer ve karbonhidrat, lipid ve

su depolamada gorev alir.

4.1.d- DERi EKLERI:

Salgi Yapan Deri Ekleri : Ekrin bezler, apokrin bezler, yag bezleri

Keratinize Deri Ekleri : Tirnaklar ve killar

Yag bezleri; Gelismekte olan kil foliktilinin dig kok kilifinin  lateral uzantisi
olarak olugur. Puberte dncesi aktif degildir, puberte ile birlikte sekresyonlari baslar.
Yag bezlerinin salgisi ‘Sebum ‘ olarak adlandirilir. Epidermal su kaybini
azaltir,bariyer etkisi vardir. Sebum salgisi sirkadyen ritm gdsterir; androjen etkisi ile

artar, ostrojen etkisi ile azalir.
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Ekrin bezler ; Basit kivrintili, tibuler bez bigimindedirler. Salgi hicreleri ile
bazal lamina arasinda miyoepitelyal hicreler vardir ve salginin limene iletiimesinde
rol alirlar. Vicutta yaklasik 2-3 milyon sayida bulunurlar. Gunlik terleme miktar 10
litreye kadar ulagabilir. %99 su, %0.5 mineral tuzlar ( NaCl, demir ...) %0.5 Ure ve

organik maddelerden (kreatinin,urik asit..) olusur.

Apokrin Bezler ; Dalli, alveolar bezlerdir. Ekrin bezlere gbére daha az
sayidadirlar. Anogenital alan, aksilla ve periumblikal alanda yodundur. Ekrin bezler
gibi deri ylzeyine acilmaz, yag bezleri gibi kil foliklllerine agilirlar. Sekresyonlarinin
kendine 6zgu kokusu yag asitleri, amonyak, hidroksiasitlere bagl olarak ortaya gikar.

Adrenerjik uyari ile uyarilirlar.

Kil ve Kil Folikulleri; Killar epidermis tabakasindan disariya dogru uzanan
keratin filamanlarinin olusturdugu yapilardir. Kil folikdlleri ise kllarin gelistigi,
epidermisin dermise dogru yaptigi ¢okuntulerdir. Kil kokinun merkezi hucreleri buyuk
vakuollli, az keratinize hucrelerdir. Cevrede yerlesen hucreler ise kil korteksini
olusturan keratinize, fuziform hucrelere farhlasirlar. Kilin rengini kil kokinun epitel
hacreleri ile dermal papillalar arasina yerlesmis olan melanosit aktivitesi belirler.
Epidermiste yumusak keratin varken kil Uzerinde sert keratin vardir. Epidermiste
keratinizasyon surekli ve tum yuzeyde gerceklesirken kil Uzerinde sadece kil
kokunde keratinizasyon vardir. Epidermiste keratinize tabaka dokulirken kil Gzerinde
birikerek sertlesir. ‘Errektor pilli kaslari’ duz kas lifleridir ve kil folikilinid saran bag
doku kilifina tutunur. Bu kaslar oblik olarak seyreder ve kontraksiyonlari ile kil

gOvdesi duzlesir.

Tirnaklar; Tirnak plagi, lunula, tirnak kiviimi ve kutikuladan olusur. Tirnak
plagi U¢ katmanli yapidadir; dorsal tabaka, intermediate tabaka, ventral tabaka.
Tirnak yapisinda yagla birlikte korneosit hacmi artar ve bu da tirnagin kalinlagsmasina
yol acar. Tirnagin 1k gegirgenligi ise dalga boyuna baghdir. UVA'nin %5-10’unu,
UVB’nin %1-3’Unu, gorunar 1s1gin ise %10-20’sini gegirebilir.
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4.2- YASLANMA VE DERI

YASLANMA; Bir sistemin fiziksel, kimyasal veya biyolojik ajanlardan
kaynaklanan eksojen ve, veya endojen stres faktorlerine kargi cevap verme yetisinde

azalma ile karakterize, ¢ok yonli ve zamana bagimli kompleks bir suregtir.(1)

Deri yaglanmasi,

‘Higbir sey insani kingmigs ve kurumus bir cilt kadar yash

gostermez......... " (1,2)

Deri yaslanmasi yapisal ve molekiler bozulma ile birlikte derinin fonksiyonel

ve estetik sonuglarini da etkileyen ve progresif seyreden bir suregtir.

Deri yaslanmasi iki farkli sekilde gerceklesir;

1-intrensek Yaslanma ( Kronolojik, Gercek, Spontan, Dogal Yaslanma);

Somatik hicrelerde bélinme kapasitesi sinirli olup, her mitoz boélinme ile
telomer uzunlugu azalir. Bu durum hucrelerin buyume sinyallerine yanit verebilme
kapasitelerinde  azalmaya yol agar. Bu durumun aksi olarak da  buUyume
inhibitérlerine yanit verebilme kapasiteleri artar. Intrensek yaslanmanin, esas olarak
fibroblast hacre kaltlrlerinde ¢alisiimig  olan, molekdler belirtileri  membran
yapisindaki degisiklikler, adhezyon Ozelliklerinde azalma, hucreler arasi madde

uretiminde azalma ve katalaz enzim aktivitesindeki degisiklikleri kapsar (2)
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2-Ekstrensek Yaslanma,;
UV ile yaslanma
Sigara
Asiri kalori alimi
Asiri alkol tiketimi

Malnatrisyon

4.2.1-Yaslanma ile Epidermiste Olan Degisiklikler:

Yaslanma ile en belirgin degisiklikler dermoepidermal bileskede dizlesme ve
epidermal rete cizgilerinin silinmesidir. (2,13) Epidermis ile dermis arasi bag doku
fibrilleri ile olusan badlantilar zayiflar. Bunun sonucu olarak kiguk fiziksel hasarlar
sonrasli cilt ylzeyinde abrazyon gorulme sikhgi artar. Bu durum yaslilarda bulloz
dermatoz gorilme sikliginin artmasini agiklayabilir. Bazal membran Uzerindeki epitel
hdcrelerin  hacimsel 06zellikleri, boyanma ozellikleri belirsiz hale gelir. Stratum
korneum kalinliginda azalma olmamasina ragmen derinin en dig tabakasini olugturan
korneositlerde ylzey alani artisi gorilebilir (2,14). Epidermal hicresel donlsum

hizi, doku proliferasyonu, yenilenmesi azalma gosterir (14,15).

Birim alana dusen metabolik olarak aktif melanosit sayisi azalir.
Melanositlerin sayica ve metabolik olarak aktivitelerindeki azalma ve keratinositlere
melanin pigmenti aktarimindaki bozukluk, dlizensiz pigmentasyona ve UV iginlarina
karg! bariyerin bozulmasina yol agar (13,16). Hem kronolojik yas hem de ekstrensek
yaslanma (UV iginlari ile olusan ) epidermisdeki Langerhans hicre sayisini ve
yapisini etkiler. Langerhans hicre sayisinin azalmasi ozellikle glines 1s1gina maruz
kalan vucut alanlarinda daha belirgindir. Bunun sonucu olarak deri maligniteleri ve
enfeksiyon riskinde artis gorulir.  Bu durumun tersi olarak immun yanitin asiri

reaksiyon gosterdigi alerjik kontakt dermatitte ise azalmayla sonuglanir.(2,13).
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Epidermisin hormonal bir fonksiyonu olan Vitamin D uUretimi de azalir.
Epidermis ve dermis kalinhginda meydana gelen azalmanin ve atrofinin serumdaki
25-hidroksi vitamin D3 miktarindaki azalmanin bir sebebi olabilecegi dustnulmektedir
(13). Yaglanma ile Ozellikle deride bazi benign proliferatif lezyonlar geligebilir. Bu
benign olusumlardan bazilari: seboreik keratoz, sebase hiperplazi, lentigo kornu
kutaneum , keratoakantom, fibroepiteliomadir(15,17). Ayrica UV fazla miktarda

maruz kalma ile bazal ve skuamoz hicreli karsinomlar da gelisebilmektedir. (13).

4.2.2- Yaslanma ile Dermiste Olan Degisiklikler:

Dermal kalinlik yasla birlikte azalir bunun sebebi dermal alan hucreleri olan
fibroblast, mast hicreleri, langerhans hiucreleri, kan damarlarinin sayilarindaki
azalmadir. Dermal alanda vaskdiler kapiller aglarin boyutlarinda da azalma goérulur.
Vaskuler agda meydana gelen degisiklikler kil folikullerinde , ekrin, apokrin ve sebase
bezlerde atrofiye yol agar. Bu atrofi ise yaslanma ile birlikte fibrozise sebep olur
(2,13,18).

Yaslanmis deride gorilen dedisikliklerin cogunda derinin  elastikiyetini
saglayan elastik liflerin yapisindaki degisiklikler ve sayilarindaki azalma sorumludur.
Bu degisikliklerin sonucu olarak ciltte gevseklik, turgorunda azalma, sarkma,
kingikhklar ve cildin gerildikten sonra eski pozisyonuna donmesinde gecikme ve
azalma gozlenir. Elastik liflerin miktar ve yodunlugunda azalma ile birlikte yapisal
degisikliklere rastlanmaktadir. Liflerde vakuollerin gelistigi, cevresinde ise
dejenerasyon oldugu gorullr. Hatta elastik lif yapisinda tam bir pargalanmaya da
rastlanabilir. UV hasarina bagh elastik liflerde gorilen zarar; derin kingikliklar,
gevsek gorunumde kaba bir cildin gelisimine sebep olur. Bu gorinum solar elastoza

ve esnekligin azalmasina baghdir (13,15,18).
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Yaslanmis deride matur kollajende azalma ve dejenerasyon goralur. Tip 1
kollajen miktarinda azalma sonucu Tip 1/3 kollajen orani da degisir (2,13,18). Dermo-
epidermal bileskenin stabilizasyonunu saglayan Tip 4 Kkollajen igeren fibriller azalir
ve mekanik travmalara karsi deri daha hassaslasir. (2). UV hasarina bagli
yaslanmanin histolojik temel bulgusu ise solar elastozdur. ‘Solar elastoz ‘dermisin
orta ve yuzeyel tabakalarinda yogun, duzensiz elastotik madde birikimidir. Bu solar
elastotik materyal fibrillin , elastin, ve diger hicreler arasi madde bilesenlerinden
olusmaktadir (2,13,18).

Yaslanma ile birlikte bag doku kalitesinde bozulma goéralur. Mukopolisakkarit
miktarinda hafif bir azalma olur. Mukopolisakkaridler derinin kuru agirhginin ancak
%0.1-0.3'Unu olustururlar. Ancak miktarlarindaki azalma deri elastikiyetini ve
turgorunu olumsuz yonde etkiler. Mukopolisakkaritler buyuk miktarlarda su
baglayarak derinin depolama goérevinde ana unsuru olustururlar. Hiyaluronik asit
(HA) derideki ana glukozaminoglikan (GAG)‘dir ve vicuttaki hiyaluronik asidin
%50’si deri hucrelerarasi maddede bulunur. Hizli doku proliferasyonunda,
rejenerasyon ve onarim sirasinda hdcreler arasi iletisime zemin saglamada
onemlidir. (13,15,18). Yaslanma ile birlikte hiyaluronik aside dermisin yuzeyel

kisimlarinda rastlanabilir, ancak epidermiste rastlanmaz.
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Tablo 1: Deri

Yaslanmasi ile Olusan Histolojik Degisiklikler (Gilchrest BA,

Aging of skin. Dermatology in General Medicine. NewYork, 1987; 146-153)(19)

Epidermis Dermis Deri EKleri

Kalinhkta azalma Atrofi Depigmente kil yapisi
Dermoepidermal Fibroblast sayisinda | Kil foliktllerinde azalma
bileskede duzlesme azalma

Hucre buyukluk ve | Mast hicre sayisinda | Tirnak anomalileri
seklinde degisiklikler azalma

Nukleer atipi Anormal sinir sonlanmalari | Apokrin ve erkin bezlerde
azalma

Melanosit reaktif | Vaskuler yapilarda atrofi Terminal killarin vellise

hiperplazisi doénusmesi

Langerhans hucre | Kapiller sayisinda azalma

sayisinda azalma

Tablo 2 :Yaglanma ile birlikte deride gorulen morfolojik degisikliklerin 6zeti

Yaslanma ile birlikte deride goriilen morfolojik degisiklikler:

Epidermal hticresel déngii hizinda azalma

Yaralanma sonrasi verilen epitelizasyon yanitinda azalma

Dermisten kimyasal maddelerin katabolize edilmesinde azalma

Ter ve sebum gibi sekretuar madde liretiminde azalma

Duysal inervasyonda azalma

Vaskdiiler aktivitede azalma

Mekanik bariyer etkisinde azalma

Isi regiilasyonda azalma

Vitamin D sentez kapasitesinde azalma(2,13,18).
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4.2.3-Deri Yaglanmasini Etkileyen Faktorler

4.2.3.a-Genetik Ozellikler:

Bireyin deri yapisinin belirlenmesinde genetik 6zellikleri Gnemli rol oynar bu
durum kronolojik ve ekstrensek yaslanma etkenlerine verilen cevaba da yansir.
Gunese maruz kalma ile ortaya cikan degisiklikler genetik olarak kisiden kisiye
farkhlik gosterir.

Fitzpatrick alti adet deri tipi tanimlamistir;

Tip 1; En alt seviyede melanin igerir. GUnes 1s1gina maruziyet sonrasi her zaman
yanar, bronzlasmaz.

Tip 2; Melanin seviyesi az. Glnes isigina maruziyet sonrasi siklikla yanar, zor
bronzlagir.

Tip 3; Ten rengi beyazdir. Glines 1sIgina maruziyet sonrasi bazen hafif yanar,
ortalama bronzlasir.

Tip 4; Ten rengi orta kahverengidir. Gunes I1sidina maruziyet sonrasi nadiren yanar,
kolay bronzlasir.

Tip 5; Ten rengi koyu kahverengidir. Glnes 1sigina maruziyet sonrasi ¢ok nadir
yanar, ¢cok kolay bronzlagir.

Tip 6; Ten rengi siyahtir. Gunes 1s1gina maruziyet sonrasi hi¢ yanmaz,cok kolay

bronzlasir. (20)
Genetik olarak yatkin, Fitzpatrick tip 1-2-3, kigilerde yaslanma etkenlerine

daha duyarli oldugu gésterilmistir. Ozellikle iglincii ve dordiincii dekatta UV hasari

ile yaslanmaya bagl olan degisiklikler gorilmeye baslar. (13,17,21,22)
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4.2.3.b- Beslenme Aliskanliklari:

Ekstrensek ya da intrensek yaglanma sonucu olugan belirtilerin birgogu
beslenme aligkanliklarinin duzenlenmesi ile geciktirilebilir. (2,15,23,24) Dengeli ve
dizenli diyet olusturmak icin boya ve yasa uygun kalori alimini saglamak gereklidir.
Bunun igin enerji alimi ve enerji tuketimi arasindaki denge saglanmalidir. Diyette
lipid, kolesterol , doymus yag asidi,basit karbonhidrat tiketimini azaltmak, protein ve
esansiyel yag asitlerinden zengin beslenmek deride olusan oksidatif hasara bagl

yaslanma belirtilerinin azaltiimasinda énemlidir. (18,23,25,26)

Esansiyel besinlerin yeterli alinmasi sartiyla uzun sureli kalori kisittamasi ile
yasam suresinin uzatildigi gosterilmistir. (27)Esansiyel besinlerin yeteri kadar
alinmasi saglanan ,kalori kisittamasi yapilmis deney hayvanlarinda mitokondriyal
reaktif oksijen metabolitleri olusum hizinda yavaslama oldugu bunun sonucu olarak
mitokondriyal DNA mutasyon sayisinin azaldidr gorulmastir. Bu deneysel

manipulasyon ile yaslanma hziinda azalma oldugu kanitlanmigtir. (27,28)

Kalori kisitlamasi yasam suresini uzatan bir manipulasyon ise tersi de
yaslanmay! hizlandirmada etkili oldugu kanitlanmigtir. Tavsanlar Uzerinde yapilan
calismada kolesterol ile beslenen gruplarda aterosklerotik plak olusumu, oksidatif
DNA hasari, apoptotik hucre olumu gergeklestigi gorulmastir. p 53 geni ve DNA
onarim enzimi ekspresyonu arttigr gosterilmigtir. Besinle alinan kolesterol miktari
azaltildiginda ise oksidatif DNA hasari azalmasina bagli olarak DNA onarim enzimleri

ekspresyonu azaldigi kanitlanmistir.(29)
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d-Galaktoz ile Yaslanma:

Sut ve sut Grdnleri ile alinan laktoz, galaktoz kaynadidir. Galaktoz bundan
farkh olarak glikolipid veya glikoprotein gibi kompleks karbonhidratlarin lizozomal
parcalanmasi ile olusabilir. Galaktozun hicre igine almi fruktoz gibi insulin
bagdimsizdir. Galaktoz da metabolize ediimeden Once ‘Galaktokinaz’ enzimi ile
fosforillenmelidir. Galaktoz -1-fosfat , UDP-glikoz ile galaktoz 1-fosfat-uridil transferaz
enzimi varliginda reaksiyona girerek UDP-Galaktoz olusturur. UDP —galaktoz olarak

glikolitik donguye girebilir ve metabolize edilebilir.(30)
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Sekil 7: Galaktoz molekuler yapisi (30)

Organizmaya yuksek duzeylerde Galaktoz alindijinda ise galaktoz oksidaz
enzimi ile bir aldehit olan galaktitol ve hidrojen perokside(H,O,) donusur.(3) Hidrojen
peroksit serbest bir reaktif oksijen metabolitidir. Lipofilik yapida oldugu icin hicre
zarindan ¢abuk gecer, hucre icinde Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari ile hidroksil
radikalini olusturur. Ortamda demir (Fe*?) varliginda hidrojen peroksitten Fenton
reaksiyonu ile hidroksil radikali (OH") olusur. Ortamda siiperoksit (O) varliginda ise
Haber-Weiss reaksiyonu ile hidroksil radikali (OH") olusur. (Lee JC. Ve ark., 2006)(6).
Hidroksil radikali (OH’) yarilanma Omri ¢ok kisa olan, en etkili serbest oksijen
radikalidir. Hlcre hasarindan sorumlu temel radikal oldugu sdylenmektedir. (Gardés
AM ve arkadaslari, 2006)(7) Bu oksidatif hasara bagli olarak DNA'da tek ve ift dal
kiriklari, baz modifikasyonlari ve protein-DNA baglanmasi gibi reaksiyonlarla hasar
olusabilir. Ayni hasar mekanizmalari mitokondriyal DNA Uzerinde de etkilidir.
Mitokondriyal DNA serbest radikal olusumu meydana gelen bdlgelere daha yakindir

ve histonlar tarafindan korunmaz.
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Oksidatif hasar DNA uUzerinde purin ve pirimidin bazlarinda modifikasyonlar
meydana getirir. DNA'da oksidatif hasar gdstergesi olarak yirmiden fazla baz hasari
belirlenmistir(Dizdaroglu 1998)(31)DNA bazlari igersinde iyonizasyon potansiyeli
dusuk olan ve oksitlenmeye en yatkin olan baz Guanindir(Mc Dorman ve arkadaslari
2005).(32) Bakir iyonlari polianyonik olan DNA’nin guanin bazina yuksek afinite ile
baglanir. Hidroksil radikali (OH") guanin molekulinin 8. Pozisyonuna eklenir. Bu
reaksiyonu Urund olan C8-OH bir elektron ve bir proton kaybederek 8-OH-d-Guanine
okside olur. (De Martinis ve De Lourdes Pires Bianchi 2002)(33) Oksidatif hasar
sonucu degisiklige ugramis olan DNA’da 8-OH-d-Guanin olusur. 8-OH-d-Guanin
DNA replikasyonu esnasinda G-C’den A-T’e donlsUmuU arttirarak mutasyona egilimi
arttinr(Mc Dorman ve arkadasglari 2005)(32). DNA onarim mekanizmalarinin
aktiflesmesi ile ekzonlUkleaz aktivitesi baslar. EkzonUkleaz aktivitesi ile DNA
dizisinden c¢ikarilan 8-OH-d-Guanin idrarla atilir. 24 saatlik idrarda ol¢ilen 8-OH-d-
Guanin oksidatif DNA hasari oOlcimunde en sik kullanilan ve en duyarl
biyomarkerdir.(34,35)
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Sekil 8: Oksidatif Hasar sonucu olusan bazi hasarli nukleozidler (36)
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Yaglanma Bulgular
Sekil 9: Mitokondriyel reaktif oksijen metabolitleri,oksidatif mitokondriyel DNA

hasari ve yaslanma etkisi (37)

Oksidatif hasar ve reaktif oksijen metabolitleri miktarinda artis sonucu
mitokondrilerde kristalarda azalma, granll eksilmesi, matriks vakuolizasyonunda
azalma gorultr. Mitokondride fonksiyon bozuklugu olusmasi ile birlikte biyoenerjide
azalma,organ disfonksiyonu ve apoptoz ile sonuglanir. Siddetli ve kalici oksidatif
hasar varliginda yaslanma belirtilerinde de artis olur. (38,39) Artmis d-Galaktoz alimi
ile hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri miktarinda artis mitokondriyal oksidatif
hasar olusturarak alternatif yaslanma belirtileri artisina neden olur(3,8)

8-OH-d-Guanozin:

DNA yapisal olarak stabil bir molekll olmasina karsin fizyolojik sartlarda dahi
spontan kimyasal hasara ugrayabilir. Organizmadaki her hicrenin DNA’s1 10000/gln
hasara ugrayabilir. (Halliwell 2002)(35,40)Cesitli etkenler nedeni ile olusan DNA
hasari DNA onarim mekanizmalari ile dnlenmeye c¢alisiimaktadir. (Kasai 1997)(41)
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FOTOSENSITIZASYON IYONIZE RADYASYON OKSIDATIF
METABOLIZMA

(KSENOBIYOTIKLER) (UV LAZER ISINLARI)

- Modifiye Bazlar

- Abazik Bdlgeler (AP)

- Tek ve Cift Zincir Kiriklar

- DNA-Protein Capraz Baglanmalari
- Amino Bazlardan Aldehit Uriinleri

e

LETHALITY MUTAGENEZ KARSINOGENEZ YASLANMA

Sekil 10: DNA hasari Ve Sonugclari

DNA (zerinde bakir iyonunca zengin bolgeler olan Guanin ve Sitozin alanlari
en fazla oksidatif hasardan zarar géren bolgelerdir. Bakir iyonlari polianyonik olan
DNA’'nin guanin bazina yuksek afinite ile baglanir. Hidroksil radikali (OH") guanin
molekulinun 8. Pozisyonuna eklenir. Bu reaksiyonu Urunu olan C8-OH bir elektron
ve bir proton kaybederek 8-OH-d-Guanine okside olur. (De Martinis ve De Lourdes
Pires Bianchi 2002)(33) Okside bir nukleozid tirt olan 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin
(8-OH-dG), nukleer ve mitokondriyal DNA’da en sik galisilan ve tespit edilen hasar
arinl olup, duyarli bir in-vivo oksidatif stres biyobelirtecidir. (42,43)
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DNA’da oksidatif hasar sonucu ortaya ¢ikan drunlerin vicut sivilarinda
guvenilir analitik yontemlerle dogru olarak degerlendiriimesi oksidatif DNA hasarinin
ve hastaliklardaki rolinin anlagiimasi agisindan son derece 6nemlidir. Jaruga ve
arkadaslan idrar ile atilan hasarli DNA nukleozidlerinin dlgimunde duguk duzeylerde
bulunan DNA hasar urlnlerinin saptanmasi ve kantitasyonlari igin yuksek hassasiyet
ve Ozgullige sahip yontemlerin kullaniimasi gerektigini belirtmislerdir. Avrupa
Oksidatif DNA Hasari Standartlar Komitesi (ESCODD) 8-OH-dG duzeylerinin farkl
tekniklerle olgUmlerinin  kargilagtirmasi sonucunda, en guvenilir yontemin sivi
kromatografisi-tandem kutle spektrometresi (LC-MS/MS) oldugu yodnunde gorus
bildirmistir. Son yillarda, dustuk konsantrasyonlardaki DNA hasar UrUnlerinin analiz
edilmesine olanak saglayan ve izotop isaretli internal standart kullanilarak
gerceklestirilen sivi kromatografisi-tandem kuitle spektrometresi stabil izotop diliisyon-
coklu reaksiyon izleme (LC-MS/MS SID-MRM) yontemi, yuksek analitik duyarlihk ve
Ozgulligu, ayni anda birgok analitin kantitasyonunu gergeklestirebilme kapasitesi
nedeniyle diger yontemlere tercih edilmektedir. Bu teknikte  DNA genelde formik
asitli ortamda 1sitilarak hidroliz edilir. DNA hidrolizi sonucunda bulunan oksidatif
hasar sonucu olusan hasarli nikleozidler sivi kromatografisi ile ayrilir ve kuitle
spektrometrisi ile tespit edilir.(Dizdaroglu ve arkadaglari 2002)(31,44,45,46)

4.2.3.c- Sigara :

Sigaranin uzun sureli kullanimi sonucunda arteryel ve kapiller vaskuler
dolasim bozulmaktadir. Bu durum yeni kollajen sentezini olumsuz yonde etkiler ve
elastin liflerinde de bozulmaya yol agar. Deri yapisindaki bu degisiklikler yaglanma
etkilerini hizlandirir.(47,48)
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4.2.3.c - Hormonlar:

Deri yaslanmasi Uzerinde birgok hormon etkildir. ACTH, streoidler, prolaktin,
GH, katekolaminler, seks hormonlari deri ve ekleri Uzerinde etkili olan baslica

hormonlardir.

Keratinositler Gzerinde CRH-R;, PRL-R ,GH-R, Vitamin-D-R, androjen-R,
ostrojen-R, glikokortikoid-R, mineralokortikoid- R, muskarinik-R, nikotinik-R, glutamat-
R, gastrin salgiatici peptit —R, H; ve H;, histamin —R, somatostatin-R, bombesin-R
gibi hormon ve mediatoérlerin reseptorleri bulunur iken melanositler Gzerinde CRH-Ry,
MC1-R, LH-R, GH-R, VIP-R, vitamin D-R, androjen-R, &strojen-R, glikokortikoid-R,

muskarinik-R, adrenoreseptorler, H, histamin-R bulunmaktadir.(49)

Deri Uzerinde yaslanma ile olusan stres ve oksidatif hasara en 6nemli
antioksidan yanit sentezlenen melatonin miktaridir. Melatonin, triptofandan
sentezlenir. Oksidatif hasar ve UV hasarina yanitta onemli gorev alir, deri
butinlGginin  korunmasina yardm eder. In vivo olarak detoksifikasyon,
antimutajenik, antiapoptotik etkileri kanitlanmistir. Vaskuler permeabilite artigini

inhibe ederek neovaskulerasyonu ve yara iyilesmesini hizlandirici etksi vardir. (49)

Deri yagslanmasi endojen ve veya eksojen faktorlerle gelisen zamana bagimli
kompleks bir suregtir. Tum bu slre¢ Uzerinde etkili olan faktorler genetik 6zellikler,
beslenme aligskanliklari, yuksek kalori alimi, gunes 1s1gina maruziyet, sigara ve alkol
kullanimi, endojen salgilanan hormonlar ya da eksojen alinan hormonlar olarak
sayllabilir. Literatirde kalori aliminin artmasi ile yaslanma belirtilerinin progresif

ilerledigini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir.(4,5,17)
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4.2.4 - YASLANMA BELIRTILERININ ONLENMESI| VE TEDAViSI

4.2.4.a- Glines Koruyucular :

UV isinlart kimulatif etki ile hem yaslanmada hem de ¢esitli cilt malignitelerinin
olusumunda etken olarak kabul edilmektedir. Bu yuzden yaglanma belirtilerinin ortaya
¢cikmasini dnlemede gunes koruyucular dnemli yer tutarlar. Etkilerini gunes 1ginlarini
absorbe ederek, daditarak ya da yansitarak gosterirler. Kimyasal ve fiziksel bariyer
Ozellikleri olan gunes koruyuculara serbest oksijen metabolitlerini yakalama ozelligi
olan vitamin E ve Beta Karoten eklenerek yararlanimi yukseltmek mumkan
olabilir.(2,50)

4.2.4.b- Antioksidan Uygulamalar :

Serbest oksijen radikallerinin vucuttaki etkilerini azaltan maddelerdir. Etkilerini
supurme etkisi (reaktif oksijen metabolitini daha zayif moleklle donusturerek)
sondurme etkisi (reaktif oksijen metabolitine bir adet hidrojen aktararak), zincir
reaksiyonlarini kirma etkisi( reaktif oksijen metabolitini kendisine baglayip inaktive

ederek) , oksidatif hasar gérmus biyomolekllli onarma etkisi ile gosterirler. (49)

Vitamin olan antioksidanlar : Vitamin E,vitamin A, vitamin C, B-karoten,

vitamin K, nikotinamid, koenzim Q,

Vitamin olmayan antioksidanlar : Glutatyon peroksidaz, superoksit

dismutaz, lipoik asit.
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Vitamin E ; Hucre membranlarini lipid peroksidasyonu ile olusan serbest
oksijen radikallerinin hasarindan korur. Epidermiste bulunan major antioksidandir. UV
hasari sonrasinda gorulen édem, apopitoz, lipid peroksidasyonu, DNA’ da oksidatif

hasar ve immun baskilamayi azalttigi goésterilmistir. (51,52)

Vitamin C ; Kollajen sentezinde gorevli olan prolin ve lizin hidroksilaz enzimin
kofaktorudur. Kollajenin ¢apraz bag olusumunda etkilidir. Ayrica bozulmus olan
elastin sentezini inhibe ederek, sfingolipid sentezini aktive ederek epidermal bariyer
fonksiyonunu destekler. Kiiltire fibroblastlarda tip 1 ve tip 3 prokollajen mRNA

duzeyini arttirdigi gosterilmistir. (53,54)

Vitamin A; Vitamin A 6nclsuU B-karotendir. B-karoten lipidde eriyebilen ve
sebest oksijen radikallerini tutarak inaktive eden antioksidandir ancak topikal
kullanimda ¢ok stabil olmadigi igin kullanimi yaygin degildir.(54) Vitamin A’nin dogal
veya sentetik deriveleri Retinoidler’ olarak adlandirilir. Kollajenaz ve jelatinaz
aktivitesini inhibe ederler, kollajen sentezini dizenlerler. Aktif form olan ‘tretinoinin’
uygulamasi sonrasinda deride histolojik olarak sikilasmis stratum korneum,
epidermal hicre artigi, UV hasari sonrasi gorilen atipide azalma, artmis kollajen tip 1
ve Kkollajen tip 7 sentezinde artig,tirozinaz enzimi aktivitesinde azalma,
vaskularizasyonda artis, melanin granullerinde dagiima goérular.(55)Topikal retinoid
uygulamasi ile hiperpigmentasyon ve ince kirigikliklarin giderilmesi gibi yaslanma

belirtilerinin azaldig1 gosterilmigtir. (56)

Vitamin K ; Fitonadin kanama zamaninin uzamasina yol acgar. Bu etki ile
ektravazasyonu azaltarak deride olugan vaskuller yaslanma belirtilerini  ve ince

cizgilenmeleri azaltabilir. (54)

39



Nikotinamid ; Membran sfingolipidlerinin m RNA ekspresyonunu arttirarak
sentezini arttirilar. Lokosit peroksidaz enzimini inhibe ederek antiinflamatuar etki
gOsterirken transdermal su kaybini azaltarak deri nemlenmesini arttirirlar.
Keratinositler Uzerine uygulandiginda stratum korneum tabakasinda kolesterol,

serbest yag asitleri seramid sentezini arttirdigi gosterilmigtir. (57)

Koenzim Q (Ubiquinon) ; Mitokondriyal elektron transportunda rol
oynayan bir proteindir. Hicre membranlari Uzerinde lipid peroksidasyonu dnleyerek
oksidatif hasar etkisini azaltir. Topikal kullanimda epidermis ve dermise penetre
olarak UV hasari sonrasinda IL -6 ve Matriks Metalloproteinaz -1 Uretimini azaltarak

ve Kollajen 1 sentezini arttirdi§i gosterilmistir. (58,59)

Glutatyon Peroksidaz ; Vicudun tim doku ve hicrelerinde bulunan,
bulundugu organa gore aktivitesi degisen, sistein iceren ve dort alt birimden olusan
bir enzimdir. Aktive oldugu zaman H,O; indirgenir ve redukte glutatyon yukseltgenir.
Redikte glutatyon membran lipidlerinin oksidasyonunu engelleyerek ince

kirigikliklarin olusumunu engelleyebilir.(60)

Siiperoksit Dismutaz ; Siperoksit (O?) radikalini H,0, ve O, ‘ ye
donustiren metalloprotein yapida enzimdir. (Memisogullari R, 2005) Molekuler
formunun buydk olmasi nedeni ile deriden penetrasyonu tam olmadidi igin topikal
kullanimlarda deri Uzerindeki antioksidan etkisi tam olarak tanimlanamamistir.
(60,61)

Lipoik Asit; Mitokondriyal dehidrogenaz reaksiyonlarinda rol oynayan bir
antioksidandir. Vitamin E,vitamin C ve Glutatyon ile birlikte reaksiyona girerek hicre
membranlarini oksidatif hasardan korur. (62) %1’lik lipoik asit krem ya da losyon

olarak uygulandiginda ince gizgileri ve akne izlerini azaltir. (54)
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4.2.4.c -Kimyasal Soyma Uygulamalan :

Bir veya birden fazla kimyasal ajanin topikal olarak deriye uygulanmasi
sonrasinda kontrolll olarak gesitli seviyelerde hasar olusturulmasi ve sonug olarak
saglikh derinin ortaya ¢ikarilmasi islemidir. UV hasarina bagli yaslanma, aktinik
keratoz, seboreik keratoz, senil lentigo gibi lezyonlarin tedavisinde kullanilir.
Penetrasyon derinligi ve olusturulan hasarin derecesine gore ug gruba ayrilirlar;

A) Yuzeyel Soyma; %10-25 trikloro asetik asit, alfa hidroksi asit, salisilik asit,
Jessner solusyonu kullanilarak yapilan stratum korneum tabakasinin
soyulmasi iglemidir.

B) Orta derinlikte Soyma; %30-50 trikloro asetik asit, jessner solisyonu, %70
glikokolik asit kullanilarak yapilir. Hafif ve orta derecedeki yaglanma
belirtilerinin gideriimesinde kullanilan papiller dermiste hasar olusturulmasi
islemidir.

C) Derin Soyma ; %50 ve Uzeri trikloro asetik asit,%88 fenol kullanilarak yapilir.
Siddetli yaslanma belirtileri olan deride epidermis ve dermisin katlari olan

papiller ve retikller dermis tabakalarinda hasar olusturma islemidir.

Glikokolik asit, laktik asit, sitrik asit, malik asit, mandelik asit ve tartarik asit gibi
alfa pozisyonunda hidroksil grubu iceren organik asitlerdir. Bu gruplar iginde
kozmetik kullanima en uygun olan molekuler agirhd: en dugik olan glikokolik asittir.
Kimyasal soyma uygulmasi sonrasinda epidermiste belirgin kalinlik artisi, bazal
hacre atipisinin geriye dondurilmesi, melanin pigmentasyonunda azalma,
subepidermal yeni kollajen bantlari, elastik fibrillerde kalinlasma goértlmustar. (63,
64,65)
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4.2.4.d -IPL (Intense pulse light) ,Lazer ve Radyofrekans Uygulamasi :

Gorlnebilir 1sik kayna@i kullanilarak yapilan deri genclestirme islemlerinin
ortak calisma prensibi; i1s1 ile induklenebilir, kontrolli denatutralizasyon olustururak

dermal kollajen sentezini uyariimasini saglamaktir.

Histolojik analizlerde uygulama sonrasi inflamatuar mediatérler ve GF( Growth
Factor) saliniminda artis, fibrobalst aktivitesinde artis oldugu saptanmistir.
Ultrasonografik ve radyoimmunoassay goruntulemelerde de papiller ve retikuler
dermiste kollajen artigi gosterilmistir. (66,67,68,69)

4.2.4.e - Dermal Dolgu Uygulamalan :

Otolog yag, kollajen allogreftleri ve ksenogreftleri, hiyaluronik asit deriveleri,
vitaminler, blylime faktorleri, otolog kultlre fibroblastlar ile yaslanma ile olusan
epidermal duzlesme ve atrofiyi azaltmak, dermal dolgunlugu tekrar saglamak

amaglanir.

Glikozamin glikanlar ve bunun turevi olan hiyaluronik asit dermal ekstraselltler
matriksin ana bilesenidir. Bosgluklari doldurma, lubrikasyonu saglama, travma
absorbsiyonu, hicresel ¢ogalmanin duzenlenemesi gorevleri vardir. Fibroblast
aktivitesini arttirirak kollajen tip 1, matriks metalloproteinaz-1 ve tissue inhibitor of

matrix metalloproteinase-1 aktivitesini arttir. (70,71,72)
4.2.4.1- Otolog Plateletten Zengin Plazma (PRP) Uygulamasit:
Trombositlerin a-grandlleri PDGF(Platelet derived growth factor), TGF(

Transforming growth factor), VEGF (Vascular endotelial growth factor), IGF(Insulin-

like Growth Factor) gibi hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonu ve migrasyonunu
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dizenleyen mediatorler icerir. PRP uygulamasi ile mediator salinimi artigi ve

fibroblast aktivasyonu ile dermal yenilenme saglanir(73,74)

4.2.4.g-Botulinum Toksin A Uygulamalar :

Anaerobik bir bakteri olan ‘Clostridium Botulinum’un drettigi toksin olan
botulinum toksini ,bilinen en potent toksindir. Antijenik profili ve biyokimyasal etkileri
farkli olan yedi serotipi bulunmaktadir ( Botulinum toksin A-B-C-D-E-F-G). Tum
botulinuum toksin serotipleri periferik kolinerjik sonlanmalara baglanir, hicre igine
girerek noéromuskuler bileskede asetil kolin salinimi durdurarak gevsek paraliziye ve
otonom belirtilere neden olurlar.(75) Yaslanma ile ortaya cikan glabellar gizgiler,
horizontal alin ¢izgileri ve periorbital ince c¢izgilerin tedavisinde oldukca
basarilidir(76,77,78)

4.2.4.h- Hormon Terapisi :

Yasla birlikte blyame hormonu (GH), insulin like growth factor -1 (IGF-1),
melatonin, TSH,Tiroid hormonlari, dihidroepiandrosteron(DHEA), 6strojen ve
androjen duzeylerinde belirgin azalma gorulur.

Yaslari 60 ile 79 arasinda degisen, kadinlarda ve erkeklerde bir yil boyunca
yapllan DHEA replasman tedavisi sonrasinda libido artigi, deri gorUnumunde
iyilesme ve kemik dansitesinde artis saptanmistir. (79)

Topikal %0,071’lik estradiol ve %0,3’lUk estriol uygulamasi ile yapilan ¢alismada

( Schmidt ve arkadaslari) periorbital kirnigikliklarda azalma ve dermal elastisite artisi
saptanmigtir.(80)

4.2.4.i- Kok Hiicre Tedavisi
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4.3 -KOK HUCRELER

Kok Hucreler; Belirli doku- hicre karakterleri tagsimayan, uygun sinyal
alincaya kadar farkhlagsmamis fenotiplerini koruyan, kendini yenileyebilme ve
cogalma oOzelliklerine sahip hicreler olarak tanimlanirlar. Biyolojik olarak aktif
farkhlasma sinyali aldiklarinda diferansiye olarak birbirinden tamamen farkl terminal
hicre tipine donusebilirler. Bu o6zelliklerinden dolayi in vitro hicre kulturlerinde
cogaltilabilirler. (81) Hastaliklarin hucre-doku-organlarda normal yapi ve islevlerinin
hasarlanmasi sonucu olustugu bilinmektedir. KOk hucreler; hasara ugrayan hucre-
doku-organlarin biyolojik gorevlerini yerine getirmek ya da tamir etmek amaciyla énce
deneysel olarak gunimuzde ise klinik olarak kullaniimaya baglanmigtir. Hasar
goérmus ve islevini yitirmis hedef dokuya islevlerini yerine getirebilmesine yetecek
kalitede ve sayida farklilasmis kdk hlcre transferi yapilmasi tedavi secenekleri
arasindadir. (81,82,83)

Kok hucre plastisitesi: Dokuda bulunan 6zgun kok hucrelerin uygun sinyal
ile birlikte farkli hicre tiplerine diferansiye olma kabiliyetlerine ‘Plastisite’ adi
verilmektedir. Deneysel alanda ve klinikte kolay elde edilebilir olmasi nedeni ile ¢ok
kullanilan kemik iligi kokenli kbk hlcreler basta olmak Gzere tium kok hicreler in
vitro ve in vivo kosullarda sadece kaynaklandiklari hicre ve dokuya degil,
organizmanin diger islevsel hucre ve dokularina donusebilmeleri plastisitenin
kanitidir. (83)
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Kok hucre plastisitesini kanitlayan in vitro yontemler:

Kaltir ortaminin bilesenlerinin  degistiriimesi ile farkh hicre disi sinyaller

olusturma

Genetik modifikasyonlari iceren islemler

Kiltire edilmesi istenen farkli hicre serileri ve dokular ile birlikte kultlre

edilme iglemi (83)

Kok hiucre plastisitesini kanitlayan in vivo yontemler:

Esey farkh bireyler arasinda (XX'den XY ‘e) organ transplantasyonu

sonrasinda Y* hiicrelerin tranplante edilen organda gésterilmesi,

Esey farkli bireyler arasinda (XY’den XX’'e) kemik iligi kokenli kok hucre nakli

sonrasinda Y* hiicrelerin alicinin dokularinda gdsterilmesi.(83)

4.3.1-Kok Hiicre Siniflamasi

Kok hicreler farkh hicre tiplerine donlisebilme potansiyellerine gore;
1
2
3
4

Totipotent

Pluripotent

Multipotent

Oligopotent

(&)
1

Unipotent
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Totipotent kék hiicreler; Dollenemeden sonra olusan embriyonun ilk dort
gunune kadar elde edilebilen, bir organizmay! olusturabilecek tum hucrelere
doénusme 6zelligi olan en potent kok hicre grubudur. Fertilize ovumdan dért hiicre ile

sekiz hlcreye kadar olan tum blastomerler totipotent kok hiicre grubuna girer. (82,83)

Pluripotent Kok Hiicreler

@ ( Totipotent
S £ 4

invivo dollenmis
yumurta

8 hicreli embriyo

Kultiire edilmis // (Pruripsment Blostokist
ayrismamis )
kok hoaeler Y
T )\,\
. ff
ol «‘,) X "
25y Kan Hicreleri

Sinir Hicreleri

Kalp Kasi Hicreleri

Sekil 11: Pluripotent Kok Hucre (Kok Hucre Dernedi web sayfasindan

alinmistir.)

Pluripotent kék hiicreler; Dollenmeden sonraki besinci gunde blastokist isimli,
yaklasik 150 hucreden olusan, i¢i sivi dolu kistik yapi olugur. Blastokistin i¢ yapisinda
Epiblast ve Hipoblast olusur. Hipoblasttan Yolk Kesesi olugruken, epiblasttan organ
ve dokularin temelini olusturan ektoderm, mezoderm ve endodermi olusturan
hicreler olusur. Organizmada bulunan tim dokular olusturabilme 6zelligine
sahiptirler ancak tek basina embriyo olusturamazlar. Pluripotent kok hucreler
‘Embriyonik kdk hiicreler olarak da adlandirilir. ilk kez 1981 yilinda Evans ve

Kaufman tarafindan tanimlanmiglardir.
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Multipotent kék hiicreler; intrauterin gelisim ilerledikge hiicrelerin farklilasma
potansiyelleri azalarak ozellesmis hucrelere donusurler. Multipotent kok hucreler
koken olarak birbirine yakin hucrelere donusebilen kdk hicre tipleridir. ‘Eriskin tip
Kok Hucreler’ olarak da bilinirler. Elde edildikleri doneme gore daha stabildirler,
bolinme ve farklilasma yetenekleri pluripotent kok hudcrelere gore daha sinirhdir.
Erigkin tip kok hucreler, organizmada dokularda farklilagmis hicre tipleri arasinda
bulunan farklilasmamis hucrelerdir. Uygun biyolojik sinyali aldiginda kendisini

yenileyebilir ve 6zellesmis hicre ve dokulara diferansiye olabilir.

Oligopotent kék hiicreler; Sadece birka¢ hucre grubunu olusturacak sekilde
farkhlasabilen kdk htcrelerdir. Kemik iligi kokenli myeloid ve lenfoid hicreler 6rnek

olarak verilebilir.

Unipotent k6k hiicreler; Sadece tek hicre tipini olusturan(kas ana hucresinde

oldugu gibi), kendi kendini yenileyebilme yetenegi olmayan hlcrelerdir.

4.3.2- Elde Edildikleri Kaynaga Gore Kok Hiicre Siniflamasi

Kok hucreler elde edildiklere kaynaga gore;
1-Embriyonik kok hucreler
2-Embriyonik olmayan kok hdcreler: Fotal kok hacreler, eriskin kdk hucreler,

kadavradan elde edilen kok hicreler
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Embriyonik k&k hiicreler;

o

q Dollenmig yumurta

% Bir kag hucreli embriyo
Blastosist ‘
R Trofoektodem
4 2 ic hilcre Kitles
\ /

N

Aynlmis i @ . -
hilcre kitlesi ~ :?*%‘?%‘.i

-
Embriyonik kok hicre

Sekil 12: Embriyonik Kok Hucre Eldesi (84)

Pluripotent 6zellige sahip kok hucrelerdir. Pluripotent ozellige sahip diger
hiicreler embriyonik karsinoma ve embriyonik germ hiicreleridir.(85) in vitro kuilttir
ortamlarinda farklilasmadan ¢ogalabildikleri gibi uygun biyolojik sinyal altinda farkli
hicre gruplarina farklilasmalari saglanabilir. (81) Embriyonik kok hucrelerde artmig
telomer aktivitesi gorulur. ‘Telomer’ Okaryotik hucrelerin kromozom yapisinda
bulunan ve tekrarlayan TTAGGG dizisinden olusan, spesifik bir gen bolgesidir.
Telomerin goérevi kromozom replikasyonunu guglendirmek ve degradasyonunu
Onleyerek hucreye proliferasyon yeteneg@i kazandirmaktir. Embriyonik kok hucrelerde
ayrica hicrelere bolinme yetenedi kazandiran, transkripsiyon faktér olarak goérev
yapan Oct-4 geni ekspresyonu saptanmistir. Oct-4 geni farklilagsmis hicrelerde aktif
degildir. (86, 87)
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Ik fare embriyonik kok hiicreleri 1981 yilinda birbirinden bagimsiz iki ¢alisma
olan Evans ile Kaufman ve Martin ve arkadaslari tarafindan gosterilmigtir. Fare
embriyonik kok hulcreleri dort glnlik fare embriyosu blastokistinin  epiblast
tabakasindan elde edilir. Fare embriyonik kok hucreleri tek hucre elde edilmesi igin
tripsin ile ayristirilir ve fare embriyonik firoblastlarinin oldugu ortama inkube edilir, 2-3
gunde bir pasajlanir. Fare embriyonik kok hucrelerinin morfolojisinde ¢ekirdek
sitoplazma orani fazla ve c¢ekirdekgik boyutlari belirgindir, bu 6zelikleri ile kolayca
altindaki fibroblastlardan ayrilirlar.( 81,88)

insan embriyonik kék hiicreleri ise 1998'de Thompson tarafindan
gbsterilmistir. infertilite tedavisi géren ciftlerin bagisladiklar artan blastokistlerden
insan embriyonik kOk hucresi elde etmislerdir. (89) Blastokist i¢ hucre kitlesi, fare
embriyonik fibroblastlardan olusan besleyici tabaka Uzerine yerlestirilmistir. Bes, alti
giinde bir pasajlanarak kiiciik hiicre gruplarina ayrilmistir. insan embriyonik kék
hlcreleri daha hassas oldugu igin enzimatik ayristirma yerine mekanik ayristirma
tercih edilir .(90,91)

Embriyonik kok hicreleri istenilen hedef hlicre ve dokularda kullanabilmek
icin farklilasmay! ve proliferasyonu 6zgun olarak saglamak gereklidir. Bunun icin
hedef hlicre ya da dokuya uygun buyume faktorleri kullanimi, genetik yaklagimlar
(hucrelerin farkhlagsmasinda onemli rol oynayan transkripsiyon faktorlerin ektopik
transfeksiyonu ya da RNA vasitasiyla farklilagsmanin yénlendiriimesi) ve farkh hicre
serileri ve dokularla beraber kulture edilmesi gibi yontemler kullanilabilir.(81,88,92)

49



Embriyonik Olmayan K6k Hiicreler;

1-Fétal K6k Hicreler; 5-9 haftalhk fetisun primordiyal germ hicresi ve
gonadal kivrim hucrelerinin kulttrlerinde elde edilmiglerdir. (Gearhart 1998) (93)
Kullanimi ve duretiimesinde etik agidan sorunlar oldugu igin Kklinik kullanimlari

sinirhidir.

2-Kadavra Kaynakli Kbk Hiicreler

3-Eriskin K6k Hlicreler; Multipotent o6zellige sahip kdk hicrelerdir.
Organizmayi olusturan cesitli dokularda farklilasmadan bulunan, kendini yenileyip
bulundugu dokunun 6zel hicresine diferansiye olabilen hicrelerdir. Bulunduklari
dokunun hasar gormesi durumunda c¢ogalip, diferansiye olarak hasarli doku
onarimina yardimci olurlar. Organizmada c¢esitli dokularda bulunabilirler; amniyotik
kordda ( De Coppi ve arkadaslari 2007) (94), umbilikal kordda (Wang ve arkadaslari
2004)(95), merkezi sinir sisteminde (Gage 2000)(96), yag dokuda (Zuk ve arkadaslari
2001)(97), retinada ( Tropepe ve arkadaslari 2000)(98), deride ( Toma ve arkadaslari
2001)(99) bulunabilirler. Sayisal olarak en fazla neonatal donemde gorulurlerken
yasla birlikte sayilari azalir bu da farklilagsmasini tamamlamis terminal dokularin
yenilenme kapasitesinin yasla birlikte azaldiginin gostergesidir.  Uygun sinyal
aldiklarinda bulunduklari dokunun terminal hicre tipine dénusubildikleri gibi tamemen
farkh dokulardaki hicre tiplerine de donusebilirler ancak erigkin kdk hucrelerin

plastisileri embriyonik kdk hicrelere gore daha sinirlidir. (100)
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4.3.3-Hematopoetik Kok Hucreler :

Kaynagini kemik iliginin olusturdugu kok hucre grubudur, mezenkimal,
endotelyal, hematopetik tipte kok hucreleri icerir. Friedenstein 1968 yilinda kemik
iliginden aldigi hucreleri plastik kapta kultire etmis, kualtir kabina yapigsmayan
hucreleri ortamdan uzaklagtirdiktan sonra geriye kalan hucrelerin hizla ¢ogaldigini
fark etmistir. Koloni olusturma 6zelligi gésteren bu hicrelere ‘CFU-F’( Colony forming
unit fibroblast) ya da ‘kemik iligi stromal hicresi’ adini vermistir. Baslangicta
hematopoezi indikleme amaciyla kullaniimiglardir. Daha sonra yapilan ¢alismalarla
kemik iligi stromal hicrelerinin plastisite 6zelligi oldugunu ve kemik-kikirdak-yag doku
gibi parankimal hucrelere de diferansiye olabildiklerini gostermistir. Bu sebeple bu
hicrelere mezenkimal stromal hiicre(MSC) ya da ‘Multipotent mezenkimal stromal
hiicre’ (MMSC) isimleri verilmistir.(100,101,102) Onceleri sadece kemik iliginden izole
edilebilen mezenkimal kok hucreler gunumuzde kas, kemik, kikirdak, yag doku, dis
pulpasi ve periodontal dokular, karaciger, akciger, timus, ovaryum ve testisler,

amniyon sivisi, plasenta, umblikal kord kanindan da elde edilebilirler. (83)

4.3.4- Mezenkimal Kok Hiicreler:

Uluslar arasi Hucresel Terapi Birligi 2006 (International Society for Cellular
Therapy ISCT) (103) yihinda yayinladigi bildirisinde mezenkimal kaynakl kok
hicrelerin tasimasi gereken 6zellikleri belirtmistir. Buna gére mezenkimal kaynakl
kok hucreler;
1-Plastik hucre kabina yapsma 6zelligi gostermeli,
2-in vitro kiltir ortamlarinda uygun diferansiyasyon sinyalleri verildiginde ostojenik,
kondrojenik ve adipojenik farklilasma gdsterebilmeli,
3-Hucrelerin ylzeyinde yer alan ve hicre sinyal yolaklarinda rol alan farklanma
kiimeleri ( = clusters of differantiation) belirteglerinden CD 73, CD 90, CD 105’i
%95’in Uzerinde eksprese etmeli
4-CD 14,CD 19, CD 34, CD 45, HLA-DR Dbelirteclerini %2'den az eksprese
etmelidir.(103)
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Mezenkimal kaynakli kok hucreler intravenoz yolla organizmaya verildiklerinde
ilk olarak yoneltildikleri alan kemik iligidir ancak organizmada doku hasari,
inflamasyon oldugunda bu alanda artan integrin, selektin, kemokin gibi mediatorler
mezenkimal kok hlcre Uzerindeki yuzey reseptorleri ile etkileserek kok hucrelerin

hasarli dokuya yonlendirimesinin saglarlar.

Mezenkimal kaynakli kdk hicreler az dizeyde MHC —| ekspresyonu gdsterip,
MHC-II ekspresyonu gostermedikleri icin antijenik aktiviteleri dusuktir. T ve B
lenfosit, Nk hdcre aktivasyonunu baskilayip, dendritik htcrelerin antijen sunma
Ozelliklerini azaltirlar. Bu Ozellikleri ile antiinflamatuar ve antiapoptotik mediator
salinimina yol agarak immun modullatér o6zellik gosterirler. VEGF (Zheng ve
arkadaslar), PGE, , NO, IL- 4,6,9,10,13 mediatorlerinin saliniminda artis yaparak
Th -1 inhibisyonu ve Th-2 aktivasyonuna yol agarak immun baskilayici yanita neden
olurlar. Bu ozellikleri ile artmis immun yanit ile karakterize hastliklar olan greft versus
host hastaligi, Crohn, romatoid artrit, multipl skleroz, sistemik lupus eritematozus gibi

hastaliklarin tedavisinde kullaniima galismalari yapiimaktadir. (104,105)
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Sekil 13: Mezenkimal kdk hicreler ve farkhlasma potansiyelleri (106)

4.3.5- Adipoz Doku Kokenli Kok Hucreler ( Adipose — Derived Adult
Stem Cells= ADAS)

Adipoz Doku: Lipoblastlar, adipositlerden olusan gevsek bag doku
Ozelligindedir. Vucudun destek ve izolasyonunu saglarken yag formunda ener;ji
depolama, yagda eriyen vitaminleri depolama, termoregulasyon gorevleri de vardir.
iki tip yag doku bulunmaktadir; unilokiiler yag doku(sari yag doku) ve multilokiiler yag
doku (kahverengi yag doku). Unilokuler yag doku hucreleri sitoplazmalarinin
ortasinda tek sari yag damlacigi igerir ve vucudun tum bdlgelerine dagilmigstir.
Multilokuler yag dokunun ise sitoplazmalarinda ¢ok yag sayida lipid damlaciklari

vardir ve kahverengi mitokondriyumlari mevcuttur. Vicut agirhginin kadinlarda %20-
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25'ini erkeklerde ise %15-20’sini olusturur. Yag doku da mezoderm kaynakldir ve

stroma igerir.

Adipoz doku kokenli kok hucre elde edilmesi kemik iligine gore daha az invaziv
bir islem gerektirir. Ik olarak 2001 yilinda Zuk ve arkadaslar insan lipoaspiratinda
fibroblast benzeri, igsi yapida hicreler oldugunu ve bu hucrelerin kondrojenik,
osteojenik, myojenik, adipojenik farkhlasma ozellikleri oldugunu gdstermislerdir.
(97,107)

Yag dokuda matir adiposit(%16), preadiposit, postadiposit, makrofaj,
retikUlosit, fibroblast, vaskuler endotel hicreleri(%15), mast hicreleri ve adipoz doku
kokenli kok htcreler(%30) bulunur (Yoshimura ve arkadaslari). Adipoz doku kokenli
kok hucreler tasidiklart CD 73, CD 90, CD 105 gibi yuzey belirtecleri ile diger
hicrelerden ayrilirlar. Hematopoetik hticre ylzey belirteci olan CD 14, CD 45, CD 31
ADAS Uzerinde bulunmaz. (108)
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b X

Sekil 14: Yag doku Uzerinde CD 73  kirmizi ile boyanmis ADAS goéruntusu
(209)

Sekil 15 ; Yad doku uzerinde CD 90 siyah- kirmizi ile boyanmis ADAS
goruntisua (109)
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Tablo 3: ADAS’a ait immunfenotip belirtecleri (110)

Antijen Kategorisi

Yuzey (+) Antijen

Yuzey (-) Antijen

Adezyon Molekdlleri

CD 9 (Tetraspan),
CD 29 (B integrin),
CD 49 (a4 integrin),
CD 54 (ICAM-1),
CD 105 (Endoglin),
CD 166 (ALCAM)

CD 11 (ap Integrin),
CD 18 (B2 Integrin),
CD 50 (ICAM -3)
CD 56 (NCAM)

CD 62 (E-Selektin)
CD 104 (ay4 integrin)

Reseptor Molekulleri

CD 44 (Hiyaluranat),
CD 71 (Transferrin)

CD 16 (Fc Reseptor)

Enzimler

CD 10 (Akut Losemi
Antijeni),

CD 13 (Aminopeptidaz),
CD73 (5 ektonukleotidaz),
Aldehit Dehidrogenaz

Ekstraselliler Matriks

Molekdulleri

CD 90 (Thy 1), CD 146
(Muc 18), Kollajen Tip 1,
Kollajen tip 3, Osteopontin,
Osteonektin

Hiicre Iskeleti

Vimentin , a- duz kas aktin

Elemanlari

Hematopoetik CD 14,

Belirtegler CD 45,
CDh 31

Kompleman Sistem CD 55 (Decay-accelerating

Elemanlari factor), CD 59 (Pronektin)

HLA HLA - ABC HLA - DR

Kok Hucre CD 34, ABCG2

Stromal CD 29, CD 44, CD73,CD

90, CD 166
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Spesifik yuzey belirtegleri ile spesifik proteinler eksprese edebilirler boylece
transfer edildikleri ortamlarda uygun sinyal altinda farkl hicre tiplerine dénusebilirler.
(97,107,111,112). 2004 yilinda Kang ve arkadaslari ADAS Uzerinde uygun ortam ve
biyokimyasal uyari ile norojenik transdiferansiyasyon oldugunu ve ndron hulcresine
donustigunu  gostermiglerdir.  (113) Yara bolgesine wuygulanan ADAS ise
keratinositlere, fibroblastlara, endotel hucrelerine diferansiye olabilirler. Yara
bdlgesine migrasyon yapan ADAS Vaskller endotelyal Growth Factor(VEGF),
Hepatosit buyume faktoru(HGF) , IGF, TGF-g, FGF salgilayarak yara iyilesmesini
hizlandirici etki gosterirler. (114)

Yag doku ADAS igerigi bakimindan olduk¢a zengindir. 1 gr yag dokuda
yaklasik 5 x 10 sayida ADAS bulunabilir. (115,116) Yag dokudan ADAS izolasyonu;
yag doku eksizyonu ya da lipoaspirat materyallerinin yikanmasi ile kan hucreleri
ortamdan uzaklastirilir. Kollajenaz ile islem gérmesi sonrasi hticreler serbestlestirilir.
Kollajenaz enzimi inaktive edilip, doku santriflj edildikten sonra elde edilen Urune
‘Processed Lipoaspirate (PLA) denir. PLA fibroblastlar, makrofajlar, endotel
hdcreleri, adipositler gibi heterojen hicre grulari icerir. PLA'nin seri pasajlanmasi
sonrasi ADAS hicreleri elde edilir. Transdiferasyona yonlendiriimeyen kék hlcre
olarak ya da uygun sinyaller altinda diferansiye edilen edilen hicreler in vivo ortama
verilirler. (117)
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Tablo 4: Mezenkimal kok hucrelerin salgiladiklari mediatorler ve buyume

faktorleri ozeti

Grandulosit koloni stimule edici faktor VEGF-a

(G-CSF)

Granulosit-monosit koloni stimule edici | Epidermal blylime hormonu

faktor (EGF)

(GM-CSF)

Makrofaj koloni stimule edici faktor Keratinosit blyime hormonu

(M-CSF) (KGF)

Stem cell faktor insilin benzeri biyime faktéri-1
(IGF-1)

Lékemi inhibe edici faktor Anjiopoetin-1

(LIF)

IL-6, 7,8, 11, 12, 14, 15

FMS benzeri tirozinkinaz-3 ligandi

(FLK-3L)
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4.4- YARA IYILESMESI

Canli organizmalarda dokularin anatomik ve fonksiyonel yapilarinin
bozulmasi sonucu fizyolojik fonksiyonlarinin bozulmasina ‘Yara’ denir. Yara
olusmasinda 6nemli etyolojik faktorler cerrahi insizyon, fiziksel travma, yanik, donma,

kimyasal ajanlar, iskemi, kemoterapotik ajanlar olarak siralanabilir. (118)

Yara iyilesmesi ise birgok hicre ve onlarin Urettikleri sitokin ve mediatorlerin
yer aldigi, ekstraselliler matriks Uretimi ile sonucglanan fizyolojik ve biyokimyasal

olaylarin buttinadar. (119)

Yara iyilesme Tipleri: 1- Primer yara iyilesmesi
2- Sekonder yara iyilesmesi

3-Tersiyer yara iyilesmesi

1- Primer yara iyilesmesi:

Yara kenarlarinin cerrahi yontemler ile kapatilabildigi, epitelyel ve stromal
yapilarin en az hasar gordugu, bakteriyel kontaminasyonun az oldugu yaralanma

seklidir. .

Primer yara iyilesmesinde baslica rolu yara dudaklarina paralel yer alan
keratinositler oynar. Epidermis hizla prolifere olur, insizyon hattina dogru hiucre gogu
gorulur. 48 saat sonunda Fibrin tabaka olusumu ile dis ortam temasi kesilir ve
dehidratasyon oOnlenir. Fibrin tabaka ayni zamanda bakteriyel penetrasyonu
dnlemede bariyer olusturur. Ug ile besinci giinde kollajen sentezi artar, otuz ginin

sonunda inflamatuar hlcre icermeyen skar doku olusur.(120,121)
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2- Sekonder yara iyilegsmesi:

Hasar goéren dokuda inflamatuar reaksiyonun fazla olmasi, doku hasarinin
fazla gortldigu durumlarda grandlasyon dokusu artisi beklenir. Ortamda debris,
bakteriyel kontaminasyon, eksuda fazla oldugu igin inflamatuar yanit daha siddetlidir.
Epidermal rejenerasyon orani yeterli olmadidi igin granulasyon dokusu miktari ve

kontraksiyon miktarinda artis vardir.

3-Tersiyer yara iyilesmesi

Gecikmis primer yara iyilesmesinde ise hasar géren doku bakteriyel yuk,
yabanci cisim varligi gibi sebeplerle pansuman ile izlenir. Yara debritman ve

pansumanlarla uygun hale gedikten sonra primer yara iyilesmesi yontemleri

uygulanir

4.4.1-Yara lyilesmesi Fazlari

=
1

Hemostaz

N
1

inflamasyon

w
1

Proliferasyon

4- Matiurasyon
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6.2.1-Hemostaz :

Endotel hasari ile olusan kanamaya verilen ilk cevaptir. Doku hasari
sonrasinda bes ile on dakika icinde katekolamin salinimi sonucu olusan
vazokonstriksiyon ile bdlgesel kan akimi azalir. Endotel hasari sonucu ortaya ¢ikan
subendotelyal kollajen, dolagimdaki trombositlerle temas edince faktor 12(Hageman
Faktor) aktive olur, koagulasyon kaskadini aktifler. Faktor 12’nin aktive olmasi ayni
anda kompleman sistemini, kinin sistemini ve plazmin sentezini uyarir. Tromboksan
Az (TXA2)nin agiga ¢cikmasi ile vazokonstriksiyon ve trombosit aktivasyonu yolu ile
hemostatik plak olusur. Intrensek ve ekstrensek koagllasyon yollarinin ortak
aktivasyonu ile protrombinden trombin olusur, trombin ise fibrinojeni fibrine
donusturerek hemostatik tikag olusumuna yol acar. Fibrin olusumu ile sonuglanan
kisa sureli vazokonstriksiyon hasarli bolgede hemostaz saglamaya ve inflamatuar
hicre gog¢u icin zemin hazirlanmasina yol agar. Trombositlerin alfa grandllerinden
PDGF(Platelet derived growth factor), insulin benzeri growth faktor-1 (IGF-1),
transforme edici growth faktér-B (TGF- B), epidermal biyume faktori (EGF),
fibrinojen, fibronektin, platelet faktor-4, prostoglandinler, biyojenik aminler gibi birgok
sitokin ve mediator salgilayarak makrofaj ve notrofiller igin hlicre gogunu baslatirlar.
Hasarl bdlgeye ulasan notrofil ve makrofajlar nekrotik doku, debris ve bakteriyel
elemanlari fagosite ederek uzaklastirilmalarini saglar. PDGF ayni zamanda fibroblast
gbgunil de baslatarak aktive eder, fibroblastlarda sentezlenen glikozaminglikanlar ve

kollajen ekstraselluler matriks onarimi i¢in gereklidir. (120,121,122,123)

2- inflamasyon:

Endotel hasarindan 24 saat sonra baglayan, hasara verilen hicresel ve

vaskuler yaniti igeren ikinci evredir.
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Vaskller Yanit; gegici hemostaz sonrasinda aktive olan kompleman
sisteminden C3a - Cb5a, endotel hucrelerinden histamin, prostoglandin E,,
prostosklin ve mast hicrelerinden bradikinin agiga cikarak vazodilatasyona yol acar.
Trombositlerin hasarli endotel Uzerinde bazal membrana yapisarak fosfolipaz A.'yi
aktive ederek arasidonik asit serbestlesmesine yol agar. Permeabilite artisi ve
trombositlerden salinan PDGF ve TGF-B salinimina bagl olarak notrofil ve
monositler hasar alanina ulasirlar, damar duvarindan interstisyel alana gegen sivi
klinik olarak sislik olarak goérulur. Sislik nedeni ile lokal doku basinci artigi da agriya
sebep olur. Vazoaktif aminlerin ve histamin salinimi artisi ile hasar bdlgesinde
kizariklik ve sicaklik artigi gorulur. Vazodilatasyon donemi yaklasik olarak 72 saat
surer. (122,124)

Hiicresel  Yanit; vaskuller permeabilite artisindan sonra PDGF ve TGF-3
etkisi ile hasar bolgesinde gorulen ilk hacreler ‘Nétrofillerdir, 6 saat icinde yara
yerinde gorullrler ve 48 saate kadar baskin olan hucre tipidirler. Notrofiller diapedez
yolu ile damar duvari digina ¢ikarlar, endotel hucreleri arasindan gegis icin elastaz ve

kollejenaz salgilarlar.

Sekil 17: Notrofilin diapedez ile migrasyonu (125)
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Notrofiller yara yerinde yabanci cisimleri ve bakterileri fagosite ederek, proteaz
salinimi ile hasar gérmuas hucre kalintilarini ortadan kaldirarak fonksiyon gorurler.
Notrofil ylzeyindeki integrinler ile matriks bilesenleri arasinda oksijen varliginda
etkilesim olusur ve sonucunda reaktif oksijen metabolitleri ortaya ¢ikar. Yara yerinde
bakteriyel kontaminasyon ve yabanci cisim yoksa notrofil sayisi apoptoz ile hizla
azalir, tersi durumda ise inflamatuar sure¢ devam eder ve yara yerinde eksudasyona

yol acarak yara iyilesmesini yavaglatir.

Makrofajlar yara yerinde Ug¢ ile besinci gunde hakim olan hicre tipidir.
Makrofajlar lenfositleri de aktive ederek yara yerine migrasyonlarini uyarirlar. Lenfosit
sayisi 6. gunde maksimuma ulagir. Lenfositlerden lenfokin salinimi ile fibroblast
proliferasyonu ve migrasyonu artar, endotel hucrelerden mediatdr salinimi uyarir,
hiicre kemotaksisini hizlandirirlar. inflamasyon alaninda all-T-cell marker(OKT-1)
tasiyan lenfositler ile sitotoksik ve supresor T lenfosit grubu birlikte gorular, birbirleri
ile etkileserek calismalari sonucunda basarili yara iyilesmesi gerceklesebilir.
Makrofajlar ise dolagimdan dokuya gecen monositler olarak bilinir. Makrofajlarin
hasarli alanda hakim hale gelmesi inflamatuar surecin sonlanip, proliferatif evreye
gecileceginin gostergesidir. Makrofajlar da nétrofiller gibi debris ve bakteriyel
komponentleri fagositoz ile ortadan kaldirmanin yaninda cesitli mediator ve
sitokinlerin salinimi ile granudlasyon dokusu olusumu, fibroblast goéclu ve
proliferasyonunu, anjiyogenez ve kollajen sentezini duzenlemede 6énemli rol oynarlar.
Makrofajlardan salinan nétral proteaz ise plazminojenden plazmin sentezini katalize
eder. (124) Makrofajlardan salinan baslica sitokin ve buyime faktérleri; PDGF, TGF-
a(transforming growth factor a), TGF-B, IGF-1, PAF(platellet derivated growth factor),
TNF-a(tumor nekroz faktor), FGF (fibroblast growth factor), EGF(epidermal growth
factor),VEGF(vaskuler endotelyal growth faktor), IL-1 ve IL- 6 olarak sayilabilir.
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VEGE:

Endotel hucrelerine 6zgu, glikoprotein yapida, heparin baglayan, trombosit
kaynakli blylime faktorleri siper ailesinin Uyesi olan,45 KD agiriginda olan bir
molekuldur. VEGF gen ailesi iginde VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, Plasental
buyume faktort, VEGF-E ve VEGF-F olmak Uzere yedi adet alt Uyesi tanimlanmistir.
Anjiogenez ile iligkisi en fazla olan ve ¢alismamizda da kullanilan VEGF-A tipidir.
VEGF- A'nin sentezlenmesinde HIF-1(hipoksinin indlkledigi faktor-1), EGF, TGF a,
TGF B, KGF, IGF, FGF, PDGF, NO, hipofiz hormonlari, 1L-1/6/8 énemli rol oynar.
(126)

VEGEF reseptorleri tge ayrilir; VEGFR-1, VEGFR-2,VEGFR-3.

VEGFR-1; Endotel hucreleri, osteoblastlar, makrofajlar, mezenkimal kaynakli kbk

hicreler, ve kolorektal kanseri hdcrelerinde bulunur. Bulundugu dokuya gore

anjiyogenezi hem indukleyici hem de inhibe edici 6zeligi vardir.

VEGFR-2; Endotel hucreleri, hematopoetik kok hucreler, megakaryositlerde
bulundugu gibi kiguk hucreli olmayan akciger kanseri, ndéroblastoma gibi malign

transformasyon gosteren hlcrelerde de bulunabilir.

VEGFR-3; Lenfatik aglarda anjiyogenez etkisi vardir.
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VEGF —-A’nin organzimadaki gorevleri;
1- Endotel hicre proliferasyonu ve diferansiyasyonu,
2- Monosit ve makrofajlar igin kemotaktik,
3- Vaskuler permeabilite artigi, proinflamatuar etki,
4- Embriyoda vaskulogenez,eriskinde anjiogenez ve lenfanjiogenez,
5- Endotel hiicre apoptozunun inhibisyonu,
6- Noroprotektif etki olarak sayilabilir. (126,127,128)

Endotel hasarindan sonraki 24-48 saat iginde fibroblast, endotel hicreleri ve
trombositlerden  ‘Fibronektin’ Uretilir. Fibronektin; fibrin, heparin, proteoglikanlar
arasinda baglanti saglar, kemotaksisi duzenler ve yara debritmanina katkida bulunur,
fibroblastlar ve makrofajlar igcin opsonik 6zellige sahiptir, kollajen depolanmasinda
gorev alir. Akut inflamasyon sureci olan ilk 24 saatte yara kenarlarinda fibroblastlar
gorulmeye baslar ve sayilari 3-5. ginde en yuksek seviyeye ulasir. Fibroblastlar
tarafindan sentezlenen glikozaminglikanlar, kollajen sentezi ve ilerleyen asamalarda
kollajen liflerinin matiirasyonu icin gereklidir. inflamasyon evresinde yara gerilim
direncinden glikozamingikanlar ve diger ekstraselliler matriks elemanlari sorumludur.
(125)

3- Proliferasyon:

Doku hasarinin Gg¢ ile dérdincu gunitnde baslayip, yaklasik G¢ hafta stren
fibroblast hicre tipinin hakim oldugu evredir. 72. saatte makrofajlardan salinan PDGF
ve TGF-B etkisi ile fibroblastlarda kemotaksis baslar, aktive olan fibroblastlarda
proliferasyon gorullr. Fibroblastlar hasarli alana geldiklerinde glikozaminglikan ve

kollajen Uretimine baglar. (123
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TGF -B:

Trombosit, noétrofil, lenfosit, makrofaj ile birlikte birgok doku ve hicrede
sentezlenen TGF-B’'nin hedef hicreler Uzerinde proliferasyon, diferansiyasyon,
adhezyon, morfogenetik etkilesim, ekstraselliler matriksi olusumu gibi etkilerinin
olmasinin yaninda tim bunlara zit olarak programli hicre 6limu ve anti inflamatuar
etki gosterme gibi 6zellikleri de vardir. Tumoral dokularda ise onkogenik ozellikler
gOstererek anormal proliferasyon, metaplazi ve aplaziye de neden oldugu
bilinmektedir.(129)

TGF-B; 25 kd'luk, iki es protein dimerin sulfit kdprusu ile baglandigi
baglandigi molekuldir. Hucrede pre-pro-peptit seklinde sentezlenir ve bu sekilde
inaktif olarak htcre disina salinir. Serin proteazlar etkisi ile N-Terminal dalinin
uzaklastiriimasi ile aktif hale déntsur. Hedef hiicre membraninda bulunan TGF-BR1
ve TGF-BR2 isimli reseptorleri ile baglanarak etkisini baglatir. TGF-BR1ve TGF-BR2
reseptorleri serin/treonin kinaz 06zelligine sahiptirler ve bu etki ile serin-glisin
bolgelerini  fosforillerler, protein-reseptdér kompleksi sitozolde bulunan SMAD
proteinlerini fosforiller. SMAD proteinleri ntikleus zarindan gecerek DNA (zerinde 5’-
AGAC-3’ bolgesini taniyarak baglanir. RSmad/Smad, kompleksi birgok genin

promotor bolgesine baglanarak transkripsiyon Uzerine etki ederler.(130,131)

TGF-B; epitelyal ve hematopoetik hicrelerde hicre siklusunun Gg fazinda
durmasini saglayarak antiproliferatif etki gosterir. Prolifreasyonun baskilamasi ve
diferansiyasyonu hizlandirici etkisi siklin bagimli kinaz inhibitorlerini aktifleyerek
gerceklesir. Yara iyilesmesi Uzerinde ise endotel hicreleri ve makrofajlar tzerinde
kemotaksisi ve proliferasyonu arttirirken, Th-1 ve Th-2, sitotoksik T lenfositleri
baskilayarak immunsupresif ve antinflamatuar etki gosterir. Kollajen sentezinin
bilinen en guglu uyaricisi olan TGF-B, yara iyilesmesinin maturasyon fazinda en
onemli mediatorddr, antinflamatuar ve preapoptotik etki ile hicre ¢ogalmasini
azaltarak, ekstrasellller matriks Uretimini arttirarak skar formasyonu olusumuna yol
agar .(130,132)
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Proliferasyon evresinde epidermiste olan dedisiklikler:

Yaralanma sonrasinda epidermiste reepitelizasyon ile tam kat dermis
olusturulmaya calisiimaktadir. Bazal tabakada bunan keratinositler ilk 24 saatte yara
kenarinda hizla prolifere olurken kiboid sekillerini  kaybedip, duzlesirler.
Keratinositlerin hdcre i¢i tonofilamanlari kisalir, psoédopot benzeri uzantilar
olustururlar, sitoplazmalarinda aktin filaman olusumu ve hucreler arasi desmozomal
baglantilarda azalma gorulur. Migrasyonu sirasinda keratinositlerin Uzerinde bulunan
integrin reseptorleri matriks proteinleri ile etkileserek migrasyonun yonunu belirlerler.
Yeni olusan kollajen ve keratinositler arasindaki etkilesimi  matriks
metalloproteinazlar(MMP)  belirler. MMP-1 fibriller kollajenden olusmus badlar
bozarak keratinosit migrasyonun devamini saglarken MMP-9 bazal membran
uzerinde laminin duzeyini azaltarak keratinositlerin bazal membrandan ayrilmasini
kolaylastirir. Tum bu asamalarda en etkili blUyume faktorleri EGF ile TGF-B’dir. Yara
iyilesmesinin dokuzuncu gununden sonra bazal membran zonu olugmaya baglar.
Bazal membranda kollajen ve laminin basta olmak Uzere birgok estraselliler matriks
proteini bulunmaktadir. Bu asamada olusan granulasyon dokusunun igeriginde
fibroblastlar, makrofajlar, endotel hiicre migrasyonu ile olusan kapiler aglar, yeni
sentezlenenkollajen fibrilleri bulunmaktadir. Granulasyon dokusu matur skar dokusu

olusana kadar hucre proliferasyonuna ve migrasyonuna kilavuzluk eder.(133)
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Proliferasyon evresinde dermiste olan degisiklikler;

Fibroblastlarca diizenlenen fibroplazi ve anjiogenez safhalarindan olusur. Bu
sahada olusan granulasyon dokusu kollajen, hyaluronik asit, fibronektin, makrofajlar
ve fibroblastlar igerir. Gegici ekstraselluler matriksi olusturan fibrin pihti hyaluronik
asit ve fibronektinden zengindir ve granulasyon dokusu igin gegici iskelet dokuyu
olusturarak migrasyon ve anjiogeneze vyol gosterici rol oynar. Fibronektin
fibroblastlarin ekstraselliler matrikse baglanmalarini saglar, hicre migrasyonunu
indUkler ve yara kontraksiyonunu belirleyici rol oynar. Fibroblastlar migrasyon ve
proliferasyon esnasinda aynu zamanda kollajen ve elastin gibi proteinlerin sentezni
de arttirarak myofibroblastlara donusurler, erken dénemde yara kontraksiyonundan
myofibroblastlar sorumludur. Erken dénemde olusan kontraksiyon ile gevresel olarak
yara alaninin azaltilmasi amaclanir.(134)Yedinci gunden sonra matriks
metalloproteinazlarin etkisi ile granulasyon dokusu rezolisyonu baglar ve
myofibroblastlar apoptoz ile ortamdan uzaklastirilir. TGF-B, IGF, PDGF, FGF etkisi ile

fibroblastlarda yara iyilesmesi icin gerekli olan Glikozaminglikanlar ve Kollajen uretilir.

Proteoglikanlar :

Hyaluronik aside nonkovalent olarak protein baglanmasi ve her proteine de
kondroitin sulfat, heparan sulfat, dermatan sulfat, keratan sulfat gibi daha kisa
glikozaminglikan baglanmasi ile olusan ektraselliler matriks elemanlaridir. Kollajen
ve elastin gibi fibréz proteinler ile baglanarakdayaniklilik ve elastikiyeti saglarlar.
Fibroblast ve diger mezenkimal hicreler kollajen, glikozaminglikan ve proteoglikan

sentezinde rol alarak devamliligi saglarlar. (135)
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Kollajen sentezi:

18 adet gen urinu ile sentezi dizenlenen, U¢ adet polipeptit zincirin
olusturdugu, helikal yapida, bag dokunun en onemli makromolekuldir. Amino asit
dizisi tripeptit seklindedir, yapisindaki amino asitlerden %35’ glisin, %15'’i prolin ve
hidroksiprolin, %11’i alaninden olusur. Yapisinda bulunan prolin ve hidroksiprolin
polipeptit omurganin donusunu sinirladigr icin kollajenin stabilitesinden sorumludur.
Fibroblastlar Uzerine etkili buyime faktorleri ve sitokinlerce sentezi dizenlenir.
Uygun sinyalle birlikte gen transkripsiyonu sonucu endoplazmik retikuluma bagli
ribozomlarda preprokollajen sentezlenir. mMRNA ile endoplazmik retikuluma tasinan
preprokollajenin N-terminal dali veziklller arasinda ayrilir ve prokollajen olusur.
Endoplazmik retikulum vezikulleri iginde posttranslasyonel modifikasyona ugrar ve
prolin ve lizin kalintilarinin Gzerine hidroksil gruplari eklenerek hidroksiprolin ve
hidroksilizin haline donusur. Bu reaksiyonda gorevli lizin hidroksilaz ve prolin
hidroksilaz enzimlerinin ¢alismasi icin ortamda a-ketoglutarat, oksijen, demir ve
askorbik asit gereklidir. Hidroksilizin ve hidroksiprolin yapilarina galaktozil transferaz
ve glikozil transferaz enzimleri etkisi ile UDP —galaktozil ve UDP-glikozilden alinan
glikoz veya galaktoz eklenir. Hidroksillenmesi ve glikozillenmesi tamamlanmis olan
prokollajen molekulu golgi kompleksi araciligiyla hicre disina salinir. Prokollajenin N-
terminal peptidi prokollajen aminopeptidaz enzimi ile, C- terminal ucundaki
aminopeptidi prokollajen karboksipeptidaz enzimi ile ayrilir ve tropokollajen olusur.
Tropokollajende c¢apraz bag olugsumu ise bakir iceren lizil oksidaz enzimi ile olur.
Tropokollejenin amino ve karboksi terminallerine peptit dizileri baglanarak kollajen
filamentlerini daha sonra kollajen fibrillerini olustururlar. (136) Yara iyilesmesinde
ikinci haftada kollajen sentezi hizlanir, ikinci ve uglncu haftalarda en ylksek
dizeydedir, Uglncl haftadan sonra kollajen sentez ve yikimi dengede iken dérdincu
haftadan sonra kollajen sentezi azalir. Yaralanmadan sonraki ilk saatlerde tip 4 ve
tip 5 kollajen miktari fazladir, 24 saatte tip 3 kollajen hakim hale geger, 60. saatten
sonra tip 1 kollajen miktar fazla iken tip 3 ve tip 4 kollajen de depolanmaya devam
eder. (137)
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Tip 1 Kollajen:

Organizmada en fazla miktarda bulunan kollajen tipi, tip 1 kollajendir. Yara
iyilesmesi maturasyon fazi ile birlikte tip 3/tip 1 kollajen orani giderek azalr.
Ekstraselluler matriksin en 6nemli bilesenidir. Matur yara dokusunda tip 1 kollajen
miktarinin artigi yara iyilesmesi morfogenezi ve fibrozisi igin gereklidir. Tip 1 kollajen
sentezinde TGF-B, IL-1,TNF-a gibi mediatorler ile kofaktor olarak C vitamini ve demir
gereklidir. (138)

Tablo 5: Kollajen tipleri ve dagihmi (125)

Kollajen tipi Bulundugu doku

Tip1l Deri,
tendon,faysa,ligamentler,arterler,uterus

Tip 2 Hyalin kikirdak, kornea

Tip 3 Deri,arter, uterus

Tip 4 Bazal membran

Tip5 Bazal membran,plasenta

Tip 6 Kas,fasya,tendon

Tip7 Bazal membran

Tip 8 Endotel

Tip 9 Kikirdak doku

Tip 10 Mineralize kikirdak

Tip 11 Mineralize kikirdak

Tip 12 Ligamentler ve perikard
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Anjiogenez:

Yara iyilesmesinin doérdincu gunidnde baslar. Endotel hicrelerinin VEGF,
TNF- a ve FGF etkisi ile proliferasyonu sonrasinda kapiller tomurculanma ile
anjiogenez baslar. Endotel hucrelerinden salinan kollejenaz ve elastaz gibi proteolitik
enzimler bazal membranin pargalanmasina yol acar. Endotel hicrelerinin fenotipik
degisiklikleri ile perivaskuler alana ¢ikan hucrelerde migrasyon baslar. Yeni olusan
kapillerler granldlasyon dokusu boyunca ilerleyerek birbirleri ile birlesme
egilimidedirler. Endotel migrasyonu sirasinda proliferasyon baskilanir. Hucre
proliferasyonun tamamlanmasi ile anjiogenezi indikleyen faktorler azalir ve
anjiogenez tamamlanir. Yaranin metabolik aktivitesi de neovaskularizasyon da
etkilidir; oksijen miktarinda azalma, ph dusukligu ve laktat ylksekligi gibi faktorler

anjiogenezi uyarici rol oynar. (139,140)

4-Matiirasyon:

Yara iyilesmesinin sekizinci giintiinde baslar ve bir yil ya da yaralanma tipine
gbre daha fazla surer. Proliferasyon fazinda sentezlenmeye bagslanan kollajenin
fibrilleri arasinda kovalen baglan artarak daha stabil bir form kazanir.
Fibroblastlardan salinan lizil oksidaz enzimi kollajen fibrilleri arasinda kovalen baglar
olusturmadan sorumludur. Kollajen lifleri baslangigta rastgele dizilim gdsterirken
mekanik kuvvetlerin etkisi ile organize olurlar. Maturasyon evresinde kollajen sentezi
ve yikimi denge halinde oldugu i¢in doku kollajen miktarinda arti olmaz. Matriks
metalloproteinaz enzimlerinden biri olan ve yapisinda ¢inko bulunduran ‘Kollejenaz’
enzimi Kkollajenin a-heliks zincirleri arasina girerek ile kollajen yikimina sebep olur.
Tip 1 kollajen yikimi sonucu dokuda tip 3 kollajen orani artmaya baglar. Matriks
metalloproteinazlarin etkisi metalloproteinaz inhibitorleri tarafindan inhibe edilir, bu iki

enzim grubu arasindaki denge TGF —@, PDGF, IL-1 ve IL-6 tarafindan duzenlenir.
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Yarada bulunan kollajen miktari, ¢apraz bag olusturma orani, sentez ve yikim
arasindaki denge yaranin gerim kuvvetini belirler. Yara gerim kuvveti 14-21.
Gunlerde artar ve matlirasyon doneminde stabil hae gecer ancak higbir zaman

normal doku gerim kuvvetinin %80’nini gegmez. (124,137)

Yogun hucresel aktivitesi olan ve vaskularitesi fazla olan yara iyilesme
dokusu ilk gunlerde pembe kirmizi renkte izlenirken , matirasyon donemi boyunca
daha az hicresel eleman ve vaskularite iceren Skar dokusu ile yer degistirir ve soluk
pembe ya da beyaz renk alir. Skar dokuda inaktif sekildeki fibroblastlar igsi hicre
seklini alir, yeni olusan kapiller damarlarda tromboz ile birlikte apopitoz ve
dejenerasyon gelisir. Hlcresel metabolik aktivite azalir. Hiyaluronik asit, dermatan
sulfat, keratan sulfat gibi ekstrasellliler matriks elemanlarini diizeyi normale iner.
Dokularin  su miktari da asamali olarak azalarak normal seviyesine iner.
(124,137,141)
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Tablo 6: Yara lyilesmesinde Etkili Mediatérler Ozeti (124,137,141)

Mediator

Kaynagi

Gorevi

PDGF (Platelet derived
growth factor)

Trombositler, Makrofajlar,
Endotel hiicreleri,

Diiz kas hucreleri

Fibroblast ve makrofaj proliferasyonu,
Makrofaj kemotaksisi,

Anjiogenez

EGF( Epidermal growth
factor)

Trombositler, Plazma, Anne

sutu, Tukridk ve idrar

Epitel hiicre ve fibroblast
proliferasyonu, Granilasyon dokusu

olusumunun uyariimasi

TGF(Transforming
growth factor)

Trombosit, Notrofil, Lenfosit,
Makrofaj, Birgok doku ve

hicre

Fibroblast proliferasyonu, Kemotaksis,
indirekt anjiogenez,
Diger buyume faktorlerinin etkilerine

yardim

IL-1 ve IL-2

Makrofaj, Lenfosit, Bircok

doku ve hucre

Fibroblast proliferasyonu, Kollajenaz

salinimi, Notrofil kemotaksisi

TNF (Tumor necrosis

factor)

Makrofaj, Mast hucresi,

T lenfositler

Fibroblast proliferasyonu

LDGF(Leucocyte derived
growth factor)

Makrofaj, Mast hicresi,

T lenfositler

Bag dokusu hicreleri icin kemoatraktan

ve mitojen

FGF(Fibroblast growth

factor)

Beyin, Pitliter bez, Makrofaj

diger doku ve hicreler

Epitel hicre ve fibroblast
proliferasyonu, matriks depolanmasini

uyarir, Anjiogenez, Yara kontraksiyonu

KGF(Keratinocyte growth

factor)

Fibroblastlar

Epitel hiicre proliferasyonu

IGF(Insuline like growth

factor)

Fibroblastlar,

Karaciger hicreleri, Plazma

Sdulfath proteoglikanlar,
Kollajen sentezi, Fibroblast

proliferasyonu

HGH(Human growth

hormon)

Pitutuer bez, Plazma

Anabolizan etkiler, IGF-1 sentezini

uyarir

INF’ler(Interferonlar)

Fibroblastlar, Lenfositler

Fibroblast proliferasyonu, Kollajen

sentezi inhibisyonu
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4.42-Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

Tablo 7: Yara iyilesmesini etkileyen faktorler (141)

Lokal Faktorler

Sistemik Faktorler

Enfeksiyon

Yas

Yabanci cisim

Kalori alimi artisi

Hematom ya da Seroma varligi

Metabolik hastaliklar(Anemi,
bdbrek yetmezligi)

iskemi

Kardiyovaskuler hastaliklar

Artmis doku basinci, Odem

Sigara

Mekanik Stres

Steroid ve kemoterapétik ilag

kullanimi

Endokrin hastaliklar

(Diyabet,hipotiroidizm)

Iyonize radyasyon

Sepsis

Bag doku hastaliklarn(Ehler-

Danlos, Marfan Sendr....)
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5- GEREC VE YONTEMLER

Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi (DEUTF) Deney Hayvanlari Etik
Kurulu'ndan onay alindiktan sonra galigsmanin yurutulmesi amaciyla Dokuz Eylul

Rektorligu Bilimsel Arastirma Projesi (BAP) Koordinasyon Mudurlugu’nden destek

alindi. (BAP talep numarasi: 2013.KB.SAG.061)

Calisma 51 adet 230-280 g agirliginda Sprague Dawley susu ratlar Gzerinde
yapildi. DUETF Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuvari tarafindan saglanan
hayvanlar yine ayni laboratuvarda ‘DEUTF Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuvari

Usul ve igleyis Esaslari’ dogrultusunda bakim islemleri gerceklesti.

5.1- GALISMANIN YAPILDIGI BOLUMLER

DEUTF Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuvari:  Tim cerrahi iglemler steril

kosullar altinda D.E.U.T.F Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuvar’'nda yapilmistir.
Ratlar standart yem ve su ile beslenmis, kafeslerde Ugerli gruplar halinde
tutulmusglardir. intraperitoneal D-Galaktoz uygulamasi sonrasinda ve cerrahi
igslemler sonrasinda ratlarin bakiminda ve beslenmesinde sorun go6zlenmemistir.
Cerrahi sonrasinda yedi gun boyunca ratlarin insizyon hatti enfeksiyon, hiperemi,

insizyon hattinda seperayon agisindan gunlik pansumanlarla izlenmistir.

IYTE(izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii) Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii: Kok

hicre elde edilmesi, kdk hucrelerin kiltire edilmesi ve isaretleyicilerinin gosterilmesi

IYTE Molekiiler Biyoloji ve Genetik Arastirma Laboratuvarr’nda yapilmigtir.
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DEUTF _Histoloji ve Embriyoloji _Anabilim _Dali _Laboratuvari: _Materyallerin

histomorfolojik ve immunhistokimyasal incelemeleri DEUTF Histoloji ve Embriyoloji

Anabilim Dali Laboratuvari’'nda yapilmistir.

DEUTF Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvari ve Merkez Laboratuvari: Ratlarin 12

saatlik idrarlarinda kreatinin 6lgimi DEUTF Merkez Laboratuvarinda yapilmistir. 12
saatlik rat idrarinda LC-MS/MS yontemi ile 8-OH-d-Guanin 6lgimu ve oksidatif hasar
belirlenmesi DEUTF Biyokimya Anabilimdali Laboratuvarinda yapilmistir.

5.2- CERRAHI  ISLEMLER

Yaq grefti alinmasi:

Ug¢ adet rata 50mg/kg Ketalar(Ketamin) + 10 mr/kg Ksilazol (Ksilazin)

intraperiotoneal olarak verilerek anestezi saglandi.

Her bir rat sirt Ustl yatirilarak dort ekstremitesi flaster yardimi ile traksiyona

alindu.
Karin ve inguinal bolgeleri tiraglandi.
Cerrahi alan isosol antiseptik ¢ozelti (Baticon®) ile yikandi ve temizlendi.

Cerrahi alan tzerinde rektus abdominis kasi bulundu ve kas lateraline paralel
olacak sekilde yaklasik 2,5 cm insizyon yapildi.

insizyon altindan gériilen inguinal pannikulus dokusu rektus fasyasi tizerinden
her yénden diseke edilerek serbestlestirildi. inferiorda femoral arter-ven-sinir distali

gOrulene kadar kunt olarak diseke edildi.
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inguinal pannikulus dokusu ve yag dokuyu igeren flep kranialden kaudale

dogru eleve edildi, kesildi.

Yag ve pannikulus dokusunu iceren doku %0,9 NaCl (sodyum klorur) icerisine

koyuldu.
Cerrahi igslem her ratta bilateral olarak yapildi.

Ug rat cerrahi sonrasi yiiksek doz Ketalar(Ketamin®) ve Ksilazol (Ksilazin®)

uygulamasi ile sakrifiye edildi.

Deney Gruplari:

Calismada 51 adet 230-280 g agirliginda Sprague Dawley susu rat kullanildi.
Ratlarin 3 tanesi yag grefti donoru kullanildi ve sakrifiye edildi. 48 adet rat dort gruba

ayrildi.

GRUP I:

6 Hafta sure ile bu gruptaki 12 adet Sprague Dawley susu rata intraperitoneal
olarak 50 mg/kg/gin D-Galaktoz uygulamasi yapildi. Bu calismada Yanar ve
arkadaslarinin ile Anand ve arkadaslarinin yasllik olugturma modeli temel 6rnek
olarak alindi. (4,5)

Ug rattan alinmis ya§ ve pannikulus dokusundan erigkin pluripotent kok
hicreler elde edildi. Elde edilen erigkin kok hlcrelerin yluzey belirtegleri isaretlendi ve
bu hicreler akim sitometrisinde (FACS) sayilarak kok hicre olduklari dogrulandi, sirt
insizyon yarasi iyilesme hattinda histolojik olarak takiplerinin yapilabilmesi amaciyla
yesil floresan (GFP) ile isaretlendi.
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6 haftalik intraperitoneal D-Galaktoz uygulamasi sonrasinda ratlarin dorsal
derisinde 6 cmlik insizyon hatti olugturuldu ve bu alana 1 mit %0,9 NaCl solusyonu
icinde 1x10° adet ADAS hiicre enjekte edildi, brandl igcinde sivi kalmamasi igin 0,2 ml
hava enjekte edilerek branul ¢ekilmistir. Grup I, olarak isimlendirilen 6 rat cerrahiden
sonra 14. gunde, Grup |, isimlendirilen 6 rat cerrahiden sonra 28. Ginde sakrifiye
edildi.

GRUP II:

6 Hafta sure ile bu gruptaki 12 adet Sprague Dawley susu rata intraperitoneal
olarak 50 mg/kg/gin D-Galaktoz uygulamasi yapildi. (Yanar ve arkadaslari ile Anand

ve arkadaslar)

6 haftalik intraperitoneal D-Galaktoz uygulamasi sonrasinda ratlarin dorsal
derisinde 6 cmlik insizyon hatti olusturuldu ve bu alana 1 mlt %0,9 NaCl enjekte
edildi, brandl icinde sivi kalmamasi icin 0,2 ml hava enjekte edilerek branul
cekilmistir. Grup 1l olarak isimlendirilen 6 rat cerrahiden sonra 14. gunde, Grup Il

isimlendirilen 6 rat cerrahiden sonra 28. Gunde sakrifiye edildi.

GRUP I

6 Hafta sure ile bu gruptaki 12 adet Sprague Dawley susu rata intraperitoneal

olarak 50 mg/kg/gun %0,9 NaCl uygulamasi yapildi.

6 haftalik intraperitoneal %0,9 NaCl uygulamasi sonrasinda ratlarin dorsal derisinde
6 cmlik insizyon hatti olusturuldu ve bu alana 1 mlt %0,9 NaCl solusyonu iginde
1x10° adet ADAS hiicre enjekte edildi, braniil icinde sivi kalmamasi icin 0,2 ml hava
enjekte edilerek branudl g¢ekilmistir. Grup Ill; olarak isimlendirilen 6 rat cerrahiden
sonra 14. gunde, Grup lll, isimlendirilen 6 rat cerrahiden sonra 28. Gunde sakrifiye
edildi.
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GRUP |V:

6 Hafta sure ile bu gruptaki 12 adet Sprague Dawley susu rata intraperitoneal

olarak 50 mg/kg/gun %0,9 NaCl uygulamasi yapildi.

6 haftalik intraperitoneal %0,9 NaCl uygulamasi sonrasinda ratlarin dorsal

derisinde 6 cmlik insizyon hatti olusturuldu ve bu alana 1 mlt %0,9 NaCl enjekte

edildi, brandl iginde sivi kalmamasi icin 0,2 ml hava enjekte edilerek branul

cekilmistir. Grup 1l olarak isimlendirilen 6 rat cerrahiden sonra 14. gtinde, Grup Il

isimlendirilen 6 rat cerrahiden sonra 28. Gunde sakrifiye edildi.

Tablo 8: Deney gruplari ve yapilan islemler

Grup Numarasi intraperitoneal Sirt insizyon | Sakrifikasyon
Uygulama Hattina Uygulama | Zamani

la D-Galaktoz 1X10° ADAS Hiicre | 14. giin

I D-Galaktoz 1X10° ADAS Hiicre | 28. giin

4 D-Galaktoz 1ml %0,9 NaCl 14. gun

Iy D-Galaktoz 1ml %0,9 NacCl 28.gun

1, %0,9 NaCl 1X10° ADAS Hiicre | 14. giin

Iy %0,9 NaCl 1X10° ADAS Hiicre | 28.giin

IVa %0,9 NaCl 1ml %0,9 NaCl 14.gln

IVp %0,9 NaCl 1ml %0,9 NaCl 28.gun
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Yag Dokudan ADAS Hicre Elde Edilmesi

DEU Deney Hayvanlari Laboratuvarinda 3 adet ratin inguinal bdlgesinden
alinan ve agzi kapakh steril kaba yerlestirilen, steril %0,9 NaCl ile yikanmis yag
dokusu bir saat icerisinde soduk zincir kurallarina ve organ nakil ydonteminine uygun

olarak IYTE Molekiiler Biyoloji ve Genetik Bslimi Laboratuvarina ulastiriidi.

Mezenkimal Kbk Hiicrelerinin Yad Dokusundan Elde Edilmesi:

Steril kosullarda alinan fare yag dokusu, ilk olarak bir petri kap icerisine alindi.
5 ml PBS (%1 Penicillin/Streptomisin iceren) ile yikandi. Dokular yikandiktan sonra
diger petri kabina alinarak burada da 5 ml PBS (%1 Penisilin/Streptomisin igceren) ile
lyice yikandi. Bu arada %0,075’lik kollajenaz tip | 50 ml PBS icerisinde ¢ozulerek 10
dakika boyunca 37°C calkalamali su banyosunda bekletilerek aktive edildi. Yag
dokularinin yikanmasindan sonra dokuda kanli bolgeler varsa bunlar kuguk pargalar
halinde kesilip atildi. Ardindan doku makasla kiyilarak kiglk pargalar elde edidi ve
bunlarin Gzerine 10 ml kollajenaz tip | ilave edilerek kiyilma iglemine devam edildi.
Klguk pargalar haline getirilmis olan yad dokusu 50 mllik tip igerisine alinarak
uzerine 15 ml daha kollajenaz ilave edildi ve 1 dakika boyunca calkalandi. Ardindan,
37°C’'de calkalamali su banyosunda 90-120 dk boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon
sirasinda her 15 dakikada bir drnekler calkalandi. inkiibasyon siiresinin sonunda
homojenize olan érneklerin Gzerine 15 ml PBS (%1 Penisillin/Streptomisin igceren)
eklenerek 600g’de 10 dk boyunca santrifijlendi.(Resim 1-2) Santrif(ij sonunda tipun
ust kisminda biriken yag tabakasi atildi ve tekrar Uzerine 15 ml PBS (%1
Penisillin/Streptomisin igeren) eklendi ve 600g’de 10 dk tekrar santrifujlendi. Santriflj
sonunda supernatant ¢ok dikkatli bir bicimde ¢ekilerek atildi ve Uzerine tekrar 15 ml
PBS (%1 Penisillin/Streptomisin igeren) eklenerek 600g’de 10 dk santrifjlendi.
Supernatant tekrar dikkatli bir bigimde g¢ekilerek atildi ve kok hucrelerin bulundugu
pellet, 15ml %15 FBS + %1 Penisilin/Streptomisin + 2 mM L-Glutamin iceren DMEM
besiyeri icerisine ¢ozuldu ve flasklara ekim yapildi(Resim 3 ve 4). Ekimden 24 saat

sonra flask icindeki besiyeri, hlicrelere zarar vermeyecek sekilde pipetle ¢ekildi ve
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yerine taze besiyeri koyularak dokudan gelen istenmeyen maddelerden arindirildi.
Kok hucreler konfluent olma durumlarina gére 4 ginde bir pasajlandi.

Resim 1: Santriflij cihazi; gerekli devir, zaman ve sicaklik ayari yapilmasi

Resim 2: Hucrelerin santrifij edilmesi
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Resim 3: Hucrelerin ekiminde ve c¢ogaltilmasinda kullanilan besiyeri

Resim 4: Hucre ekiminde kullanilan flasklar
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Kok Hlicrelerin Pasajlanmasi:

Kok hucreler flaskin yuzeyini tamamen kapladiktan sonra ya 6lume giderler
ya da Ust tabakaya gecerek farklilagsma egilimine girerler. Bu nedenle, hicreler flask
yuzeyini %70-80 oraninda kapladiklarinda pasajlama islemi yapildi. Pasaj isleminde
oncelikle hucrelerin Gzerindeki besiyeri aspire edildi. Hicreler 5 ml PBS ile iyice
yikandiktan sonra flask yuzeyine yapigsmis olan hicrelere 5 ml tripsin-EDTA
eklenerek 5 dakika boyunca 37°C’de %5 CO, iceren inkubatdrde bekletildi.(Resim 5)
5 dakika sonunda yuzeyden kalkan hucrelerin Uzerine 5ml %15 FBS + %1
Penisilin/Streptomisin + 2 mM L-Glutamin iceren DMEM besiyeri eklenerek tripsin-
EDTA inaktive edildi. Daha sonra hicreler 15 ml'lik santrifij tiplerine alinarak 1000
rom’de 10 dk santrifljlendi. (Resim 2-3) Santriflj sonrasinda supernatant atildi ve
pellet 5 ml igerisinde g¢ozulerek icinde 10 ml taze DMEM besiyeri bulunan flaska
alindi. Flasklardaki hicreler 37°C CO, inkubatérine alinarak inkibe edildi ve 3-4

glnde bir pasajlandi veya besiyeri degistirildi. (Resim 6-7-8)

Resim 5: inkiibatdrden Hiicre Alinmasi
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Resim 6-7-8: Hucrelerin Pasajlanmasi
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Sekil18: Mezenkimal Kok Hucre Eldesinin Sematik Gorunumu (142)
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Kok Hiicrelerin Yesil Floresan Proteini (GFP) ile Isaretlenmesi:

Mezenkimal kdk htcreler yeterince konfluent olduktan sonra hicreleri in vivo
izlemek igin yesil floresan protein iceren plazmid ile transfekte edilerek isaretlendi.
MKH’ler 3. pasajdan sonra Green Fluorescent Protein PEGFP-N2 vektor sistemi ve

Metafectene Pro transfeksiyon kiti ile GFP igceren plasmid ile transfekte edildi.

Transfeksiyondan 6nce 75 cm?lik flasklara 1x106 MKH ekildi. 1-2 giin
sonrasinda flask 5 ml PBS ile yikandi ve yapismayan hicreler atilarak Gzerine 12 mi
FBS ve Penisilin/Streptomisin icermeyen DMEM besiyeri eklendi. Bu arada, 24
kuyucuklu kabin transfekte edilecek her bir flask igin iki kuyucuguna 700’er ul PBS

konuldu.

PBS iceren kuyucuklarin birine 6 pg plazmid DNA'’si, digerine ise 20 pl
metafectene proreaktifi konur. Daha sonra, plasmid igeren kuyucuktaki karisimin
tamami alinarak reaktif iceren kuyucuga yavasca konuldu ve pipetle 1 kez
karigtinlarak 20 dakika boyunca oda sicakliginda inkube edildi ve bdylece kompleks
olusumu saglandi. inkiibasyon sonunda bu karigim, flasklarin igindeki hiicrelerin
Uzerine damla damla verildi ve 4 saat inkibasyondan sonra hicrelerin Uzerindeki
besiyeri, 15 ml %15 FBS + %1 Penisilin/Streptomisin + 2 mM L-Glutamin iceren
DMEM besiyeri ile degistirildi. 72 saat sonunda GFP proteninin ekspresyonu sonucu
olusan 1sima, immunofloresan mikroskop altinda incelendi. immunofloresan
mikroskop ile incelemede hicrelerin %80-%90 oraninda GFP ile isaretlendigi

goruldu.
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Resim 9-10: Grupl'de dermis ve epidermiste GFP isaretli kdk hucrelerin

immunofloresan mikroskop ile gosterilmesi




Resim 11-12: Gruplil'de dermis ve epidermiste GFP isaretli kdk hucrelerin

immunofloresan mikroskop ile gosterilmesi




Kok Hiicrelerin Akim Sitometri (FACS) ile Sayilmasi:

Hucreler tripsinizasyon ile ylizeyden ayrildiktan sonra CD 45 APC H7(Becton-
Dickinson, Bioscience Pharmigen, San Diego, CA, USA), CD 34 PE Cy7 (Becton-
Dickinson), NG2 PE (Beckman Coulter, Marsilya, Fransa ), CD 73 PE (Becton-
Dickinson) ve CD 105 FITC (Serotec, Oxford, UK)’ ye karsi antikorlar ile inkiibasyon
oncesi fosfat tamponlu salin ile yikandi. Akim sitometrik analizler icin iki tlp
kullanildi;  birinci  tupte  CD  105/CD73/CD34/CD45, ikinci tupte ise
CD105/NG2/CD34/CD45 bulunmaktadir. Her tiipe 5x10° adet mezenkimal kdk hiicre
eklendi ve 5x10°hiicre/drnek ve 400 hiicre/saniye akim hizinda floresan histogramlar
elde edildi. Deneyler FACS Canto Il (BD Bioscience Pharmigen, San Diego, CA,
USA) ile yarutulda. Akim Sitometrik veriler FACS DIVA(Becton- Dickinson) yazilimi

ile analiz edildi.

Akim Sitometri (FACS) Sonuclarr:

IYTE Molekiler Biyoloji ve Genetik Laboratuvarinda elde edilen kok hiicreler
¢oklu pasajlanmanin ardindan adipoz doku kaynakli kdk hidcre olduklarinin
dogrulanmasi amaciyla yuzey belirtecleri isaretlenerek akim sitometri cihazinda
sayim yapildi. Hematopoetik kok htcrelere ait olan CD 34, CD 45 belirteclerinin
negatif oldugu goruldu. Adipoz doku kdkenli kdk hicrelere ait olan CD 73, CD 105,
NG2 sayimlarinin %99 oraninda pozitif oldugu goruldu. ($ekil19,20,21)
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Enjeksiyon Protokolii:

Dort gruba ayrilan toplam 48 adet rata 6 hafta boyunca intraperitoneal
enjeksiyon yapildi. Grup | ve Grup Il ‘ye 6 hafta boyunca intraperitoneal olarak 50
mg/kg/giin D-Galaktoz enjeksiyonu yapildi. Grup Il ve Grup IV'e 6 hafta boyunca
intraperitoneal olarak 50 mg/kg/gun %0,9 NaCl enjeksiyonu yapildi. 6 hafta sonunda

enjeksiyon protokolu tamamlandi.

Grup | ve Grup lll ADAS Hiicre Uygulamasi:

Mezenkimal kok hucreler tripsin solUsyonu ile besiyerinden ayrildi. 1000
rpm’de 10 dakika santriflij edildi, stpernatan atildi,0,25 cc %0,9 NaCl i¢cinde ¢ozuldu.
Hemositometre ile sayim yapilarak 6 mit icinde 30x10° adet kdk hiicre olacak sekilde
enjektore c¢ekildi ve bir saat icinde soduk zincir tasima kurallarina ve organ nakil
kurallarina uygun olarak DEUTF Deney Hayvanlari Arastirma Laboratuvarina

ulastinidi.

Grup | ve Grup Il ratlara 50mg/kg Ketalar(Ketamin®) + 10 mr/kg Ksilazol

(Ksilazin®) intraperiotoneal olarak verilerek anestezi saglandi.
Cerrahi yapilacak rat dorsumu tirag edildi.
Cerrahi alan isosol antiseptik ¢dzelti (Baticon) ile yikandi ve temizlendi.

Rat dorsal alaninda dorsal kas fasyasina inecek kadar 6 cm’lik insizyon
yapildi. (Resim 13)

Verilen 220 plt’lik sivi igin alan olugturmak amaciyla insizyon kenarindan kunt
diseksiyon yapildi. (resim 14-15) Diseke edilen alan insizyonunun 1 cm kaudalinden
22G branul yerlestirildi. Branul giris deliginden sivi kagagini dnlemek amacli branul

dorsal kas fasyasinin ve spinal ligamanlarin altindan ilerletildi.(Resim 16-17)
insizyon 4-0 poliprolen ile primer siitiire edildi.

Braniilden 10° adet/ 220 ult ADAS enjekte edildi, branul i¢inde sivi
kalmamasi igin 0,2 mlt hava enjekte edildi ve branul ¢ekildi. (Resim 16-17)
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Resim 13: Dorsal cilt insizyonu

Resim 14-15: Dorsal kas fasyasi Uzerinden diseksiyon
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Resim 16-17: Cilt sitlirasyonu ve braniilden 10°adet ADAS enjeksiyonu
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Grup Il ve Grup IV %0,9 NaCl Uygulamasi:

Grup Il ve Grup IV ratlara 50mg/kg Ketalar(Ketamin) + 10 mr/kg Ksilazol

(Ksilazin) intraperiotoneal olarak verilerek anestezi saglandi.
Cerrahi yapilacak rat dorsumu tiras edildi.
Cerrahi alan isosol antiseptik ¢ozelti (Baticon) ile yikandi ve temizlendi.

Rat dorsal alaninda dorsal kas fasyasina inecek kadar 6 cm’lik insizyon

yapildi.

Verilen 220 plt’lik sivi igin alan olusturmak amaciyla insizyon kenarindan kint
diseksiyon yapildi. Diseke edilen alan insizyonunun 1 cm kaudalinden 22G brandl
yerlestirildi. Branul giris deliginden sivi kagagini dnlemek amach branul dorsal kas

fasyasinin ve spinal ligamanlarin altindan ilerletildi.
insizyon 4-0 poliprolen ile primer siitiire edildi.

Branulden 220 plt %0,9 NaCl enjekte edildi, brantl icinde sivi kalmamasi igin

0,2 mlt hava enjekte edildi ve branul c¢ekildi.

Cerrahi sonrasinda anestezi etkisi azalana kadar ilik su torbasi ile isitilarak
takip edildi.

Grup IV, 1 adet rat intraoperatif olarak kaybedildi. Grup IV da 2 adet rat
postoperatif 1. ginde Ust ekstremite perflizyon bozuklugu nedeni ile sakrifiye edildi.
Grup lly’de 1 adet rat postoperatif 2. ginde kannibalizm nedeni ile sakrifiye edilerek
calisma disi birakildi ve calisma 44 adet rat ile tamamlandi. Ratlar operasyon
sonrasinda gunluk pansumanlarla izlendi, peroperatif antibiyotik proflaksisi

uygulanmadi.

Ratlar cerrahi igslemden 14 ve 28 gun sonra sakrifiye edildiler. Sakrifikasyon

oncesinde her gruptan 3 adet rattan metabolizma kafesinde takip sonrasi 12 saatlik
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idrar toplandi. DEUTF Biyokimya Merkez Laboratuvarinda 12 saatlik spot idrarda
kreatinin analizi yapildi. Kreatinin sonugclari degerlendirilen idrar 6rnekleri 8-0H-d-
guanozin hasarli nikleotidinin kitle spektrometrik analizi icin DEUTF Biyokimya

Anabilim Dalina teslim edildi.

Sakrifikasyon Protokolii:

Sakrifikasyon 6ncesinde dokudaki in vivo vaskulariteyi gdézlemleme amach
olarak ratlara 50mg/kg Ketalar(Ketamin®) + 10 mr/kg Ksilazol (Ksilazin®)

intraperiotoneal olarak verilerek anestezi saglandi.
Makroskobik olarak cilt degisiklikleri ve tiUylenme artisi incelendi.
Sirt bolgesi tiraglandi ve suttrler alindi.

Skar hatti ortada olacak sekilde 6 cm’lik inzsiyon skari belirlendi 6x3 cm’lik

alan isarelendi.

isaretlenen andan insizyon yapilarak kas fasyasina kadar inildi ve dorsal cilt
flebi lateral bazl olarak eleve edildi. Eleve edilen flep kanlanmasi ve skar etrafindaki
kapiller yogunluk, epidermal incelme ve renk degisiklikleri incelendi. Kranial ve

kaudaldeki 1 cm’lik alan eksize edilerek ortadaki 4cm’lik alan birakildi.

insizyon hatti ortasindaki 2cm’lik orta alan histomorfolojik inceleme amagli

Histoloji ve Embriyoloji Laboratuvarina géturilmek tzere formol igine konuldu.

insizyon hatti ortasindaki 1cm’lik alan kiigiik pargalara ayrilarak ve tartilarak
1,5 mit'lik Eppendorf tipul igcinde %0,9 NaCl ile Dokudan Western Blot Yéntemi ile
Tirozinaz, TRP-1, TRP-2 analizi amach IYTE Molekiiler Biyoloji Ve Genetik

Laboratuvarina goéturalda.

Makroskobik gbézlem ve Ornek alimi tamamlandiktan sonra ratlar yuksek doz

Ketalar(Ketamin) ve Ksilazol (Ksilazin) ile sakrifiye edildi.
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6-BULGULAR :

6.1- Sakrifikasyon esnasinda makroskobik bulgqular;

intraperitoneal D-galaktoz uygulanan grup Il'deki lateral bazli fleplerin soluk
beyaz oldugu, epidermal incelme, insizyon hattinda kuruluk, yara iyilesme

belirtilerinde gecikme oldugu goruldu.

Grup I'de ise yine epiderma kalinlk azalmasi, tiylenmede azalma gorulurken
vaskularizasyonunu grup II'ye gore daha iyi oldugu gozlemlendi. Kapiller olusumunda

artis oldugu gozlemlendi.

Grup lIl'te skar etrafinda kapiller artisi en iyi grup olarak izlendi, epidermal

kalinligin iyi oldugu ve tiylenmede artis oldugu goruldu.

Grup IV'’te ise skar etrafi kapiller artis ve epidermal kalinhgin Grup | ve II'den

daha iyi ancak grup llI'ten daha az oldugu goéruldu.
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Resim 18-19: Grup | Epidermal incelme, yeni perforator dal ve kapiller olusumu

Resim 20-21: Grup Il ,  Epidermal incelme ve vaskularitede azalma ,soluk beyaz
renk
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Resim 22-23 : Grup Il skar etrafinda yogun kapiller ve perforator olusumu,epidermal

kalinlik iyi

Resim 24-25: Grup IV normal yara iyilesmesi , kapiller olusum grup lll’e gére daha az
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6.2-Western Blot yontemi ile dokuda Tirozinaz, TRP-1, TRP-2 analizi:

Western Blot yéntemi;

Deri Dokusundan Protein izolasyonu;

Oncelikle, sivi azot ile dondurulan ve -80 °C’de saklanan dokular buz kabina
alinmis ve her bir doku 6rnegi, sivi azotta 10 dk bekletilmis olan c¢elik havanin
kuyucuklarina konarak havan tokmagi ile dovulerek pargalanmistir. Pargalanan doku
ornekleri, 800 ul'lik 6zel calkalayici tlplerine alinmis ve Gzerine 1 x proteaz inhibitori
iceren homojenizasyon tamponundan 250 pl eklenmistir. Daha sonra, her bir tipln
icine 15-20 adet 2 mm’lik Zirconia Bead (BioSpec Products, Inc.) konmustur. Zirconia
Bead konan tupler, Mini Bead Beater yardimiyla 30 saniye araliklarla, araliklarda 2-3
dk buzda bekletmek suretiyle, 5 kez karistirilarak homojenize edilmistir. Her bir tlipe
150’ser pl daha homojenizasyon tamponu konarak 30 saniye araliklarla, araliklarla
2-3 dk buzda bekletmek suretiyle, 5 kez karigtirilarak homojenizasyona devam
edilmis ve bu islem 3 kez tekrarlanmistir. Homojenizasyon iglemi tamamlandiktan
sonra, tipler +4°C’de 14000 g’de 15 dk santrifiij edilmis ve santrifij sonrasinda

olusan supertanantlar temiz ependorf tliplerine aktariimistir.

Protein Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi;

izole edilen proteinlerin konsantrasyonu, BCA Protein Assay Kiti (Pierce,
Thermo Scientific, USA) yardimiyla belirlenmistir. Bu iglem, dretici firmanin kit
protokollinde belirttigi sekilde gergeklestiriimistir. Oncelikle, kit igerisinde bulunan A
ve B reaktifleri 50:1 oraninda karistirilmis ve bu karisimdan 96 kuyucuklu tabagin her
bir kuyucuguna 200 pl eklenmigtir. Daha sonra, hazirlanan BSA standartlarindan (25-
2000 pg/ml) ve izole edilen protein drneklerinden 25’er ul bu kuyucuklara her bir
ornek icin ikili olacak sekilde eklenmistir. Ekim islemi bittikten sonra 96 kuyucuklu
tabak aliiminyum folyo ile sarilmis ve 37°C’de 30 dk inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda 96 kuyucuklu tabakta bulunan érneklerin absorbanslari spektrofotometrede
562 nm dalgaboyunda 6l¢iimus ve bu absorbans degerlerine gore her bir 6rnegin
konsantrasyonu hesaplanmigtir.
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SDS PAGE jeli hazirlandi;

% 12 Ayirma Jeli (5 ml)

4x ayirma jel tamponu (1.25 ml)
30% akrilamid karigimi (2 ml)
H20 (1.7 ml)

10% APS (75 ul)

TEMED (5 ul)

On Ayirma Jeli (2.5 ml);

4x ayirma jel tamponu (625 ul)
30% akrilamid karigimi (425 ul)
H20 (1.425 ml)

10% APS (38 ul)

TEMED (5 ul)

Proteinlerini BSA sonuglarin gére hazirlanip (yiikleme bufferi ile), 5 dk 95°C
denature edidi. Hazirlanan SDS PAGE in tanka yerlestirilip ve running buffer tanka
dokuldu.4 microlitre protein marker ilk kuyucuga yuklendi. Geriye kalan kuyucuklara
hazirlanmis proteinler yiiklendi. ilk jeli gecene kadar 80 V da ( yaklasik 45 dk) , ikinci
jeli gecene kadar 100 V da yurutuldu. Mavi boya jelden tamamen c¢ikana kadar
beklendi, yurutme islemi durduruldu. Membrane 20 dakika boyunca methanol

icerisinde bekletildi.

Proteinleri membrane a transfer etmek icin, transfer buffer bir kaba dokuldu.

Siyah kisim buffer in iginde olucak sekilde 6nce siyah singer daha sonrasinda bir
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whatman paper yerlestirildi. Whatman paper in Uzerine jel, jelin Gzerine membrane

konuldu. Sirasiyla whatman paper ve siyah stinger konulup, transer aparati kapatildi.

Transfer aparatinin centikli kismi Ust tarafa ve siyah kismi tankin siyah
kismina gelecek sekilde yerlestirildi. Transfer buffer eklendi. Buz kalibi eklendi,
bdylece buffer seviyesi 4. jel seviyesine yukseldi. Transfer tanki buzun igerisine
yerlestirildi ve +4 °C de bir gecelik 20 V gii¢c uygulanarak proteinlerin membrana

gegis islemi saglandi.

Ertesi gin membran aparattan c¢ikartildi ve bir kaba koyuldu. Proteinlerin
transfer olup olmadigini gérmek igin Ponceau S dokuldu ve 2 dakika beklendi.
Protein bandlari gérindikten sonra 2-3 kere UP su ile yikandi. Pembelik gidene
kadar TBS-T ile yikandi.

Bloklama igin % 5 lik sut tozu (1 g st tozu 20 ml TBS-T de ¢o6zular), TBS-T
karisimi hazirlandi. Calkalayici yardimi ile 90 dk oda sicakhdinda inkube edildi.
Ardindan 2-3 kez TBS-T ile 2-3 dk yikandi.

Primer antikor hazirlanmis 0.5 g sut tozu + 10 ml TBS-T karigimina eklenip
membran Uzerine dokuldu ve bir gecelik +4 oC de calkalayiciyla inkibe edildi. Ertesi
gln, membran TBS-T ile 2 x 2-3, 1 x 15 dk, 3 x 5 dk yikandi. Sekonder antikordan
(kullandiginiz primer antikor fareden uretilmesine dayanarak sekonder antikorumuzu
ona gore secgiyoruz) 2 ul alnarak 10 ml TBS-T de karngtirilarak yikanan
membranimizin Uzerine eklendi. Oda sicakliginda 1 sa inkube edildi ardindan TBS-T
ile 2 x 2-3 dk, 1 x 15 dk, 3 x 5 dk yikandi.

Son yikama sirasinda, 1 ml detection reagent 1 ve detection reagent 2 den
alindi ve bir tupte karistirildi. Bu sirada goruntuleme aleti hazirda bekletildi. Ardindan
bu karisim membran Uzerine dokulur ve 2 dk aliminyum folyo yardimi ile karanlikta

bekletildi. inkiibasyonun ardindan sefaf bir posetin igine gérintiileme igin kullanildi.
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Sample Number

1 2 3 a 5 6 7 8
Gene TRP1 —— — T —
name TRP2 —_— — e - S ———
Tyrosinase ” Pe— —— —— -
B actin | — p— - e e ——

Sekil 22: Western blot yontemi ile dokudan TRP-1, TRP-2, Tirozinaz enzimi

sonuglari

Ornek 1-2-3-4 olarak adlandirilan bant sirasiyla Grup I, Il, lll ve IV’Un yara

iyilesmesinin 14. gununde alinan dokulari gostermektedir.

Ornek 5-6-7-8 olarak adlandirilan bant sirasiyla Grup |, II, Il ve I\V’Uin yara

iyilesmesinin  28. gununde alinan dokulari gostermektedir.

Grup Iy da(érnek 1) D- Galaktoz uygulamasindan sonra , ADAS uygulamasina
bagl olarak oksidatif hasar olusturma etkisi ve yaslanma belirtilerinin azathigini, buna
bagh olarak organizmanin oksidatif hasara yanit olarak verdigi TRP-1,TRP-
2,Tirozinaz enzim aktivitesinin de Grup ll;'ya(érnek 2) oranla daha az oldugu (daha
acik boyanma ) net olarak gértlmektedir. Tim gruplarin yara iyilesmesi 14. Guninde
yapilan degerlendirmesinde (Ornek 1-2-3-4) TRP-1,TRP-2, Tirozinaz aktivitesinin en
fazla olarak intraperitoneal D- galaktoz ve sirta %0,9 NaCl uygulanan grupta (grup
[lI=6rnek 3) oldugu goérulmustlr ( en koyu boyanan bant). Buradan immunolojik
yanitin en fazla oldugu grup sonucu cikarilabilir. Bu da D-Galaktoz uygulamasinin
deri Uzerinde oksidatif hasar olustururak immnulojik yaniti induklediginin kanitidir.
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Grup | ‘de yine intraperitoneal D-Galaktoz ve sirta bolgesel ADAS hucre uygulamasi
sonucunda mezenkimal kaynakli kdk hulcrelerin oksidatif hasar azaltarak TRP-
1,TRP-2,Tirozinaz enzim aktivitesinde azalmaya yol actigi, buna ragmen grup Il ve
grup IV’e goére Ozellikle Tirozinaz bandinda daha koyu boyanma olmasi
intraperitoneal D-Galaktoz uygulamasinin deri Uzerinde oksidatif hasara yol actiginin
kanitidir.

Yara iyilesmesinin 28. Gununde alinan ornekler (6rnek 5-6-7-8) boyanma
Ozellikleri de 14.gunde alinan orneklere paralel olmakla birlikte daha soluk boyanma
Ozelligi gostermesi zamana bagli olarak oksidatif hasar etkenlerinin azaldiginin
kanitidir.
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6.3 - HISTOLOJIK GEREC VE YONTEM

Isik Mikroskobik Doku Takip Protokolii

%10’luk formaldehit ile tespit edilen doku 6rnekleri, fiksatifin uzaklastiriimalari
amaciyla 1 gece akarsu altinda yikandiktan sonra dehidratasyon amaciyla 20’ser
dakika %70’den %95’e artan etil alkol serilerinden gegcirildi. Ardindan 20’ser dakika 4
degisim aseton solusyonlarindan gegcirildikten sonra 2 degisim 30’ar dakika ksilolde
tutuldu. 60°C’lik etiiv icerisinde 2 dedisim parafin uygulanip 1’er saat parafin ile
immersiyonu saglandiktan sonra dokular parafin bloklar i¢erisine gomuldi. Parafin

bloklardan inceleme yapmak amaciyla mikrotom aracihgi ile 5um’lik kesitler alind.

Hematoksilen-Eosin (HE) Boyama Protokolii

Mikrotom (Leica, RM 2255) araciigi ile alinan 5p’luk parafin kesitler
deparafinizasyon iglemi icin 1 gece 60°C’lik etivde birakildiktan sonra, 20’ar dakika
u¢ degdisim ksilole tabi tutuldu. Ardindan dehidratasyon islemi i¢in %95’den %70’e
azalan alkol serilerinden gegirilen kesitler 10 dakika akarsu altinda yikandi. 10 dakika
hematoksilen (Surgipath, 01562E, Bretton, Cambridgeshire) ile boyamanin ardindan,
boyanin fazlasinin dokudan uzaklastirilmasi igin 10 dakika akarsuda yikanan kesitler,
2 dakika eozin (Surgipath, 01602, Canada) boyasi ile boyandi. Ardindan sirasiyla
%80 ve %9%5’lik alkol serilerinden gegirilip havada kurutulan kesitler seffaflastirma
amaciyla 30’ar dakika iki degisim ksilolde tutulduktan sonra entellan (Merck
1.07961.0100, Darmstadt, Almanya) ile kapatildi.
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Masson’s trikrom (MT) Boyama Protokolii

Masson’s Trikrom boyama seti (2049 GBL, istanbul, Tirkiye) kullanildi. Alinan
parafin kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etlivde birakildi. Ardindan
ilki 1 saat (etlvde) diger ikisi 30’ar dakikalik t¢ farkli ksilene tabi tutuldu. Daha sonra
rehidratasyon islemi icin 2 degisim absolu alkol ve %96'dan %70’e azalan alkol
serilerinden gegciridi. Ve akarsuda 5 dakika bekletildikten sonra Masson Trikrom
boyama seti icerisinden dokular Uzerine 8 damla Weigert hematoksilen boyasi ile 8
damla ferrik klortr ¢ozeltisi damlatildi ve 20 dakika bekletildi. 1 dk distile su ile
yikandiktan sonra 8 damla asit-alkol ¢ozeltisi ile 1 dakika bekletilen kesitler distile
suyla iyice yikandi. Ardindan 8 damla Ponceau asit fuksin azofloksin ¢ozeltisi
dokunun Uzerini tamamen kaplayacak sekilde uygulandi. 5 dakika sonra uzaklastirildi
ve 1 ml stok asit ¢ozeltisi ve 29 ml distile su ile hazirlanan asitli su ile kisaca yikandi.
8 damla fosfomolibdik asit turuncu G boyasi ile 20 dakika muamele edildikten sonra
asitli su ile yikandi ve 8 damla acik yesil boya ile 5 dakika boyandi. Boyamanin
ardindan akarsu altinda yikanan kesitler artan alkol serilerinden gegirildi. Ksilen ile

seffaflagtirma yapildiktan sonra entellan ile kapatildi.

immunohistokimyasal Yontem

immunohohistokimyasal inceleme igin primer antikor olarak VEGF (Santa Cruz,
sc-7269, 1/100), TGF-B (SAB, Signalway, 21701, 1/100), anti-kollajen tip I (Novus
NB600-450, 1/100) antikorlari kullanildi. 60°C lik etivde 1 gece ve ksilolde 3 degisim
20’ser dakika deparafinize edilen doku kesitleri, azalan alkol serilerinde rehidrate
edildikten sonra 10 dakika distile su ile yikandi. Dokuya zarar vermeden kurulanip

dakopen (Dako, Glostrup, Denmark) ile ¢evreleri sinirlandi. Tripsin (00-3008, Digest
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All 2A, Zymed, San Francisco, California, CA) solisyonu iginde 37°C etluvde 15
dakika tutulan kesitlere, doku endojen peroksidazini inhibe etmek amaciyla 10 dk
%3’'luk Hidrojen peroksit uygulandi. 3 defa 5’er dakika fosfat tampon solisyonu ile
yikanan kesitler 1 saat oda I1sisinda bloklama solusyonu (invitrogen, Histostain- Plus
Broad Spectrum, 85-9043) ile inkibe edildi ve ardindan yikama yapilmadan primer
antikorlar VEGF, TGF-B, anti-kollajen tip | ile bir gece +4°C’de bekletildi. Ardindan
fosfatli tampon sollsyonu ile 3 defa yikanan kesitler biyotinlenmis sekonder antikor
(invitrogen- Plus Broad Spectrum 85-9043) ile 30 dk muamele edildi. PBS solusyonu
ile ylkama yapildiktan sonra enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi
(streptavidin) (Histostain- Plus Broad Spectrum 85-9043) 30 dakika uygulandi.
Reaksiyonun goérunur hale getirilmesi icin Diaminobenzidin (DAB) boyasi (1718096,
Roche) kullanildi. Zemin boyamasi Mayer's hematoksilen ile yapildi. Dereceli
alkollerde dehidratasyon islemi gergeklestirilen kesitler ksilol ile seffaflastirma

islemine tabi tutulup sonra entellan ile kapatildi. (143)

istatistiksel Degerlendirme

Gruplara ait degerler ortalamatStandart sapma olarak verildi. Gruplar arasi
farklihklar Kruskal Wallis Varyans analizi testi ile, gruplar arasindaki farkhligin hangi
gruptan kaynaklandigi ise Mann Whitney U testi ile analiz edildi. Istatistiksel analiz
icin, Statistical Package for Social Sciences (SPSS) Version 15.0 for Windows
(SPSS Inc, USA) adli bilgisayar programi kullanildi. p<0.05, istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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6.4-HISTOMORFOLOJIK BULGULAR

Floresan isaretli kok hiicrelerin gosterilmesi: Dermiste deney sirasinda
verilen isaretli k6k hucreler paraffin kesit alindiktan sonra Resim 26’daki gibi

saptandi.

Resim 26: Floresan isaretli kdk hicrelerin dokuda gosteriimesi. Ok: Floresan

ISima veren hucreleri gostermekte.
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6.4- Histolojik Bulgular:

HE ile boyali yaslanma modeli olusturulan Grup Ila (14gun) grubunda
epidermal ve dermal organizasyonun bozuldugu, zayif rejenerasyon oldugu,
granulasyon dokusunda ve bag doku miktarinda artis oldugu belirlendi. MT
boyamasinda da granulasyon ve bag doku miktarinin artmis oldugu gézlendi. Grup
lIb (28gln)de Grup lla grubuna goére ayni de@erlerde iyilesme oldugu gdézlendi
(Tablo 9-10, Resim 27-28).

Yaslanma modelini tedavi amaciyla kdk hicre uygulamasi yapilan Grup la’nin
(14gin) HE ile boyali kesitlerinin incelenmesinde epidermal ve dermal
organizasyonun Grup lla’ya gore daha iyi oldugu, bag doku ve granulasyon dokusu
artisininin da anlamh olarak azaldigi goézlendi (p=0,43). MT ile boyanan kesitler
incelendiginde de granulasyon ve bag doku artisinin azaldigi gézlendi. Grup Ib’nin de
(28gun) Grup la'ya gore yara iyilesmesinin artmis oldugu gozlendi (Tablo 9-10,
Resim 27- 28).

Grup IVa'ya ait HE boyali kesitlerin incelenmesinde tedavi verilmeyen grupta
yaslanma modeli olusturulan Grup lla’'ya gore epidermal ve dermal organizasyonun
daha iyi oldugu, MT boyamasinda granulasyon ve bag doku artisinin daha hizli
azaldigi gbézlendi. Grup IVb'de ise artan sure ile iyilesmenin daha hizli oldugu
g6zlendi (Tablo 9-10, Resim 27-28).

Grup llla 'nin HE boyali kesitleri incelendiginde epidermal ve dermal
iyilesmenin tamamlandigi, MT boyamasinda da diger tim gruplara gére granulasyon
ve bag dokusu artisinin azaldigi gézlendi. Grup lllb’de artan sure ile iyilesmenin

tamamlandigi gézlendi (Tablo 9, Resim 27-28).

110



Histomorfolojik Skorlama: Bu skorlama yapilirken epidermal ve dermal

iyilesme, granulasyon dokusu artisi, bag doku artisi ve anjiyogenez degerlendirildi.

Tablo 9: Semikantitatif histomorfolojik skorlama

Skorlama Epidermal ve Granulasyon Anjiyogenez
dermal dokusu olusumu ve
rejenerasyon bag doku artisi
0 Cok az epidermal ve | Kalin granulasyon ZayIf anjiogenez
dermal organizasyon | dokusu ve ¢ok bag
doku artigi
1 Az epidermal ve Orta granulasyon Yeni sekillenen ¢ok
dermal organizasyon | dokusu ve orta bag az sayida kapiller
doku artig!
2 Orta epidermal ve Az granulasyon Yeni sekillenen orta
dermal organizasyon | dokusu ve az bag sayida kapiller
doku artigi
3 Tam epidermal ve Cok az granulasyon | Yeni sekillenen ¢ok

dermal organizasyon

dokusu ve ¢ok bag
doku artig!

sayida kapiller
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Resim 27 : HE boyamasina ait gortntiler.Yildizlar reepitelize olan, granulasyon ve iyilesme
olan alanlari gostermekte. Scale bar. 500 um.
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Resim 28: MTboyamasina ait goruntiler. Sari gizgiler granulasyon dokusuna ait olan
alanlar1 géstermekte. Scale bar. 500 um.
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immunohistokimyasal Skorlama

TGF-B, VEGF, ve anti-Kollajen tip | immunoreaktiviteleri semikantitatif yontem
ile degerlendirildi. Her denege ait preparattan rasgele secilen 5’er farkli alanda
degerlendirme yapildi ve ortalamalari alindi. Skorlamada 0: Boyanma yok, 1: Az
boyanma, 2: Orta siddette boyanma 3: Siddetli boyanma olacak sekilde
degerlendirildi.(144)

Tdm gruplar arasinda Kruskal Wallis varyans analiz testine gére gruplar
arasinda anlamli fark vardi (p=0.00). ikili gruplar arasindaki anlamlilik Mann Whitney

U testi ile degerlendirildi.

TGF-B boyamasinda en yuksek degere 14 gunlerde Grup llla’da, 28 ginlerde
Grup lllb de rastlandi. Grup la’da Grup lla’ya gére anlamli artis gézlendi (p=0,30).
Benzer sekilde Grup Ib’de Grup lIb’ye gore anlamli olarak artmigti (p=0,05).

VEGF boyamasinda tium doku ile birlikte 6zellikle vaskiler ve perivaskuler
alanda immun pozitif hicreler gozlendi. Boyamada en ylksek degere 14 glnlerde
Grup llla’da, 28 gunlerde Grup llIb de rastlandi. Kok hlcre tedavisi uygulanan Grup
la’da yaslanma modeli uygulanan Grup lla’'ya gére anlamli artis gbzlendi (p=0,30).
Benzer sekilde Grup Ib’de Grup lIb’ye gore anlamli olarak artmisti (p=0,05).

Tip | Kollagen boyamasinda da en ylksek degere 14 gunlerde Grup llla’da,
28 gunlerde Grup lllb de rastlandi. Kék hicre tedavisi uygulanan Grup la’da
yaslanma modeli uygulanan Grup lla’ya gore anlamli artis gézlendi (p=0,30). Benzer

sekilde Grup Ib’de Grup lIb’ye gore anlamli olarak artmigti (p=0,005).

114



Tablo 10: Gruplara ait Semikantitatif Histomorfolojik ve immunohistokimyasal Skorlama

(ORT+SS)

Gruplar

HISTOMORFOLOJIK TGF-B VEGF anti-Kollajen tip
SKORLAMA |
(ORT+SS)
la 1,3340,51 1,33%0,51 1,33+0,51 1,33+051
lla 0,50+0,54 0,50+0,54 0,50 £0,54 0,50+0,54
llla 1,66%0,51 1,6620,50 1,50+0,54 1,66+0,51
IVa 1,33+0,51 1,16+0,40 1,1620,40 1,330,51
Ib 2,000,00 2,00+0,00 2,000,00 2,00+0,00
b 1,33%0,51 1,50+0,54 1,50+0,54 1,16+0,40
lllb 2,16+0,40 2,3340,51 2,33+0,51 2,16+0,75
IVb 1,66%0,51 1,83%0,40 2,00+0,63 1,83+0,75
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Tablo 11: ikili Gruplara Ait Karsilastirma (Mann Whitney U Testi)

Gruplar GRUPLAR ARASI ISTATISTIK (p degerleri)
Histolojik Skorlama TGF-B VEGF anti-Kollajen
tip |
la-lla 0,43 0,30 0,30 0,30
la-llla 0,93 0,26 0,57 0,26
la-IVa 0,52 0,52 0,52 1,00
lla-IVa 0,26 0,93 0,24 0,26
llla-IVa 0,03 0,04 0,04 0,03
Ib-11b 0,01 0,05 0,05 0,005
la-lla 0,31 0,13 0,13 0,52
Ib-IVb 0,13 0,31 1,00 0,52
lb-1Vb 0,09 0,009 0,33 0,43
lIb-1Vb 0,26 0,24 0,17 0,08
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Resim 30: TGF- immunohistokimyasi. Oklar pozitif boyanmalari géstermekte.
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Resim 31: VEGF immunohistokimyasi. Oklar perivaskiiler alanlar géstermekte.

(Kiglk resim perivaskuler alan)
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Resim 32: Grup Iave ll; ‘nin VEGF immunohistokimyasi. ( Oklar perivaskuler
alanlar1 gostermekte.)
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Kollagen Tip |

149 289

Resim 33: Tum gruplarda Kollagen tip | immunohistokimyasi
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Resim 34:  Kollagen tip | immunohistokimyasi. Grup la’da Grup Il 'ya oranla
artmis kollagen boyanmasi gézlenmekte .
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5.4-idrarda Hasarli DNA Niikleozidi 8-OH-dG’nin Sivi Kromatografi -
Tandem Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS) ile Olciilmesi

DNA nukleozid ekstraksiyonu icin 1 mL idrar ornegi igine stabil izotoplar ile
isaretlenmis internal standart (8-OH-dG™°Ns) eklendi. Ornekler 1.000 g'de 15 dk
santrifijlendi ve supernatantlar filtrelenerek kati faz ekstraksiyon kartuglarina (Oasis
Waters 60 mg, Milford, MA) yuklendi. 1 mL metanol ile ekstrakte edilen drnekler
SpeedVac ile kurutulduktan sonra 100 yL 10 mM Tris tamponu (pH 7.5) ile ¢ozuldl
ve ardindan alkalen fosfataz ile 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda
14.000 g'de 10 dk santrifujlenen érnekler LC-MS/MS analizi dncesinde ultrafiltrasyon
membranlari ile filtrelendi. (145-146)

Ornekler yiiksek basingh sivi kromatografide (Shimadzu, Kyoto, Japan)
reversed faz C18 kolonu (Agilent Zorbax SB Agq 2.1x150 mm, 3.5um) ve guard
kolonu (Agilent Eclipse XDB C8 2.1x12.5 mm, 5 ym) ile 40°C’de ve 0.3 mL/dk akis
hizinda ayrimlandi. Mobil faz olarak % 0.1 formik asit iceren dH,O (A) ve asetonitril
(B) kullanilarak gradient analiz gergeklestirildi. Toplam analiz zamani 26 dk,

enjeksiyon hacmi standartlar i¢cin 10 uL, idrar 6rnekleri igin 30 pL’dir.

Hasarlh DNA nUkleozid analizi triple kuadripol iyon trap tandem Kkutle
spektrometresinde coklu reaksiyon izleme (MRM) modunda turbo V iyon sprey
kaynagi ile gergeklestirildi. 8-OH-dG icin m/z 284/168, 8-OH-dG**Ns igin m/z 289/173
ana iyon/urun iyon ciftleri izlendi. Veri analizlerinde Analyst Software Version 1.5

kullanildr.
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Gruplara ait degerler ortalamatStandart sapma olarak verildi. Gruplar arasi
farklihklar Kruskal Wallis Varyans analizi testi ile, gruplar arasindaki farkhligin hangi
gruptan kaynaklandigi ise Mann Whitney U testi ile analiz edildi. istatistiksel analiz
icin, Statistical Package for Social Sciences (SPSS) Version 15.0 for Windows
(SPSS Inc, USA) adli bilgisayar programi kullanildi. p<0.05, istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.

Grup I, ile I, ve grup ll; ile 1l ‘nin arasinda (14-28. gunlerde) Kruskal Wallis

Varyans analizi ile yapilan testte anlaml fark oldugu goéruldu. (p= 0,027)

Tablo 12: idrarda 8-OH-dG/kreatinin (hmol/mmol) degerinin gruplara goére ortalama
degerleri (Ort£SS)

Gruplar 8-OH-dG/kreatinin (nmol/mmol)
OrtalamaxS$S
la 1.84£0,031
lla 1.83£0,021
TR 4,360,083
Va 2,040,023
e 3,110,076
o 2,710,006
s 2,590,019
Ve 2,22+0,295
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Tablo 13 : Gruplar arasinda 8-OH-dG duzeylerinin karsilastiriimasi

Mann Whitney U
(p degerleri)
la-11a 0,827
la-11l5 0,513
la=1Va 0,827
Ha-15 0,513
a-1Va 0,376
a-1Va 0,513
lp-11p 0,275
lp-111p 0,184
lh-1Vp 0,127
p- 1y 0,827
Hp-1Vp 0,275
Hp-1Vp 0,275
lalb 0,050
o=l 0,050
Ha-111p 0,513
IVa-1Vy 0,275

p=<0.05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.
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7- TARTISMA :

Yaglanma; Bir sistemin fiziksel, kimyasal veya biyolojik ajanlardan
kaynaklanan eksojen ve, veya endojen stres faktorlerine karsi cevap verme yetisinde

azalma ile karakterize, ¢ok yonli ve zamana bagiml kompleks bir suregtir.(1,2)

GUnumuzde modern tibbin en buylk ugraslarindan biri; daha uzun yasam suresi
elde etmek, bu sureyi daha ylksek yasam kalitesi ile stirdlirmek, yaslanmayi azaltmak
ve geng¢ gorunmeyi saglamaktir. Yaslanma karsiti tedavi ise canliligi, enerjiyi yeniden
kazandiran, daha saglikh uzun bir yasam surebilmeyi saglayan multidisipliner bir

yaklasimdir.

Deri yaslanmasi yapisal ve molekuller bozulma ile birlikte derinin fonksiyonel
ve estetik sonuglarini da etkileyen ve progresif seyreden bir slrectir, yaslanmaya
bagh belirtilerin gérildigi ilk organdir. insanlarin yasam siresinin uzamasi, dis
gérintse verdigi 6nemin artmasi ile deri goérlntlisindeki bozulmalar kiginin

psikolojisini, sosyal iligkilerini ve saghgini etkilemektedir.

Kronolojik yaslanma (intrensek yaslanma) kisinin genetik alt yapisinin
belirtecidir, zamana bagimh bir sure¢ olup engellenemez. Yaslanmanin hizi tim
canlilar ve ayni tir canhlarin bireyleri arasinda da farkliliklar gosterir. Dermiste
kollajen ve elastin sentezinde azalma sonucu yaslanan deride ince kirisiklilar,
epidermal incelme ve cilt elastikiyetinde azalma, sarkmalar ve sebum sekresyonunda
azalma sonucu kuruluk goézlenir. Olusan degisiklikler c¢ogunlukla fonksiyonel
dizeydedir. (18,147)
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Ekstrensek yaslanma ise basta kronik UV maruziyeti olmak Uzere, beslenme
aliskanliklari, sigara kullanimi, alkol tuketimi ve olumsuz cevresel faktorler bagli

olarak ortaya ¢ikan deri yaglanmasi tipidir. (1,2)

Ekstrensek yaslanma tipinde de elastikiyet kaybi, kollajen sentezinde azalma
ile birlikte kronik hasar yapici etkene maruziyet sonucu melanin sentezinde artisg,
deride pigmente lekeler, genislemis kapiller yapilar ve cilt turgor ve tonunda

bozulmalar gorulebilir.

Her iki yaslanma tipinde de reaktif melanosit hiperplazisine bagli olarak
dizensiz hiperpigmentasyon gorulur. Langerhans hucre sayisi belirgin olarak
azaldigi icin immun yanitta da baskilanma gorulur.(148) Elastik liflerin enzimatik
degradasyonu sonucunda kalinlasma, kuguk kistik olusumlar ve daha sonra da tam
parcalanma gorultr. Prolin ve lizin hidroksilaz enzimlerinin aktivitesinin azalmasina
badli olarak kollaen g¢apraz baglarinda azalma olusur ve kollajen stabilizasyonu

azalir.

D-Galaktoz ile yaslanma ekstrensek mekanizma ile olusan bir yaslanma
modelidir. Organizmaya yuksek dizeylerde Galaktoz alindiginda galaktoz oksidaz
enzimi ile bir aldehit olan galaktitol ve hidrojen perokside(H,O) donusur. H,O, DNA
uzerinde oksidatif hasar olustururak yaglanmaya sebep olur. D-Galaktoz uygulamasi
ile merkezi sinir sistemi, oditor kanal, temporal lob Uzerinde yaglanma modelleri
olusturulmustur(149,150) ancak deri Uzerindeki etkileri ilk olarak bizim ¢alismamizda
incelenmigtir.  D-Galaktoz ile yaslanma sonrasinda deride epidermal incelme,
vaskularitede azalma, melanin pigment artigi, kollajen matirasyonunda azalma
oldugu gorulmustir. D-Galaktoz ile yaslanma sonrasinda fibroblast proliferasyonu ve
migrasyonunn azalmasina bagl olarak kollajen sentezi azalmakta, TGF-B8, FGF ve
IGF-1 sekresyonlari da azalmaktadir, tim bu sitokin ve mediatorlerin azalmasina

bagli olarak yara iyilesmesi de gecikmekte, iyilesen yarada deri kalitesi azalmaktadir.
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Won- Serk Kim ve arkadaslarinin yaptigi calismada UVB maruziyeti ile
ekstrensek yaslanma modeli olusturulmustur. RMX-3W (Handok Biotech,
Seul,Korea) isimli UVB isini yayan sistemle ratlarin sirtina ortalama 6,9 J/cm?
dozunda Skez/hafta olmak Uzere 8 hafta boyunca iginlama yapiimis, UVB uygulmasi
sonrasi dermal fibroblastlarda kollajenaz aktivitesi artisi gosterilmis. Kollajenaz
aktivitesi artigsina bagh olarak epidermal kalinlikta azalma, kirigiklik olusumu, deride
sararma gorilmus. UVB isinlamasi + ADAS Hucre verilen grupta ise VEGF,HGF(
Hepatosit Growth Faktor), IGF, PDGF, TGF-B artisina bagh olarak dermal
fibroblastlardan kollajen sentezinde artis ve buna bagl olarak epidermal kalinlkta

artma ve dermal kirigiklik olusumunda azalma oldugu gosterilmistir. (151)

Ishitsuka ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise UV isinlamasi sonrasinda
inflamatuar hiicre sayisinda artis oldugunu gdstermislerdir. Tirozinaz artisi1 dogrudan

hiperpigmentasyon ve deri yagslanmasi ile baglantili bulunmustur.(152)

Dong-Seok ve arkadaslarinin yaptugi c¢alismada ise yara iyilesmesi ve
yaslanma Uzerinde TGF-B uygulamasi sonrasinda TGF-B'nin MITF ve Tirozinaz
aktivitesinde inhibisyon yaparak melanogenezi inhibe ettigi bu etki sonucunda
hipepigmentasyon gorulmedigi, kirsiklik olusumunda azalma oldugu gosterilmigtir.
(153)
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Yara iyilesmesinin ve yaglanmanin tedavisinde son donemde azalan ve
fonksiyon vyitiren maddelerin replasmani yerine sistemik ya da lokal kdk hucre
uygulamalari 6nem kazanmaktadir. Kék hicrelerin farkli doku htcrelere diferansiye
olabilme yetenekleri nedeni ile rejeneratif tipta kullanimlari giderek artmaktadir. (154)
Epidermis bazal tabaka ve kil folikllleri etrafinda bulunmakta olan yetiskin kok
hdcreler oksidatif hasar ya da yaralanma sonrasinda ortamlarinda artan mediatoérlerin
etkisi ile aktive ve diferansiye olarak doku hasarinin tamirinde rol alirlar. Yaralanma

bdlgesine gelerek fibroblast veya myofibroblast yoninde diferansiye olurlar. (155)

Embriyonik kdk hlicre kesfi daha eskiye dayanmasina ragmen etik ve yasal
sorunlar nedeni ile rejeneratif tipta kullanimlari kisith olarak kalmistir. Embriyonik kdk
hicreler totipotent olduklar icin her turl doku ve hicreye diferansiye olabilme
kapasitesine sahiptirler. Embriyonik kok hicre kullaniminin diger dezavantaji ise
tumor gelistirme riski olmalaridir. Embriyonik kok hlcre kullanimi sonrasinda teratom

olusumu bildirilmistir. (156)

Yetigkin kok hlcreler ise yuzey isaretleyicilerine gére mezenkimal kok hicre,
hematopoetik kok hucre ve endotel progenitor kdok hucre olarak ayrilirlar, temel
gorevleri bulunduklari dokuda hasar sonrasi onarim mekanizmasinda rol almak ve

doku butinligunun devamini saglamaktir.

En dnemli 6zellikleri;

1-Plastik yluzeye yapigsabilmeleri

2-in vitro kiltir ortamlarinda uygun diferansiyasyon sinyalleri verildiginde ostojenik,
kondrojenik ve adipojenik farklilasma gdsterebilmeli,

3-Hucrelerin ylzeyinde yer alan ve hilcre sinyal yolaklarinda rol alan farklanma
kiimeleri ( = clusters of differantiation) belirteglerinden CD 73, CD 90, CD 105’i
%95’in Uzerinde eksprese etmeli

4-CD 14,CD 19, CD 34, CD 45, HLA-DR belirteglerini %2’den az eksprese etmelidir.
(103)
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Calismamizda elde ettigimiz ADAS hucrelerin akim sitometri analizleri
sonucunda hematopoetik kok hicrelere ait olan CD 34, CD 45 belirteclerinin negatif
oldugu goruldi. Adipoz doku kokenli kok hucrelere ait olan CD 73, CD 105, NG2

sayimlarinin %99 oraninda pozitif oldugu gorulda.

ADAS Houcrelerin yara iyilesmesi ve oksidatif hasar sonrasi iyilesmeyi arttiric
etkileri anjiogenezi uyarici etkilerinin ylksek olmasina baglidir. VEGF, IGF,
HGF,PDGF, KGF,TGF-B duzeylerini arttirarak anjiogenezi uyarirlar. KGF artigi

sonucu epitelizasyon artar. (157)

Calismamizda sakrifikasyon esnasinda Grup | ve Grup llI'te skar gevresinde
yogun yeni kapiller olusum gézlemledik. Histolojik incelemelerde grup Il ve Grup IV
ile karsilastinldiginda yeni kapiller olusumu ve olusan kapillerde cap artigi anlaml
olarak farkh oldugu goruldu. VEGF immunohistokimyasal olarak incelendiginde en
yuksek Grup llI'te saptandi. Grup | de saptanan VEGF dizeyinin ise rolatif olarak
Grup II'den ylUksek oldugu goruldi. Uygulanan kok hucre sayisinin artmasina bagh
olarak anjiogenezde artis oldugu ise Kim ve arkadaslarinin yaptigi calismada
gosterilmistir. UV hasari sonrasinda 10° adet ADAS hiicre uyguladiklari grupta
dermis kalinli§i ve yeni sentezlenen kollajen miktarinin 10% ve 10* adet ADAS hiicre

uygulanan gruba gore daha fazla oldugunu belirtmiglerdir. (158)

ADAS Houcrelerin yara iyilesmesi ve doku hasarindaki diger bir etkisi de
parakrin uyari ile dermal fibroblastlari uyararak kollajen sentezini arttirmalardir.
(158,159) Calismamizda tip 1 kollajen immunohistokimyasal olarak incelendiginde
en yuksek Grup lIl'te saptandi. Grup | de saptanan tip 1 kollajen dizeyinin ise rolatif
olarak Grup II'den yuksek oldugu goéruldi. Primer yara iyilesmesi esnasinda dermal
fibroblastlarca Uretilen kollajen miktarinin artmasi sonucunda yeni olusan skar

dokunun kalitesi de artmaktadir. Calismamizda 14 ve 28. Gunler arasinda
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karsilastirma yapildiginda 28. Gunde alinan drneklerde daha fazla kollajen miktarina
rastlaniimasi yara iyilesme doénemlerinden matirasyon evresinde ADAS hicre

etkinliginin kollajen sentezi lizerinde daha fazla oldugunu gdéstermektedir.

Gruplara gore tuylenme artisi ve kil folikil sayisi incelendiginden fazla
tiylenmenin 28. Giinde Grup III’ te oldugunu goérdik. Histomorfolojik olarak da sayim
yapildiginda 28. Gunde grup lll'te kil foliktlt sayisi daha fazlaydi. Grup I'de ise 14 ve
28. Gunlerde tuylenme ve kil folikUlu sayisinin grup II'den daha fazla oldugu gorulda.
Bu bulgulardan yola ¢ikarak ADAS hicre uygulamasinin kil kdkine yerlesen kok
hicrelere parakrin yolla etki yaparak uyardigini ve kil folikilleri Gzerinde apoptoz

oranini dusurdugunu soyleyebiliriz.

Oksidatif hasar DNA Uzerinde purin ve pirimidin bazlarinda modifikasyonlar
meydana getirirerek DNA hasari Uzerinden doku hasari ve yaslanmaya sebep
olmaktadir. (Denham Harman, Free Radical Theory of Aging). DNA bazlari i¢cersinde
iyonizasyon potansiyeli distk olan ve oksitlenmeye en yatkin olan baz Guanindir(Mc
Dorman ve arkadaslari 2005). Bakir iyonlari polianyonik olan DNA’nin guanin bazina
yuksek afinite ile baglanir. Hidroksil radikali (OH’) guanin molekdlinun 8.
Pozisyonuna eklenir. Bu reaksiyonu urlinu olan C8-OH bir elektron ve bir proton
kaybederek 8-OH-d-Guanine okside olur. Calismamizda yara iyilesmesinin 14-28.
gunlerinde ratlarin 12 saatlik idrarlarinda hasarli DNA nukleozidi 8-OH-dGhin sivi
kromotografi- tandem kutle spektrometresi ile analizinin yaptik. 14. gunde alinan
sonuglarda en yuksek degeri grup llI'te oldugunu gordik. Grup | ve II'de ise 14. gln
ve 28. gunlerde alinan degerlerde anlamh fark olmasi ise oksiadatif hasara bagli
olusan nukleozid hasarinin metabolize edilme hizinin zamanla arttigini ve atilhimini
hizlandigini disundurdu. Oksidatif hasarin zamana bagimli bir parametre oldugu ve
alinan sonuglarin daha genis gruplarla daha uzun surede yapilan analizlerle daha

guvenilir olacagini dugundurdu.
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8- SONUC VE ONERILER:

Bu c¢alismada, mezenkimal kok hucrelerin yaslanma modeli olusturulmusg
ratlarda yaslanmanin olumsuz etkilerini azaltma potansiyellerinin belirlenmesi
amaclanmistir. ADAS hicre uygulamasinin azalan molekullerin replasmani, etkilenen
hicre sayisinda proliferasyonun indiklenmesi ve fibroblast ya da endotel hiicre
yonune diferansiye olmasi, parakrin etki ile yara iyilesmesi ve Uzerinde etkili olan
mediatdr salinimini arttirmasi ozellikleri nedeni ile olusan hasari azaltmada etkili
olacagini dustnerek planladik. Ratlarin inguinal alanindan alinan yag grefti ile ADAS
hicre elde ettik. Kulture edilip, gcogaltilan hiucrelerin yuzey belirteclerini analiz ederek
mezenkimal kok hucre oldugunu kanitladik. Ratlarin dorsal derisinde insizyonel yara
olusturarak yaslanma modeli olusturulmus grup ile kontrol grubu arasinda ADAS

hicre etkilerini inceledik.

ADAS hducrelerinin elde edilmesinin zor olmasi, sayica az olmalari nedeni ile
kiltare edilip gogaltiimalari gerekmesi, 6zel merkezlerde Uretilip gogaltiimasi nedeni
ile klinikte kullanimi hala sinirhdir. Ayrica uzun pasajlamalar sonrasinda malign
transformasyon saptanmasi da ADAS hicrelerin Kklinikte in vivo kullanimini
sinirlamaktadir.  (139,148) Bu bulgular sonucunda ADAS hucrelerin  malign
transformasyon etkilerinin incelenmesi i¢in daha genis serilerde arastirma yapilmasi

ve in vivo sartlarda net olarak beirlenmesinin daha guvenli olacagini dugsinmekteyiz.

Oksidatif hasar parametresi olan 8-OH-d-Guanozin Olgimlerimizde ayni
gruplar olan grup | ve Grup I'de 14-28. glnler arasinda anlamli fark olmasi bize
oksidatif hasar parametre o6ligiminde daha uzun sureli takiplerin daha saghkli

analizler sunacagi sonucunu dusundurda.
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Bu calisma, yaslanmanin tetiklendiginde deride ADAS hucre uygulamasi ile
kollajen Uretimi, kapiller yogunluk, vaskularizyon ve melanin sentezinde
immnuntolerans geligtirerek yaglanma belirtilerinin azaltildigini gostermistir. ADAS
hicre uygulamasinin deri kalitesinde artis ve yara iyilesmesine olumlu etkileri oldugu
gOrulmustir.Bu sonuglar,yaglanmanin olumsuz etkilerinin geri gevrilmesinde MKH’leri

ADAS hucrelerin 6nemli bir potansiyeli oldugunu ortaya koymustur.
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