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OZET
Kordon kani kok hiicrelerinin diyabetik ayak yaralarinda iyilesmeyi saglayan
faktorler lizerine etkisinin immiinohistokimyasal yontemle gosterilmesi

Dr. Nazli CiL

Diyabetik ayak tedavisinde kemik iliginden, periferik kandan ve kordon
kanindan elde edilen kok/progenitér hiicrelerin kullanilmasi giin gegtikce daha
yaygin hale gelmektedir. Kok/Progenitor hiicreler anjiogenik faktorleri salgilatarak
neovaskiilarizasyona yardim ederler. Ayni zamanda bu hiicreler iskemik durumlarda,
diabetik ayak iilserasyonunu da igeren bazi patolojik durumlarda hiicre ¢ogalmasi ve
hiicre gog¢iinii uyararak epitelizasyonu saglarlar. Biz ¢calismamizda kordon kanindan
elde ettigimiz CD 34(+) kok hiicrelerini diyabetik yara olusturdugumuz siganlara

vererek yara iyilesmesindeki rollerini incelemeyi amagladik.

Calismamizda Wistar-Albino cinsi, saglikli, 18 adet erkek sican kullanildi.
Ortalama agirliklart 230 gr (200-250 gr), rasgele secilerek ii¢ gruba ayrildi. 1.grup
kontrol (K grubu; n: 6), 2. grup diyabet olusturulan grup (D grubu; n: 6), 3. grup ise
diyabet olusturulduktan sonra kordan kani kok/progenitor hiicre verilen grup (KH
grubu; n:6 ) olarak 3 esit gruba ayrildi. Tiim sicanlarin baglangi¢ agirliklar1 ve kan
glikoz diizeyleri olgiildii. D grubu ve KH grubundaki her bir sigan deneysel diyabet
olusturmak i¢in streptozosin 50-60 mg/kg tek doz intraperitoneal olarak uyguland.
Streptozosin uygulamasindan sonraki 3. giin siganlarda kan glikoz diizeyleri’i 250
mg/dl nin {izerinde olan sicanlar diyabet olarak kabul edildi. Tiim siganlarin sag 6n
ayaklarina steril punch biyopsi kullanilarak 5 mm ¢apinda yara yeri olusturuldu. KH
grubuna 0,5x10°% kordon kani kékenli CD 34 (+) hematopoetik kok hiicre lokal olarak
yara yerine uygulandi. Yara olusumundan sonra siganlarin 10. giinde agirliklar1 ve
kan glikoz diizeyleri tekrar 6lgiildii. Sicanlar genel anestezi altinda dekapitasyon ile
sakrifiye edildiler. Yara bolgesinden deri dokular1 alinip formaldehitte tespit edildi.
Isik mikroskop takip yontemi uygulanarak parafine gomiilen bloklardan 5 pm
kalinliginda kesitler alindi.  Kesitlere daha sonra Terminal deoksiniikleotidil-
transferaz aracili dUTP nick-and labelling (TUNEL) yontemi, TGF-p ,PDGF, VEGF
, FGF, IL-1 ,TNF-o ve Kkaspaz 3 aktivasyonlarin1 belirlemek i¢in

immunohistokimyasal yontem uygulandi.
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Diyabetik sican modelinde ayak iilseri tedavisinde kullandigimiz kordon kani
CD34(+) kok hiicreleri yaralarda belirgin iyilesme saglamistir. Isik mikroskobik
bulgularimiz KH uygulanan deneklerde ayak yaralarinda yeni olusan derinin diyabet

grubuyla karsilastirildiginda ¢ok daha normal yapida oldugu saptanmuistir.

Calismamizda VEGF, PDGF, IL-1, FGF, TGFp TUNEL, kaspaz 3 ve TNF-a
ekspresyonlar1 agisindan diyabet ve kok hiicre uygulanan gruplar arasinda farklilik
vardi. VEGF, PDGF ve TGFB’nin kok hiicre uygulanma gruplarda fazla olmasi

yara iyilesmesinde bu faktorlerin etkili oldugunu gostermektedir.

TNF-a sonuglarimiz bizim i¢in oldukca anlamliydi. Apoptozisin 6nlenmesinde
FGF uyariminin etkin oldugu disiiniilmektedir. FGF’nin TNF-a y1 inhibe ederek
apoptozisi engellemesi yara iyilesmesinde Onemli bir siiregtir. Kok hiicre
uygulamalarinin FGF ekspresyonun artirmasinin  diyabetik yara iyilesmesinde yeni

tedavi yaklagimlarinda anahtar molekiil olacag: diisiintilmektedir.

Anahtar kelimeler: CD 34, diyabetik ayak, yara iyilesmesi, apopitozis
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ABSTRACT
The Indication of the Influence of Cordon Blood Stem Cells on the Factors that
Provide Healing on Diabetic Foot Scars Using Immunohistochemical Method
Dr. Nazli CiL

It gets commoner each day to use stem/progenitor cells procured from bone
marrow, peripheral blood and cordon blood in diabetic foot treatment. The
stem/progenitor cells help neovascularization by having angiogenic factors excreted.
At the same time, these cells provide epithelisation by stimulating cell multiplication
and cell migration in certain pathological situations that also includes diabetic foot
ulceration in ischemic conditions. Stem/progenitor cells help the restoration of the
scarred area. In this study, we aimed to examine the role of the CD 34(+) stem cells

acquired from cordon blood in healing the scars by applying it on rats.

In our study, 18 healthy male rats of Wistar-Albino kind were used. Their
average weight was 230 gr (200-250 gr) and they were randomly divided into three
groups. The first group was the control group (Group K; n: 6), the second group was
a group consisting of diabetics (Group D; n: 6) and the third group was the group
which was given cordon blood stem/progenitor after the creation of diabetic (Group
KH; n: 6 ). The weights and glucose levels of all the rats were measured at the
beginning. Each rat in group D and group KH was given a single dose of 50-60
mg/kg streptozosin intraperitoneally. On the third day after the streptozosin
application, the rats with over 250 mg/dl glucose level were regarded as diabetics.
Scarred areas of 5 mm in diameter were generated on the feet of all the rats by the
application of sterile punch biopsy. CD 34(+) rooted in 0,5x10° cordon blood was
applied locally on the scarred area in group KH. On the tenth day after the generation
of the scar, the weights and blood glucose levels of the rats were measured. The rats
were sacrificed by decapitation under general anaesthesia. By the use of light
microscopy monitoring method, tissues in 5 pm thickness were taken from the
paraffin-embedded blocks. The tissues were later applied with terminal
deoxynucleotydal-transferase mediated dUTP nick-and labelling (TUNEL) and
TGF-f ,PDGF, VEGF , FGF, IL-1 ,TNF-a methods; and were also applied

immunohistochemical method in order to determine their caspase 3 activations.
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In the treatment of foot ulcer in diabetic rat model, the use of cordon blood CD
34(+) stem cells provided a significant healing. Our light microscopic findings
showed that the newly formed skin in the foot scars in KH applied subjects were

found to be a lot more normal compared to diabetic group.

In our study, there were differences between diabetic and stem cell applied
groups in terms of their VEGF, PDGF, IL-1, FGF, TGFp, TUNEL, caspase3 and
TNF-a expressions. The higher amount of VEGF, PDGF and TGFp in stem cell

applied groups indicates that these factors are influential in scar healing.

The TNF-a results were rather significant for us. It is thought that the FGF
stimulation has an active role in apoptosis prevention. FGF’s prevention of apoptosis
by inhibiting TNF-a is an important process in the healing process of the scars. We
assume that the increase of FGF expressions by the application of stem cells will be a
key molecule in new treatment approaches to diabetic scar healings.

Keywords: CD 34, diabetic foot, wound healing, apoptosis
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GIRIS

Gebelik boyunca anneyle bebek arasindaki baglantiyr saglayarak bebegin besin
ile oksijen gereksinimini karsilayan gobek kordonu igerisinde erigkin kaninda
gordiigiimiiz eritrosit, 16kosit ve trombosit gibi kan hiicreleri vardir. Bunlara ilaveten
eriskin kanindan daha yiiksek oranda kok hiicreler bulunur. Kordon kam
kok/progenitor hiicreleri, kemik iligi ve periferik kandaki kok/progenitor hiicrelerle
karsilastirildiginda daha uzun telomere, daha yiiksek ¢ogalma kapasitesine sahiptir.
Immiin yapilanma y6niinden heniiz timus egitimini tamamlamamis olmasi, baska bir
insanda daha kolay uyum gostermesine olanak saglar. Bu nitelikleri nedeniyle diger
kok hiicrelere gore daha avantajlidirlar ve bu nedenle bir ¢ok alanda tedavi amagh

kullanilmaktadirlar (1).

Diabetes mellitus (DM) karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda
bozukluklara neden olan kronik hiperglisemik bir hastaliktir. Ayak {iilserleri diyabetli
bireylerde yasam kalitesini ve siiresini etkileyen ve diyabete bagli gelisen onemli

morbidite ve mortalite nedeni olup hastalarin en sik hastaneye yatis nedenlerinden

biridir (2).

Yara iyilesmesi kompleks bir siirectir ve bu siire¢ diyabetli hastalarda oldukca
agir ve zor gecer. Genel olarak yara iyilesmesinin ii¢ evresi vardir. a)inflamatuar
Evre b. Proliferatif Evre (Fibroblastik Evre) c. Maturasyon Evresi ( Remodeling
Evresi) (3).

Inflamatuar evre yaralanma aninda baslayip, 24-48 saat icinde sonlanir. Yara
lyilesmesinin baslangic basamagi olan akut inflamasyon, hemostazin saglanmasi,
immun sistem komponentlerinin gocii, mekanik, bakteriyel ve kimyasal etkilere kars:

cevabin olugsmasini saglar. Bu donemin en 6nemli elemani, kan damarlaridir (3).

Yaralanmay1 takiben notrofil ve lenfositlerden sonra bolgeye gelen hiicreler
makrofajlardir. Makrofajlarin yara iyilesmesinde gorevi, fibroblastik ¢ogalma ve
farklanma yaninda anjiogenez ve kollajen sentezini uyaran mitojen maddeleri

serbestlestirmeleridir. Makrofajlarin 6nceden sadece fagositik fonksiyonlari oldugu



disiiniiliirken  buglin yara iyilesmesinde olduk¢a ©Onemli rol oynadiklar
gosterilmigtir. Bu role sahip olmasmin en Onemli nedeni salgiladigi biiylime
faktorleridir. Aktif makrofajlardan salinan biiytime faktorleri: TGF- - Transforming
growth faktor beta, PDGF - Platelet derivated growth faktor, IL-1 - Interlokin 1, PAF
Platelet aktivated growth faktor, TGFalfa - Transforming growth faktor alfa, TNF -
Timor nekroz faktorii, FGF - Fibroblast growth faktor, EGF - Epidermal growth
faktordiir (3,4).

Diyabetik ayak tedavisinde kemik iliginden, periferik kandan ve kordon
kanindan elde edilen kok/progenitér hiicrelerin kullanilmasi giin gegtikge daha

yaygin hale gelmektedir (5).

Kok/Progenitor hiicreler anjiogenik faktorleri salgilatarak neovaskiilarizasyona
yardim ederler. Ayni1 zamanda bu hiicreler iskemik durumlarda, diabetik ayak
tilserasyonunu da igeren bazi patolojik durumlarda hiicre ¢ogalmasi ve hiicre gociinii
uyararak epitelizasyonu saglarlar. Kok/progenitdr hiicreler yarali alanin tamirine

aracilik ederler (6).

Biz bu calismada kordon kanindan elde edecegimiz CD 34(+) kok hiicrelerini
diyabetik yara olusturdugumuz sicanlara vererek yara iyilesmesini incelemeyi
amacladik. Bu sliregte etkili olan biiylime faktorlerinden TGF-Bf ve PDGF,
anjiogenezisle ilgili olarak vaskuler endotelial growth faktér (VEGF) ve FGF,
sitokinlerden de IL-1 ve TNF-o ekspresyonunu immiinohistokimyasal olarak
inceledik. Bu ¢alismada ayrica kordon kani kok hiicrelerinin = apototik siirece olan
etkisini arastirmayr amagladik. Literatiir taramasinda kok hiicrelerin yara iyilesmesi
sirasinda apoptotik siirece olan etkileriyle ilgili caligmaya rastlanilamamistir. Bunun
icin TUNEL yo6ntemi uyguladik ve apoptotik yolakta 6liim molekiilii olan Caspas 3

aktivasyonunu immunohistokimyasal olarak inceledik.



GENEL BIiLGILER

GOBEK KORDONU (UMBLIKAL KORD)

Gobek kordonu fetus ve plasenta arasindaki yasam kanalidir. Umblikal kord 5.
haftada gelismeye baslar ve tiim gebelik boyunca fetus ve plasenta arasindaki
damarlar1 korur (7). Umblikal kord genellikle 1-2 cm ¢apinda ve 30-90 cm (ortalama
55 c¢m) uzunlugundadir (8).

Gobek Kordonu Embriyolojisi

Amniyon ve embriyonik ektoderm birbiriyle ilkel gobek halkasi (primitif
umblikal ring) adi verilen oval bi¢imli bir ¢izgide birlesirler (amniyoektodermal
birlesim ¢izgisi). Gelisimin 5. Haftas1 bu halkadan su yapilar geger (sekil 1A). :1)
allantois ve iki arter, bir venden olusan umblikal damarlar1 igeren baglanti sapi. 2)
vitellin kanal ve vitellin damarlar. 3) Intraembriyonik ve ekstraembriyonik kolom
bosluklarini birlestiren kanal (sekil 1C).

Vitelliis kesesi amniyon ve koryon plagiyla siirlanmis olan koryon boslugu
igcinde bulunur (sekil 1B).

Gelisimin ilerlemesiyle, amniyon boslugu koryon boslugundan daha da hizl
bliyliyerek, koryon boslugunda daralmaya yol acar. Bunun sonucunda amniyon
baglant1 sapiyla vitellus kesesi sapini digtan sararak, primitif gébek kordonunun
olusmasini saglar (sekil 1B). Distalde kordonun i¢inde vitelliis kesesinin sapiyla
umblikal damarlar ve daha proksimalde bunlarin yani sira barsak kivrimlariyla
allantoisin kalintilar1 bulunur (sekil 1C). Koryon boslugu i¢inde bulunan vitelliis
kesesi de gdbek kordonuna bir sapla baglhdir. Ugiincii ayin sonunda amniyon iyice
genisleyerek koryon ile sirt sirta gelir. Koryon boslugu kaybolur (sekil 1D). Vitelliis
kesesi daha sonra biiziislir ve zamanla tikanir.

Bu donemdeki abdominal kavite gecici bir siire hizla biliyliyen barsak
halkalarinin sigamayacagi kadar kiigiiktiir ve bu nedenle barsaklarin bir kism1 gébek
kordonu i¢indeki ekstraembriyonik sélom bosluguna itilir. Barsak halkalarinin bu
sekilde digar1 sarkmasma fizyolojik gobek fitig1 denir (sekil 1D). Ugiincii ayin

sonuna dogru barsak halkalar tekrar karin bosluguna donerler ve gobek kordonu



icindeki solom boslugu yok olur. Allantois, vitellin kanal ve damarlarimin yok

olmastyla gobek kordonu i¢inde sadece wharton’s jellyle kapli umblikal damarlar

kalir (9).

A:baglant1 sap1

B:vitelliis kesesi
sap1

1:amniyotik
ikavite

2:vitelliis kesesi
3:koryonik kavite
4:koryon

5:allantois

1:omphalo-enterik
kanal

2:Ekstraemriyonik
s6lom

3:Allantois
4:Umblikal ven
5:Umblikal arterler
6:Amniyon
7.Intestinal

tiip(fiziksel
umbikal herni)

A) Umblikal kord (baglant1 sap1 ve umblikal kese sap1 birleserek umblikal

kordu olusturur. Amniyotik sivinin artmasiyla koryonik kavite yok olur. Yaklasik 4,5

hafta

B) Koryonik kavitede umblikal kese (yaklasik 8. hf’ da amniyonun

geniglemesiyle embriyo esnemektedir. ) C) Yaklasik 8 hf sonunda primitif umblikal

kordun transvers kesiti D) Yaklasik 3. ayda primitif umblikal kordun transvers kesiti

ve ve fizyolojik gobek fitig1.

Sekil 1: Gobek kordonu embriyolojisi
(http://www.embryology.ch/anglais/fplacenta/cordon01.html

The umbilical cord, development of the umblical cord. Erisim tarihi:25.03.2013)



http://www.embryology.ch/anglais/fplacenta/cordon01.html

Gobek Kordonunun Histolojisi

Gobek kordonu etrafi amniyon zar1 epiteliyle sarili iki arter, bir venden olusur.
Iki umblikal arter deoksijene kani plasentaya; bir umblikal ven oksijene kan
plasentadan embriyoya tasir. Umblikal damarlar embriyonik allantoisten gelisen
Wharton jeli adi verilen miikdéz bag dokusuyla cevrilidir (10). Bu umblikal kord
maddesini ilk tanimlayan kisi Ingiliz hekim ve anatomist Thomas Wharton’dur
(1614-1673) (11). Wharton jeli proteoglikan, kollajen lifler ve myofibroblast benzeri
stromal hiicrelerden meydana gelen jelatinimsi bir bag dokusudur (10). Umblikal
damarlarin ¢evresinde koruyucu bir kat olusturur. Dogum sirasinda plasental
dolagimin kesilmesiyle umblikal arter duvart muskuler oldugunda ve ¢ok sayida
elastik lif icerdiginden, gobek kordonu baglandiktan sonra bu arterler hizla daralir ve
kapanirlar (9). Damar duvarinda diiz kas kontraksiyonu ve Wharton jeli’nin etrafinda
genisleme olur (11). Plasental kan damarlarinin kapatilmasina yardimer olmak igin
Wharton jelinin hacmi artar (miksématdz). Wharton jelindeki matriks hiicreleri son
zamanlarda kok hiicreler i¢in potansiyel bir kaynak oldugu tespit edilmistir (11).
Sekil 2°de gobek kordonunun histolojik kesiti goriilmektedir. Bu kesit fetuse yakin

kisimdan alindigi i¢in allantois goriilmektedir.

pPplacental
wvein

i

placental =L

arte - e
< o placental artery ~

Placental Cord

Sekil 2: Gobek kordonun histolojisi
http://embryology.med.unsw.edu.au/notes/placentas.htm#PlacentalMembranes
Erigim Tarihi: 26 Mart 2013 (11)



http://embryology.med.unsw.edu.au/notes/placenta5.htm#PlacentalMembranes

KOK HUCRELER

Kok Hiicre

Canli viicudunda uzun siire boliinebilen, kendini yenileyen ve viicudun
ihtiyacina gore farklilasarak diger doku hiicrelerine doniisebilen hiicrelere ‘kok
hiicre’” denir (12).

Kok hiicreler viicuttaki diger hiicrelerden farklidir. Bir hiicreyi kok hiicre
olarak tanimlamak i¢in bes 6l¢iit tanimlanmustir:

1) Kok hiicreler, uzun zaman dilimleri boyunca bdliinebilme ve

kendilerini yenileyebilme 6zelligine sahiptirler.

2) Kok hiicreler 6zellesmemislerdir.

3) Kok hiicrelerden elde edilen bir yavru hiicre, 6zellesmis hiicrelere
kaynaklik edebilir.

4) Kok hiicreler, hasar goren aliciya nakil sonrasinda kaynak dokuyu

islevsel olarak ¢ogaltabilmelidir.
5) Kok hiicreler in vivo ortamda doku hasarmin olmadigi durumlarda

bile farklilasmamis kusaklara katki saglayabilmelidir (13).

Hiicrelerin boliinme kapasitesini, Omriinii belirleyen faktorlerden biri dogrusal
kromozomlarin ucunda yer alan ve ‘telomer’ denilen DNA zincirleridir. Telomerler
dogrusal kromozomlarin uglaridir ve kisa DNA tekrar dizileri (insanda TTAGGG)
igerirler. Telomerler kromozom uglarinin pargcalanmasini ve dagilmasini ya da diger
kromozomlarla kaynagmasini engelleyerek kromozomlarin yapisal biitlinliigiiniin
korunmasini saglar. Telomerler mayozda ve kromozomlarin ¢ekirdek i¢inde organize
olmasinda rol alir. Telomerik DNA, her bir ¢ogalma dongiisiinde ve oksidatif DNA
hasarlanmas1 gibi nedenlerle kaybolur. Her replikasyon sonrasi kromozom kisalir.bu
kaybr1 karsilamak i¢in telomerler biinyesinde human telomeraz revers transkriptaz ve
telomeraz RNA taslagimi tasiyan bir riboniikleoprotein olan telomeraz enzimi
tarafindan uzatilir (13). Kok hiicrelerin sinirsiz boliinme yetenekleri telomeraz enzim
aktivitesi sonucu olugsmaktadir. Bu enzim telomerlerin kisalmasini engellemektedir.
Bir hiicrede telomeraz ne kadar aktifse telomerler o kadar uzun, hiicrenin boliinme
kapasitesi de o kadar fazla olur. Kok hiicrelerin ¢ok aktif telomeraz enzim aktivitesi

ve buna bagli uzun telomer zinciri vardir. Bu nedenle kok hiicreler sinirsiz boliinme



yetenekleriyle kendilerini kopyalarlar. Insan germ,tiimor,embriyonik ve eriskin kok
hiicre serilerinde yiliksek telomeraz enzim aktivitesi bulunmustur (12). Kok hiicreler,

totipotent, pluripotent ve multipotent olmak tizere 3 grup altinda tanimlanmaktadir.

1) Totipotent Kok Hiicre: Fertilizasyon ile spermiyum ve ovumun birlesmesi
ile olusan zigot, viicuttaki tiim hiicrelere doniisebilecek potansiyele sahip ilk
embriyonik hiicredir. Bu hiicreye her seyi yapabilen anlaminda “totipotent hiicre”
denir. Embriyonun 5. giiniine kadar olan tiim blastomerler totipotenttir (12). Erken
embriyonik donemde 4 hiicreden 8 hiicreye kadarki tiim blastomerler totipotenttir
(13). Tam ve islev goren bir canliy1 olusturabilecek tiim hiicre tiplerine farlilasabilir.
Plasenta ve amniyon kesesi gibi embriyo dis1 dokulara da farklilasma yetenegine
sahiptirler. Totipotent hiicreler gelismenin ileri evrelerinde pluripotent hiicrelere

dontigebilirler (12).

2) Pluripotent Kok Hiicre: Fertilizasyondan sonra, pre-implantasyon
déneminde 5. glinde olusan blastosist evresindeki embriyoda bulunan hiicrelerdir.
Blastosist; trofoblastik hiicreler, blastosol ve i¢ hiicre kitlesi olmak {izere 3 yapidan
olusmustur (12). Embriyonik kok hiicrelere kaynaklik eden i¢ hiicre kitlesinden elde
edilen hiicreler pluripotent kék hiicreler olup, gerekli ortam saglandiginda yaklasik
270 hiicre tiiriine doniisebilecek potansiyele sahiptirler. Ancak kendilerinden yeni bir
birey olusmaz (13).

3) Multipotent kok hiicre: Bu hiicreler, embriyonik gelismenin daha ileri
evresine ait hiicreler olup, 6zellesmis hiicre tiplerine farklilagabilirler ve eriskin kok
hiicrelerine doniisiirler. Eriskin kok hiicreleri de, bulunduklar1 dokunun hiicre tipini
tiretirler. Multipotent hiicreler dogumla birlikte kordon kaninda ve eriskin viicudunda

ozellikle kemik iligi ve yag dokusunda bulunurlar (12).

Kok Hiicrelerinin Genel Ozellikleri

Farklanma (plastisite)

Farklanma ayrismamus bir hiicrenin ( 6rn; bir kok hiicrenin ) viicuttaki spesifik
bir hiicreye doniisme islemine verilen addir (14). Sitokinlerin, biiyiime ve farklanma
faktorlerinin, hiicredist matriks proteinlerinin ve hiicreleraras: iletisimin kombine

etkisiyle olusan karmasik olaylar dizinidir (15). Hiicre farklilasmasini tetikleyen



hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyaller yeni yeni ortaya ¢ikmaya baslamustir. I¢ sinyaller
hiicredeki genler araciliiyla kontrol edilir. D1g sinyaller ise diger hiicrelerden salinan
kimyasal maddeler, komsu hiicrelerle fiziksel temas ve mikrogevredeki bazi
molekiillerdir. Yapilan ¢alismalarda hematopoetik kok hiicrelerde, mezenkimal kok
hiicrelerde ve noral kok hiicrelerinde plastisite 6zelligi gosterilmistir. Sinir hiicresine
doniisen kan hiicreleri, insiilin iireten karaciger hiicreleri ve kalp hiicrelerine
dontisebilen hematopoetik kok hiicreleri plastisiteye 6rnek olarak verilebilir (13).

Kendini yenilenme, Béliinme Bicimleri ve Kok Hiicre Nisi

Kok hiicreler organizmanin yasami boyunca kendi kopyasini alacak sekilde
cogalirlar. Gerektiginde organ ve dokuya ozgli Oncli hiicrelere doniisebilirler.
Embriyonik gelisim siirecinde, yetiskin insan hiicrelerinin ve dokularinin uzun siireli
korunmasi ve onariminda, kok hiicreler ile farklilanmakta olan hiicreler arasindaki
denge ¢ok 6nemlidir (15).

Kok hiicreleri 6ncii hiicrelerden ayiran en 6nemli 6zelliklerden biri, boliinmeler
strasinda kok hiicreler bir yandan oncii hiicreye dontisecek hiicreyi iiretirken diger bir
yandan da kendini yedeklemesidir. Bu olay asimetrik hiicre bdliinmesi sonucu olusur
ve kok hiicre havuzunun yasam boyu sabit kalmasini saglar. Asimetrik hiicre
boliinmesinde hiicre i¢i ve hiicre disi etkenlerin birlikte ¢ok siki kontrol edilmesi
gerekir. Hiicre i¢indeki asimetri, bazi organellerin, protein gruplarinin ve RNA’ nin
yavru hiicrelerden sadece birine aktarilmasiyla basarilir. Boliinme sonunda orjinal
DNA, yavru hiicrelerden birine giderken kararlanma gecirir ve Oncii hiicreye
dontisecek olan diger hiicrede yeni DNA sentezi meydana gelir. Bu mekanizmalar
sayesinde kok hiicreler mutasyonlardan korunmakta ve hep ayni genoma sahip
hiicreler bozunmadan kalabilmektedir. Sonug olarak kok hiicrelerde gen ifadesi ve
islevleri korunmaktadir (15).

Kok hiicrelerin hiicredist asimetrisi, hiicrenin disindaki mikrogevre (nis)
tarafindan olusturulur. Nisi olusturan hiicredisi matriks bilesenleri, komsu hiicreler
ve salgi proteinleri, kok hiicre sayisini ve hiicrenin bulundugu durumu kontrol altinda
tutar. Sonug olarak hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyaller hiicrenin kendini yenilemesinde
onemli etkenlerdendir. Her ne kadar kok hiicre havuzunu sabit tutabilmek icin
asimetrik hiicre boliinmesi gerekse de, yeni hiicre gereksinimini karsilayabilmek icin

simetrik hiicre boliinmesi de gerceklesmelidir (15).



Kok hiicrenin nisten uzaklastirilmast O6rnegin labaratuarda kok hiicrelerin
ayristirilmast ve kiiltliri, bu hiicrelerin kendini yenileme yeteneklerinin hizla
kaybolmasiyla sonuglanir (15).

Kokliilitk (Stemness)

Kok hiicreleri diger hiicrelerden ayiran hiicresel ve molekiiler 6zelliklerdir.
Bunlar 6zgiin gen ifadeleri ve translasyon sonrasi bir dizi degisimler olup kdk
hiicreler farklilanmaksizin 6zglin yapilarin1 ve islevlerini korurlar. Kok hiicre
belirteglerini kullanarak kok hiicre tipini belirlemek giinlimiizde en yaygin kullanilan
yontemlerden biridir. Hiicrelerin ylizeyinde yer alan, hiicrede sinyal yolaklar
tizerinde veya hiicre-hiicre yapisma molekiilleri olarak rol oynayan bu belirteclerden
bircogu ‘CD’ (Farklanma Kiimeleri=Clusters of Differentiation) olarak bir baslik
altinda toplanmis olup, hiicre tiirline gore cok Ozgilin veya cok yaygin olarak
bulunurlar. Embriyonik kok hiicreler i¢in yaygin kullanilan belirtegler: SSA1, SSA4,
TRA-1-60, Sox2, Oct4 ; hematopoetik kok hiicreler icin en yaygin kabul edilen
belirtecler CD33, CD34, CD45; mezenkimal kok hiicreleri ayirt etmek i¢in CD29,
CD79, CD105 kullanilir (15, 16).

Kok Hiicre Cesitleri —Kaynaklari

Kok hiicreler iki kaynaktan elde edilir. Embriyonik gelisim siirecinin erken
doneminde blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen embriyonik kok hiicreler ve
embriyonik olmayan kaynaklardan elde edilen kok hiicrelerdir. (embriyonik olmayan
kok hiicreler; dokuya 6zgli kok hiicreler; dogum sonrast donemdeki kok hiicreler)

(13).



Embriyonik
Kok
Hucreler

Embriyonik
Olmayan
Kok

Hucreler

Sekil 3: Kok hiicre kaynaklar (12)
(inan S, Ozbilgin K, (2009) dan alinmustir.)

1. Embriyonik kok hiicreler (EKH): Blastosist evresindeki embriyonun ig
hiicre kitlesinden elde edilen pluripotent hiicrelerdir (12,17). Viicuttaki herhangi bir
farklilasmis hiicreyi olusturma yetenegindedirler. EKH’ler, ¢ekirdegi ¢ikartilmig bir
ovumla kaynastirilarak elde edilmis olan (klonlanmis) bir embriyodan da elde
edilebilir (12). EKH'ler sinirsiz kendikendilerini yenileme kapasitesine sahiptirler ve
tim fetal dokulara ve erigskin kok hiicrelerine ve bunlarin daha farklilagsmig
progenitdrlerine farklilagabilir. EKH'ler in vitro slispansiyonda kiiltiir edildiklerinde
kendiliklerinden embriyonik cisimler (embryoid bodies) olustururlar (16). Bunlar
plasenta disinda, ektoderm, mezoderm ve endoderm tabakalarindan kdken alan gesitli
hiicre tiplerine farklilagabilir (12, 16). Embriyonik kok hiicreler, hiicre yiizey
belirtegleri olarak Oct-4, SSEA-1, TRA1-60, TRA1-81 eksprese ederler (12).
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2. Embriyonik Olmayan Kok Hiicreler:

Erigkin kék hiicreler: Embriyonik kok hiicrelere gore gelismenin daha sonraki
basamaklarinda goriilen bu hiicreler, organizmanin yasami boyunca daha sinirl
olmakla birlikte kendilerini yenileyebilme 06zelligini korurlar. Eriskin dokulardaki
oncll ve 6zellesmis hiicrelere farklilasma yetenegindedirler. Daha ¢ok elde edildikleri
dokuya doniisme potansiyelleri vardir ve multipotent kok hiicrelerdir. Bu hiicrelerin,
viicut disinda embriyonik kok hiicreler kadar uzun siire 6zelliklerini koruyarak
cogalma yetenekleri yoktur. Kisinin immun sistemine uyum gosterirler, ancak tiim
hiicre tiplerine doniisemedikleri i¢in kullanimlart siirlidir. Giiniimiizde, eriskin kok
hiicrelerin diger organ ve dokulara farklilasmasi yoniinde ¢aligmalar yapilmaktadir.
Organizmada ancak belirli birkag hiicre tiirline doniisebilen eriskin kok hiicreleri,
laboratuvar kosullarinda gerekli ortam ve sinyaller saglandiginda bir¢ok farkli hiicre
tiiriine doniisebilmektedirler. En iyi tanimlanmis embriyonik olmayan kok hiicreler
hematopoetik kok hiicreler olmakla birlikte, eriskin kok hiicrelerin beyin, barsak,
kas, deri/kil follikiilii, kalp, akciger ve son zamanlarda meme bezi gibi cesitli doku
ve organlarda varlig1 gosterilmistir. Hiicresel fenotipik yiizey belirtecleri ile ayirt
edilebilmektedirler. Eriskin kok hiicreleri doku homeostasisini saglamakla birlikte
doku hasarindan sonra rejenerasyonu da saglarlar (12).

Kordon kani kok hiicreleri: Gebelik boyunca anneyle rahimdeki bebek
arasindaki baglantiy1 saglayarak bebegin besin ile oksijen gereksinimini karsilayan
gobek kordonundaki kana kordon kani ad1 verilir (1). Bebegin dogumunun ilk yarim
saati icerisinde alinan plasenta ve gobek kordon kani eriskin kok hiicreler i¢in 6nemli
bir kaynaktir (12). Igerisinde eriskin kaninda gordiigiimiiz eritrosit, 16kosit ve
trombosit gibi kan hiicrelerine ilaveten eriskin kanindan daha yiiksek oranda kok
hiicre bulunur (1). Gobek kordon kani, kok hiicre kaynagi olarak 1988 yilindan beri
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (12). Kordon kani kok hiicreleri
kemik iligi ve ¢evre kani gibi dokularla kiyaslandiginda daha uzun telomere, daha
yiiksek proliferasyon kapasitesine sahip olmasi, immiin yapilanma yoniinden heniiz
timus egitimini tamamlamamasi, baska bir insanda daha kolay uyum gdsterme
nitelikleriyle 6nemli avantajlara sahiptir. Ustelik dogum sirasinda genellikle atilan bu

kaynak, verici i¢in higbir zahmet olusturmadan toplanip saklanarak human
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leukocyte antigen (HLA) uygun bir verici saptandiginda hemen kullanilabilme gibi
cok biiyiik bir iistiinliige sahiptir (1).

Kordon kan1 mezensimal kok hiicre (MKH- yag, kemik, kikirdak gibi birgok
dokuyu olusturabilen kok hiicreler ) ig¢erigi uzun siireden beri bilinmektedir. Diger
MKH igeren kaynaklar, yani erigkin kemik iligi veya periferik kana oranla hem
MKH igerigi daha zengindir hem de hiicrelerin ¢ogalma 6zelligi daha fazladir (15).

Son yillarda kordon kaninin daha erken asamalara ait embriyonik kok hiicre
ozelligi de igerdigi gosterilmistir. Embriyonik kok hiicre isaretleyicilerinden olan
Oct-4, Nanog gibi molekiiller veya SSEA-3, SSEA-4 pozitifligi géstermesinin yani
sira bazi Ozellikleri tasimayarak (HLA, CD34, CDI11b) ve allojenik lenfositleri
uyaramayarak embriyonik Ozelliklerini hala korudugunu kanitlamak miimkiin
olmustur. Hatta kordon kanindan elde edilen bu embriyonik hiicrelerin deneysel
olarak diyabet olusturulmus farelere aktarildiginda insiilin {reten hiicreler
(endoderm) gelistirerek hipergliseminin engellendigi gosterilmistir. Yine kordon
kanindan kiiltiir yapilarak elde edilen bu embriyonik kok hiicrelerden endotel
(mezoderm) veya noéron benzeri (ektoderm) hiicrelerin de elde edilebilecegi
gosterilmistir. Hem hiicre belirleyicileri, hem de bu farklilagma deneyleri kordon
kaninin embriyolojik kok hiicre potansiyelini kanitlamaktadir (15).

Hematopoetik kok hiicre: Hematopoetik kok hiicre (HKH) kandan ve kemik
iliginden izole edilebilen, kendi kendini yenileyebilen, kan dolasimiyla mobilize
olabilen, ozellesmis hiicre cesitlerine farklilasabilen, programli hiicre Oliimiine
gidebilen hiicre olarak tanimlanmaktadir. Bilim adamlari1 50 yillik bir calismadan
sonra kan elemanlarin1 meydana getiren HKH hakkinda yeterli bilgiye ulasmislar ve
tedavide kullanmaya baslamiglardir. Bugiin HKH kan, immun sistem ve kanser
hastaliklarinin ~ tedavisinde rutin olarak kullanilmaktadir. Son donemlerde
hayvanlarda yapilan ¢aligmalar, HKH’in ayn1 zamanda kas, kemik, ve kan damari
gibi diger hiicre tiirlerine de doniisebildigini gostermektedir. Eger insan HKH’1 i¢in
de ayni sey s6z konusu olur ise bu hiicreler diger doku tiirlerinin tamiratt icin de
kullanilabilecektir (18).

HKH'lerin en 6nemli markerlarindan birisi CD34 diir. Bu insan kemik iligi
hiicrelerinin %0.5-5" inde eksprese olur. Erken progenitorlerde bulunurken daha

matiir hiicrelerde bulunmaz (17,19). Yaklasik 115 kD i¢ hiicre membran
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glikoproteinidir. Islevleri tam olarak tespit edilememis olsa da biyokimyasal olarak

karakterize edilebilen bir glikoproteindir (20).

Hematopoetik kok hiicre kaynaklari

Kemik Iligi: Kok hiicrelerin klasik kaynagi kemik iligidir. 40 yildir doktorlar
kemik iliginden, dondrden anestezi altinda genelde kalga kemiginden kemik iligi
hiicreleri elde etmektedirler. Bu hiicrelerin her 100.000’de biri uzun vadede kan
elemanlarin1 olusturan kok hiicrelerdir. Digerleri stromal hiicreler, stromal kok
hiicreler, kan progenitor hiicreleri ve matiir beyaz ve kirmizi kan hiicreleridir (18).

Periferik Kan: Hekimler son yillarda klinik transplantasyon i¢in kok hiicreleri
dolagimdaki kandan elde etmeyi tercih ediyorlar. Yillardir dolasimdaki kok hiicre ve
oncii hiicre sayist az olarak bilinirdi, fakat son 10 yilda bilim adamlar1 kok hiicrelerin
kemik iliginden dolasima ge¢mesini saglayan graniilosit stimule edici faktér (GCSF)
gibi sitokinler yardimi ile bu sayiyi arttirdilar. Bu islem i¢in dondre kok hiicreler elde
edilmeden birkag¢ giin dnce GCSF enjekte edilir. Hiicreleri toplamak i¢in dondriin
venine bir tiip takilir, kan CD34(+) hiicrelerini ¢eken bir filtrenin iginden gegirilir ve
kirmizi hiicreler tekrar hastaya verilir (18).

Umblikal Kord Kani: 1980’lerin sonu ve 1990’larin basinda bilim adamlari
insan umblikal kordon kani ve plasentanin hematopoetik kok hiicreler agisindan
zengin bir kaynak oldugunu fark ettiler. Fankoni anemili bir ¢ocuga yapilan basarili
bir kordon kani transplantasyonundan sonra bu hiicrelerin toplanmasi ve tedavide
kullanimi artti. Bugilin kordon kaninin ¢ogaltilmasi ve kemik iligi kok hiicreleri ile
arasindaki farklar ve kiyaslamalarla ilgili pek ¢ok calisma yiiriitiilmektedir. Bugiin
kordon kan1 kok hiicrelerinin multiple germ tabakasi hiicrelerine (multipotent), hatta
endoderm, ekdoderm, ve mesoderm gibi tiim germ tabakasi hiicrelerine (pluripotent)

dontisebilecegi iddia edilmektedir (18).
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DIYABETES MELLITUS

Tanim

Diyabet, insiilin eksikligi ya da insiilin etkisindeki defektler nedeniyle
organizmanin karbonhidrat, yag ve proteinlerden yeterince yararlanamadig, stirekli
tibbi bakim gerektiren, kronik metabolik bir hastaliktir (21). Hiperglisemi kontrolsiiz
diyabetin yaygin etkisidir ve zaman i¢inde bir ¢ok viicut sisteminde, 6zellikle sinir ve

dolasim sisteminde ciddi hasarlara yol acar (22).

Diyabetes Mellitus Epidemiyolojisi

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) verilerine gore 2007 yili itibariyle
Diinya'da 246 milyon diyabetli kisinin yasadig1, bunlarin %46’ sinin orta yas (40-59)
grubunda oldugu ve eger Onlem alinmazsa 2025 yilinda diyabetli niifusun 380
milyona ulasacag1 tahmin edilmektedir (22). Diinya Saghk Orgiitii (WHO)’ ne gére
2030 yilinda diyabetin 6liim nedenleri i¢inde 7. sirada olacagi tahmin ediliyor (23).
Tiirkiye Istatislik Kurumu (TUIK) 2007 yili niifus rakamlarma gore iilkemizde 2.85
milyonun {izerinde tip 2 diyabetli ve 2.6 milyon civarinda bozulmus glikoz toleransl

(IGT) hastanin yasadig1 tahmin edilmektedir (22).

Diyabetes Mellitus Simiflamasi

Diyabet siniflamasinda dort klinik tip yer almaktadir. Bunlardan tgii (tip 1
diyabet, tip 2 diyabet ve Gestasyonel Diyabetes Mellitus) primer, digeri (B-hiicre
fonksiyonlarinin genetik defekti , insiilinin etkisindeki genetik defektler, pankreasin
ekzokrin doku hastaliklari, ila¢ veya kimyasal ajanlar, endokrinopatiler, diyabetle
iligkili genetik sendromlar (Monogenik diyabet formlar1)) ise sekonder diyabet

formlar1 olarak bilinmektedir (21).

Diyabetes Mellitus Etiyopatogenezi

Tip 1 Diyabet: Tip 1 diyabetin etiyopatogenik nedeni pankreasta insiilinitis
(enflamasyon), insiilin {ireten hiicrelerin selektif destriiksiyonuna bagli mutlak
instilin yetersizligidir. Etiyolojisi ve dogal seyri tam olarak bilinmemekle birlikte, tip

1 diyabetin ortaya ¢ikmasinda genetik ve cevresel faktorlerin ortak etkisi oldugu
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bilinmektedir. Etyolojisinde HLA genetigi major rol oynasa da diger genler de etkiler
ve kaliimsal gecis sekli heniiz aydinlanmamustir. Cevresel faktorler (viriisler,
toksinler ve bazi besinler) genetik zeminde [ hiicrelerinin destrilksiyonunu ve
diyabetin ortaya ¢ikmasini baslatir veya siireci tetikler (22).

Tip 1 diyabetin preklinik donemde en &nemli triad genetik risk, humoral
otoimmiin belirtegleri ve erken faz insiilin salgis1 bozuklugudur. Klinik donemde ise
B hiicrelerinin rezervi ¢ok diisiiktiir (C Peptit < 0.1 ng/ml), otoantikor titreleri
azalmistir. Hastalara ekzojen insiilin verilmelidir (22).

Tip 2 Diyabet: Insiilin direnci ve rolatif Insiilin sekresyonunda azalmayla
karakterizedir (21). Insiilin direnci ekzojen ve endojen insiiline karsi normal
biyolojik yanitin bozulmasidir. Insiilinin hedef dokular1 karaciger, kas ve yag
dokusudur. Karacigerde glukoneogenezi ve glukojenolizi inhibe ederek hepatik
glukoz iiretimini baskilar. Glukozun kas ve yag dokusuna alimini ve burada enerji
kaynagi olarak depolanmasini saglar. Insiilin direnci gelistiginde, insiilinin karaciger,
kas ve yag dokusundaki etkilerine kars1 da direng gelisir. Sonugta hepatik glukoz
cikisinda artis (hepatik insiilin direnci), kas ve yag dokusu i¢ine alinamayan glukoz
(periferik insiilin direnci) ile kanda hiperglisemi gelisir. Hiperglisemiyi kompanse
etmek i¢in B hiicrelerinden daha fazla insiilin salinir. Fakat ilerleyen donemde 3
hiicreleri de fonksiyonlarmi kaybetmeye baglayinca, insiilin salinim eksikligi ve

sonugta diyabet gelisir (22).

Diyabetes Mellitus Klinigi ve Tan1 Kriterleri

Klasik semptomlar: Poliiiri, polidipsi, polifaji veya istahsizlik, halsizlik, ¢abuk
yorulma, agiz kurulugu, noktiiri (21).

Daha az goriilen semptomlar: Bulanik gorme, agiklanamayan kilo kaybs,

inatc1 infeksiyonlar, tekrarlayan mantar infeksiyonlari, kasinti (21).
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Diyabet i¢in 2003 ve 2010 yil1 revizyonlarini1 da kapsayan yeni 4 tani kriteri su
sekildedir (21):

1) Aglik plazma glukozu (APG) : >126 mg/dl olmalidir. Aglik en az 8
saat siireyle gida aliminin olmadigi stireyi belirtmektedir.

2) 75 gr glukozla yapilan oral glikoz tolerans testinin (OGTT) 2.saatinde
plazma glikozunun > 200 mg/dl olmas1

3) Diyabet klasik semptomlar1 ve rasgele Olcililen plazma glikozunun
>200 mg/dl olmasi. Rasgele kelimesi giiniin herhangi bir saatini, diyabet klasik
semptomlar1 da poliiiri, polidipsi, polifaji veya istahsizlik, halsizlik, ¢cabuk yorulma,
agiz kurulugu, noktiiri gibi semptomlar1 kasdetmektedir.

4) Standardize metotlarla Olgiilmiis glikozillenmis hemoglobin Alc

diizeyi > % 6.5 (= 48 mmol/mol) olmalidir.

Diyabetes Mellitus Komplikasyonlari

Diyabetin komplikasyonlar1 akut ve kronik olmak iizere ikiye ayrilir. Akut
komplikasyonlar diyabetik ketoasidoz, hiperozmolar nonketotik koma, laktik asidoz
ve hipoglisemidir. Kronik komplikasyonlar da kendi icinde makrovaskuler ve
mikrovaskuler komplikasyonlar olmak tzere ikiye ayrilir. Makrovaskiiler
komplikasyonlar hipertansiyon , koroner arter hastaligi, serebrovaskiiler hastalik;

mikrovaskuler komplikasyonlar ise retinopati, nefropati, néropatidir (21).

Diyabetik Ayak

Diabetik ayak nontravmatik amputasyonlarin en 6nemli nedenidir. Morbidite
acisindan Onemli sosyoekonomik bir sorundur (22). Diyabet Amerika Birlesik
Devletleri 'nde 6liim nedenleri arasinda 7. sirada yer almaktadir. Diyabetli hastalarin
%]15’inde diyabetik ayak gelismektedir ve bunlarin % 14-20°si amputasyona
gitmektedir (24, 25).

Diyabetin ge¢ komplikasyonlart olan periferik noropati, periferik damar
hastaliklari, enfeksiyon ve ayak travmalar iilserlerin baslica nedenleridir (21,24,26).
Ayrica motor ve otonom defisitler de iilser gelisiminde katkida bulunurlar. Diyabetik
ayak iilserleri noropatik, iskemik veya noro-iskemik olarak siiflandirilir. Noropatik

iilserler diyabetik ayak {ilserlerinin en sik goriilenidir (21). Dokuyu innerve eden
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sinir liflerinin fonksiyon kaybi ya da bozulmasiyla sonuglanir (24). Diyabetik
noropatide Ozellikle distal simetrik sensorimotor polindropati agri, parestezi, kas
atrofisi ve his kaybiyla iilser patogenezinde en onemli nedendir (21,22). Motor
noropati ayak intrensek kaslarinda atrofi ve zayifliga ve sonugta ayak parmaklarinda
fleksiyon deformitesine bagl (6zellikle metatarsal kemik baglari altinda ve ayak
parmaklar1 altinda), basinin arttig1 alanlarin olugsmasina neden olur (21,25). Motor
noropatide ayagin ekstrensek ve intrensek kas sistemi arasindaki mekanik dengeyi
degistirmesi nedeniyle ayak deformiteleri olusur (24). Otonom noropatide terleme
azalmasi, ayakta kuru cilt sonugta catlamalar ve fissiir olusumu gozlenir (22,24).
Catlaklardan bakteri girisi ve enfeksiyon kolaylasir. Enfeksiyonlar diyabetiklerde
mikrotrombiis olusumuna neden olarak dolasimi bozar. Bu durum kolayca parmak
gangrenine doniisebilir. Enfeksiyonun nondiabetiklerde yarattigi vazodilatasyon
reaksiyonu diyabetiklerde mikrosirkiilasyon bozuldugu ic¢in yetersizdir (22).
Perfiizyonu kotii olan dokularda travma sonrasi iskemik iilserler geligir. Ayrica
eklem haraketlerinin kisitlanmasi, kotii ayak bakimi ve ayak deformiteleri ayak
tilserlerinin gelisimi i¢in risk olusturur (21).

Son calismalar ortaya koyuyor ki klinik predispozan risk faktorlerinin yani
sira, doku molekiiler diizeyinde ¢ok karmasik mekanizmalar normal yara
iyilesmesinin Onlenmesine neden oluyorlar. Bu olaya katilan kemo-sitokinler;
matriks metalloproteinazlari, serin proteazlar, integrinler, kemokinler, replikatif
hiicre yaslanmasi, biiylime faktorleri ve yetiskin kok hiicreleridir. Diyabetik
hastalarda baslangigta hasarlanmis dokuda inflamatuar hiicreleri harekete gegiren
kemotaktik etkileri azaltarak immiin sistemi bozdugu goriilmektedir. Sonunda yara
lyilesmesi azalmakta ve bakteriyel enfeksiyon riski artmaktadir. Bu baslangic
slirecinin ardindan, inflamatuar yanit ge¢ de olsa kuruldugunda; inflamasyonda
alevlenme ve proteoliz goriiliir. Uzun siire hiperglisemiye maruziyet sonucunda
glikolize proteinler iiretilir ve hiicresel yanitta bozukluklar goriiliir. Sonucunda doku
tamiri ve fibrozis olusumu engellenir (26).

Yapilan bir ¢caligmaya gore diyabetik {ilserli hastada 16kositlerin iilsere girisi ve
birikimi engellenir ve bu nedenle normal yara iyilesmesi saglamada basarisiz olur

(26).
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Kronik diyabetik iilserli hastalarda fibroblastlarin periselliiler matriksteki
yiiksek molekiil agirlikli hyaluronik asitleri daha konsantredir. Fibroblastlarin bu
Ozgiin Ozellikleri bu hastalarda kronik iilser formasyonunun olusumuna katkida

bulunabilir (26).

DERI HISTOLOJISI

Toplam viicut agirliginin %16’sin1 olusturan deri viicudun en agir organidir.
Ektoderm kokenli bir epitelyum katmani olan epidermis ve mezoderm kokenli bir
bag dokusu katmani olan dermisten olusur. Dermis ve epidermisin birlesme yeri
diizensizdir. Dermisin papilla ad1 verilen ¢ikintilar1 epidermisin epidermal kivrimlar
olarak bilinen uzantilarla kenetlenmis sekilde goziikiir. Epidermis tiirevlerini killar,
tirnaklar, yag ve ter bezleri olusturur. Dermisin altinda hipodermis olarak
adlandirilan deriyi komsu dokulara gevsekge baglayan makroskobik olarak yiizeyel
fasiaya benzeyen bir tabaka vardir (27).

Epidermis

Epidermis c¢ok katli yassi keratinlesmis epitelden olusur ve daha az sayida
olmak iizere 3 hiicre tipi daha igerir: Melanositler, langerhans hiicreleri ve merkel
hiicreleri. Keratinlesmis epidermis hiicreleri keratinositlerdir.

Dermisten disartya dogru yerlesen epidermis keratinositlerin olusturdugu 5
tabakadan olusmustur (27).

Stratum Bazale: Dermisle epidermisin birlesme yerinde bazal membran
lizerine oturmus bazofilik prizmatik ya da kiibik hiicrelerden olusan tek bir hiicre
tabakasindan meydana gelir. Bu tabakanin hiicrelerini desmozomlar yan yada {ist
yiizeylerinden baglarlar. Bazal hiicre yiizeyinde bulunan hemidesmozomlar bu
hiicrelerin bazal laminaya tutunmasina yardim eder. Kok hiicreler iceren stratum
bazale yogun mitoz aktivitesine sahiptir. Bir sonraki tabakanin baslangic boliimiiyle
birlikte epidermal hiicrelerin siirekli yenilenmesinden sorumludur. Yaklasik olarak
her 15-30 giinde bir yenilenmektedir (27).

Stratum Spinozum:

Cekirdegi merkezde bulunan ve sitoplazma uzantilar1 keratin filaman

demetleriyle dolu kiibik ya da hafif yassilasmis hiicrelerden olusur. Bu tabakadaki
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hiicreler birbiriyle i¢i filaman dolu dikensi sitoplazmik ¢ikintilar ve yiizeyi delerek
hiicreye dikenlerle kapli bir goriiniim veren desmozomlarla sikica baglanmistir. Bu
keratin filaman demetlerine tonofilaman denir. Desmozomlarin sitoplazmik yogun
bolgelerinde sonlanirlar.

Biitlin mitozlar stratum bazale ve spinozumun birlikte olusturduklar1 malpighi
tabakasinda gergeklesir. Epidermal kok hiicreler sadece malpighi tabakasinda yer alir
(27).

Stratum Graniilozum:

Sitoplazmas1 keratohiyalin graniilleri olarak adlandirilan kaba bazofilik
graniillerle dolu, yassilagsmis poligonal hiicrelerin olusturdugu 3-5 tabakadan
meydana gelir. Bu graniillerin proteinleri sistin iceren proteinlerin yani sira
fosforillenmis histidinden zengin bir protein de igerir. Zarla cevrili olmayan
keratohiyalin graniilleri yogun bir sekilde bazofilik goriinmesinin nedeni bol
miktarda bulunan fosfat gruplaridir (27).

Stratum Korneum:

Bu tabakadaki hiicrelerin sitoplazmasi keratin adi verilen 15181 cift kirict
filamentéz bir skleroproteinle kaplidir. Straum korneum ¢ekirdek igermeyen,
yassilagmig ve keratinlesmis 15-20 tane hiicre katmanindan meydana gelir.

Keratinizasyonda sonra hiicreler yalnizca fibriler ve amorf proteinler ve
kalinlasmis plazma membranindan olusur; bunlara boynuzsu hiicreler denir.
Keratinlesme sirasinda sitoplazmik organellerin ortadan kalkmasinda lizozomal
hidrolitik enzimler 6nemli rol alir. Bu hiicreler stratum korneum yiizeyinden siirekli

olarak dokiiliirler (27).

Dermis

Epidermisi destekleyen ve derialti dokusuna baglayan bag dokusu tabakasidir.
Dermisin yiizeyi olduk¢a diizensizdir ve epidermis uzantilariyla i¢ ice gecen ¢ok
sayida dermal papillaya sahiptir. Dermal papilla basinca maruz kalan bolgelerde daha
fazla bulunur. Dermis epidermis baglant1 yiizeyini arttirir ve giiglendirir (27).

Dermisin papiller tabakasiyla stratum bazale arasinda her zaman bir bazal

lamina bulunur. Bu iki tabakanin i¢ ice gectigi hat boyunca uzanir. Bazal laminanin
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altinda lamina retikiilaris olarak adlandirilan ince bir retikiiler lif agi bulunur.
Bunlarin birleserek olusturdugu yapiya bazal membran denir (27).

Dermis iki tabakadan olusur: En dista bulunan tabaka papiller dermis, onun
altinda bulunan tabaka ise retikiiler dermis tabakasidir. Ince papiller dermis gevsek
bag dokusundan olusur; burada fibroblastlar ile makrofaj ve mast hiicreleri olmak
tizere bag dokusunun diger hiicreleri bulunur. Damar disina ¢ikan lokositler de
gortllebilir. Bu tabakadan bazal laminaya 6zel kollajen fibriller girer. Tutturucu
fibriller olarak adlandirilan bu fibriller dermisi epidermise baglar. Retikiiler tabaka
daha kalin baslica tip I kollajen olmak iizere diizensiz tikiz bag dokusundan olusur.
Papiller tabakaya gore daha bol lif ve daha az hiicreye sahiptir. Baslica
glikozaminaglikan dermatan siilfattir. Dermis elastik sisteme ait lifler icerir. Bu
elastik ag derinin esnekliginden sorumludur.

Dermiste zengin bir kan ve lenf damar ag1 vardir. Sinir bakimindan da zengin

olan dermiste parasempatik innervasyon yoktur (27).

YARA IYILESMESI

Yara, viicudun herhangi bir dokusuna ait yapilarin anatomik ve fonksiyonel
devamliliginin bozulmasidir (28). Mikrovaskiiler hasar ve kan ekstravazasyonu ile
karakterizedir (29). lyilesme, temel hemostatik siireclerin yasandig1 yaralanmaya,
viicudun herhangi bir doku yikimina kars1 iyilesme cevabi verme yetenegidir. Olmiis

veya hasar gormiis hiicrelerin rejenerasyonu veya replasmanidir (28).

Yara lyilesmesi Tipleri

A) Primer lyilesme

B) Sekonder Iyilesme

C) Tersiyer 1yilesme

A. Primer Yara lyilesmesi: Belirgin bakteriyel kontaminasyon ve doku
kaybmnin olmadigi durumlarda yara kenarlarimin direk yaklastirilarak kapanmasi
sonucu meydana gelen iyilesmedir (28). Iyilesme minimal 6dem ve ¢ok ince bir skar
dokusuyla enfeksiyon olmadan tamamlanir (Sekil 4). lyilesme sonrasi yara, énceki

giiciiniin %85-90"1m1 geri kazanir (29).
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B. Sekonder Yara Iyilesmesi: Yara alaninda graniilasyon dokusunun gelismesi,
yara alanim1 doldurmasi beklenerek, spontan rejenerasyon ve reepitelizasyonun
gelismesi ile meydana gelen iyilesmedir (28). Sekonder iyilesme yavas isleyen bir
siirectir ve epitelizasyonun tamamlanmasi 4-8 hafta alabilir. Sekonder iyilesmede
her zaman skar olusumu vardir (29) (Sekil 4).

Sekonder iyilesme ile primer iyilesme arasindaki farklar:

1. Sekonder iyilesmede ¢ok fazla debris, eksuda ve fibrin dokusu vardir. Sonugta
iltihabi reaksiyon daha yogundur. Bunlarin ortadan kaldirilmasi daha uzun siirer,
dolayistyla inflamatuar evre siiresi uzamistir.

2. Sekonder iyilesmede daha fazla graniilasyon dokusu meydana gelir.

3. Sekonder iyilesmede daha fazla kontraksiyon olur ve bu primer iyilesmeyi

sekonder iyilesmeden ayiran en 6nemli 6zelliktir (28).
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Primer yara iyilesmesi Sekonder yara iyilesmesi

Kabuk
———— —':-1 e =
S 5
75 1
AR A Al
| 1S 2 - Rt SN
- —-—:Q;?-Q — Notrofiller
24 saat ‘ <. 8 ‘
{ L = - 3 i
P — Pihty
L e LS
| x () @ —
b s = R
\ W ae
Mitoz
Granulasyon
dokusu
3-7giin — Makrofaj
; ———— Flbroblast
; — Yeni kapillerler
Birkag oo
hafta Fibrozis
sonra

Sekil 4: Primer ve sekonder yara iyilesmesi (29).
Ergin DN, 2009 dan alinmstir.

C) Tersiyer Yara iyilesmesi (Gecikmis primer iyilesme): Sekonder iyilesmeye
birakilan yaranin sartlar uygun hale geldiginde yani yeterli graniilasyon dokusu
olustugunda siiture edilerek kapatilmasidir. Bu tip iyilesmede kollajen metabolizmasi

bozulmaz ve sonunda primer kapanmada ulasilan gerilme kuvvetine esit degerler
elde edilir (28,29).
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Yara Iyilesmesi Evreleri

Yara iyilesmesi 3 fazdan olusur:

a. Hemostazis ve Inflamatuar Evre

b. Proliferatif Evre ( Fibroblastik Evre)

c. Maturasyon Evresi ( Remodeling Evresi) (28-31)

a) Hemostazis ve Inflamatuar Evre (Inflamasyon) (0-3 giin)

Yaralanma aninda baslayip, 24-48 saat i¢inde sonlanir. Yara iyilesmesinin
baslangi¢c basamagi olan akut inflamasyon, hemostazin saglanmasi, immun sistem
komponentlerinin gocii, mekanik, bakteriyel ve kimyasal etkilere karsi cevabin
olusmasini saglar. Bu dénemin en énemli eleman1 kan damarlaridir. ilk 6nce bolgesel
kanama baglar ve doku travmasini takiben pihtilasma mekanizmasi harekete gecger
(28). Pihtinin iki gorevi vardir: Agiga ¢ikan dokularin gegici olarak korunmasini
saglamak ve hiicre gogii i¢in gecici bir matriks olusturmaktir (29). Pihtilasma
mekanizmasi, trombositlerce yonlendirilir. Bu evrede, trombositler baglangic
trombiisiinii  olusturup, mediatérler ve biiyiime faktorleri salgilarlar (30). Bu
mediatdrler notrofil ve makrofajlar icin kemoatraktan gorevi goriirler. Yara alanina
gelen notrofil ve makrofajlar nekrotik doku, debris ve bakterilerin ortamdan
uzaklastirilmasini saglarlar (28).

Inflamatuar evrede, yara olusumu ile baslayan uyariya karsi vaskiiler ve
hiicresel yanit olusur (28). Bu evre hiperemiyle karakterizedir ve yarali alana arka
arkaya inflamatuar hiicreler go¢ ederler (30).

Vaskiiler Yanit: Doku travmasi ile goriilen kanamaya ilk vaskiiler yanit, 5-10
dakika siiren, tromboksan A2 (TxA2), gibi arasidonik asit metabolitlerine bagh
gecici vazokonstriiksiyondur. Bu siire i¢inde hemostaz saglanir. Yaralanma ile
koagulasyon mekanizmasi aktive olur, trombosit adezyonu ve agregasyonu sonucu
pthtt meydana gelir. Agrege olan trombositlerin, graniillerindeki icerik bosalarak,
kemotaktik, vazoaktif mediatorler ortama salmair.

Trombositlerin alfa graniillerinden: Fibrinojen, fibronektin, platelet faktor
4, TGF-B,PDGF, TxA2, biyojenik aminler, prostoglandinler salgilanir.

Gegici vazokonstriiksiyonu takiben aktif vazodilatasyon fazi goriiliir; boylece
kapiller permeabilite artar. Bazi aktif substanslar; mast hiicrelerinden salinan

histamin, seratonin, bradikinin ve prostaglandinler, mikro sirkiilasyonda
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permeabiliteyi arttirirlar ve veniillerin dilate olmasini saglarlar. Erken permeabilite
degisiklikleri ve vazodilatasyonda asil etken maddenin histamin oldugu
diisiiniilmektedir. Vazodilatasyon 72 saat boyunca siirmektedir. Permeabilite artisi ile
inflamasyon bulgular1 goriiliir. Plazma ve hiicre gogiinden dolayr bolgede 6dem ve
bunun sonucunda olusan doku basinci artisindan dolay1 da agr1 olur.

Aktif  trombositler, kinin ve kompleman sistemi  komponentleri,
prostoglandinlerden salgilanan hemostatik faktorler, hiicresel kontrol sinyallerini
olustururlar. Bu hiicreler tarafindan salgilanan mediatorlerin etkisiyle inflamatuar
hiicre gogii baglar (28).

Hiicresel Yamit: inflamatuar evrede hiicresel yanit, vaskiiler degisikliklerin
goriilmesinden sonra kisa bir siire icinde baslar. Yaralanmadan birka¢ saat sonra,
notrofiller damar duvarlarindan diapedez yolu ile ilerleyerek yara alanina dogru goc
ederler. Notrofiller, kemotaktik uyaranlarin etkisi ile yaralanma bolgesine gelen ilk
hiicrelerdir ve yaralanmay: takiben 6 saat sonra yarada goriiliirler. Maksimum sayiya
1-2 giinde ulasir ve enfeksiyon yoksa 2-3 giinden sonra sayilar1 azalir. Notrofil ve
mononiikleer hiicrelerin yara yerine gocli dolasimdaki sayilari ile dogru orantili
olarak gerceklesir. Notrofil sadece birkag saat inflamasyon sahasinda kalir (28).
Notrofillerin rolii fagositoz, enfeksiyonun Onlenmesi ve proteaz salinimi ile 6li
dokularin eritilmesidir (28-30). Yeterli oksijen destegi ile lizis fonksiyonlarini yerine
getirirler. Bu islemlerin sonucunda inflamasyon sahasinda serbest oksijen radikalleri
meydana gelir. Yara bolgesinde yabanci cisim ve enfeksiyon olmadigi taktirde,
notrofil sayisi hizla azalir, hidrolitik enzimleri hiicre digina yayilir (28).

Notrofilden sonra yara yerine lenfositlerin gocli olur ve yaralanmadan sonraki
6. giinde maksimum sayiya ulasir. Lenfositlerden salgilanan lenfokinlerin, fibroblast
migrasyonunu uyardigi gosterilmistir. Lenfokinlerin yara yerindeki endotel hiicreleri
ve hiicrelerin kemotaksisi lizerinde etkileri vardir (28).

Yaralanmay1 takiben notrofil ve lenfositlerden sonra bolgeye gelen hiicreler
makrofajlardir. Makrofajlar sistemik dolasimdaki monositlerden veya mevcut
dokudaki makrofajlardan kaynaklanan mononiikleer fagositik hiicrelerdir.
Makrofajlarin  yara iyilesmesinde  gorevi, fibroblastik  proliferasyon ve
transformasyon yaninda anjiogenez ve kollajen sentezini uyaran mitojen maddeler

serbestlestirmeleridir (28-30). Makrofajlarin 6nceden sadece fagositik fonksiyonlari
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oldugu diistiniiliirken bugiin yara iyilesmesinde merkezi bir hiicre rolii oynadiklar
gosterilmistir. Bu role sahip olmasmin en Onemli nedeni salgiladigi biiyiime
faktorleridir. Aktif makrofajlarda salinan biiytime faktorleri: TGFB, PDGF, IL-1,
PAF , TGFa , TNF , FGF, EGF. Makrofajlar, bu 6zellikleriyle yara iyilesmesinde
inflamatuar evrenin orkestra sefidir (28).
Makrofajlar;
e Fibroblast ve diger mezenkimal hiicreler i¢in biiylime faktorii kaynagidir,
e Neovaskiilarizasyon i¢in anjiogenik faktorlerin kaynagidir,

e Konnektif doku matriks proteinlerinin tiretimine yardimci olur (28).

| Yaralanma |
Hemostasis Pleteletler pihtilasma kaskadini Vazokonstriksiyon

haslatir. GF ve sitokinler salinr,

Lenfositler
inflamasyon Notrofiller Makrofajlar
Anjiyogenezis
A
Proliferasyon Bakteri ve debrisin Fibroplazi
ortadan kaldinimasi

\

| Ekstraselltler Matriks |

Kollejen /—\ Kollejen
sentezi u lizisi

Maturasyon /Remadelling Kontraksiyon

Sekil 5: Normal yara iyilesmesi (30).
(Jeffcoate J.W ve ark. dan alinmigtir (2004)).

Fibronektin

Graniilasyon fazmin major elemanlarindan birisi de fibronektindir.

Yaralanmanin olustugu ilk 24-48 saatte yara yerinde yliksek miktarda bulunur. Pek
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cok hiicre cesidinden fibroblast, endotel ve trombositler gibi hiicrelerden iiretilir.
Graniilasyon dokusunun formasyonu sirasinda fibronektin ;

‘Fibrin, heparin, kollajen, proteoglikanlar gibi makromolekiiller arasinda
baglantiy1 saglar,

‘Notrofil, monosit, fibroblast, endotel hiicrelerinin yara yerine goclinde gorev
alir, yara debridmanina katkida bulunur,

‘Makrofajlar ve fibroblastlar i¢in opsonik aktiviteye sahiptir,

‘Matriks formasyonu, kollagen depozisyonunda da rol oynayan bu protein

ayrica ge¢ remodeling evresinde islev goriir (28).

b) Proliferatif Evre (Proliferasyon, Fibroplastik) (3-12 giin)

Yaralanmadan sonraki iki ile {i¢lincii giin arasinda baslayarak, yaklasik olarak
3 haftada sonlanir. Bu donemdeki ana hiicreler fibroblast ve endotel hiicreleridir. 72.
saatte makrofajlardan salgilanan TGF-p, fibroblastlar1 yaraya dogru harekete gecirir
ve proliferatif evrenin baslangi¢ sinyalini verir. Makrofajlardan salgilanan diger
biiylime faktorleri ve sitokinler bu evrede anjiogenezi stimiile ederler.Proliferasyon
evresi fibroblast proliferasyonu ve angiogenezisi igerir (28,29).

1. Fibroblastik Proliferasyon

Fibroblastlar, makrofajlar tarafindan salgilanan bir kemoatraktan olan TGF
etkisi ile yara alanina go¢ etmeye baslarlar. Fibroblast, yara yakinindaki konnektif
doku hiicrelerinden koken alir. Birinci haftanin sonunda, yara yerindeki predominant
hiicre olur. Fibroblastlarin yara yerine go¢ etmesi ve fonksiyonlarini yerine getirmesi
yeterli oksijen seviyeleri ile iligkilidir (28).

Fibroblast, yara iyilesmesi i¢in gerekli maddeleri iiretir, bunlar:

a. Glikozaminoglikanlar (GAG)

b. Kollajen lifleridir.

a. Glikozaminoglikanlar

Tekrarlayan disakkarit iinitelerinden olusan protein gekirdektir. Ilk sentez
edilen GAG hyaluronik asittir; bunu kondroidin-4-siilfat, dermatan siilfat, heparan
siilfat izler. Fibroblastlar ve diger mezenkimal hiicrelerden salgilanan GAG,
proteoglikan ve mukoproteinler tarafindan, amorféz jel karakterli bir madde

salgilanir. Yara yerinde olusan bu madde kollajen liflerinin agregasyonunda
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gorevlidir. Yeni kollajen lifleri ve hiicrelerin organizasyonunun saglanmasinda
destek gorevi goriir; kollajen liflerinin oryantasyonu ve boyutlarinin kontrolii ile
iligkilidir (28).

b. Kollajen Sentezi

Bag dokusunun ana makromolekiilii kollajendir. Kollajen molekiilii pek ¢ok
hiicreden sentezlenebilir, fakat en onemli kaynak fibroblasttir. Fibroblastlar, nedbe
olusumunda ana elemanlardir ve yumusak doku zedelenmesinin iyilesmesinde temel
tirtin olan kollajeni olusturarak, yara direncini saglarlar (28). .

Aktif kollajen tiretimi fibroblastlarin endoplazmik retikulumunda baslar. Hiicre
icinde islem gordiikten sonra prolin ve lizin ile hidroksile olmus prokollajen halinde
salmir. Prokollajen tropokollajene doniisiir. Tropokollajen birimlerinin amino ve
karboksi terminallerine peptit dizileri eklenerek kollajen lifleri meydana gelir.
Kollajen tretim hizi, bircok faktore baglidir. Bunlardan en onemlileri, dolasim
yeterliligi ve doku oksijen basincidir (28).

Intersisyel matriks, fibroblastlar ve difer mezenkimal hiicrelerce yapilir ve
kollajen liflere sahiptir. Intersisyel matriksin ana eleman1 proteoglikanlar olup, yeni
olusan skar dokusunun %350’sini olusturur. Diger %50 miktar1 kollajen olusturur.
Kollajenle yapilan bu maddeler, yaralanmayi takiben 2. haftada en fazla tiretilir (28).

Kollajen sentezi 2. haftada hizlanir. Birikimi 2. ve 3. haftalarda en yiiksek
seviyeye ulagir. 3. Hafta sonunda sentez ve yikimi1 dengededir. 4. haftadan sonra
sentezi azalir (28).

Normal deri %80 tip | kollajen, %20 tip III kollajen igerir. Yara iyilesme
stirecinde biriken kollajen tipleri farkliliklar gostermektedir (28).

Yaralanmadan sonraki ilk saatlerde tip 1V-V kollajen dominant, 24. saatte tip
Il kollajen, 60. saatte tip I kollajen dominant olmak {iizere, tip IlI-1V kollajen
birikimi olur (28).

2) Anjiogenezis

Yara ylizeyi rolatif olarak iskemiktir, oksijen ve besin transferi olmadan
iyilesme gerceklesemez. Anjiogenez yaralanmadan sonraki 4. gilinde baglar.
Makrofajlar tarafindan salinan, endotel ve mezotel hiicreleri i¢in kemoatraktan

molekiiller olan, angiogenik faktorlerin stimiilasyonu ile tetiklenir (28).
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Endotel hiicrelerinin proliferasyonu ile yara yiizeyinde kapiller tomurcuklar
olusur. Bu tomurcuklar ilerleyip, digerleriyle aralarinda yeni baglantilar olusturarak,
yeni kapiller aglar1 ve kapiller yataklar1 yaparlar. Yaranin metabolik ihtiyaglarina
bagli olarak, yeni kapillerlerde remodeling ve regresyon olur, bu olusum skar
dokusunun eriteminin azalmasi seklinde g6zlenir (28).

¢) Maturasyon Evresi (Remodeling, Olgunlasma) (6-14 giin)

Bu fazda, akut ve kronik imflamatuar hiicreler yavas yavas azalir, anjiogenez
sonlanir ve fibroplazi biter. Yaralanmadan sonraki iki ile {i¢iincli hafta arasinda
baslar, ortalama bir y1l kadar devam eder. Yaralanmanin ilk haftasinda sentezlenen
kollajen, remodelizasyon fazinda yerini daha ¢ok stabil orgii halindeki kollajene
birakir. Lifler arasindaki kovalent baglar artarak stabilizasyon saglanir. Baslangicta
rastgele dizilmis olan kollajen lifleri, kademeli olarak mekanik giiglerin etkisiyle
organize olurlar. Maturasyon evresinde kollajen sentezi devam etmekle birlikte,
yikimi da bagladigi i¢in net kollajen miktarinda artis olmaz. Kollajen lifleri, mekanik
kuvvetlerin yarattig1 stres hatt1 boyunca dizilime ugrar ve yarada daha fazla gerilim
kuvveti meydana gelir. Yaranin direng kuvveti kollajen miktarindan 6te, dizilimine
bagl olarak artar. Kollajen yikimi kollajenaz enzimi tarafindan yapilir. Kollajenaz
cinko igeren metalloproteaz bir enzimdir; matur kollajenin a- heliks zincirleri arasina
girerek yikimi gergeklestirir. Diger proteazlar da kollajen yikiminda gorev alirken,
tip L, 1L, III kollajeni yikan major enzim kollajenazdir (28).

Maturasyon evresinde depolanan yeni kollajen lifleri stabil ¢apraz baglar
kurarak kalict hale gelirler. Kollajen capraz baglar1 yaraya direng ve biitiinliik
kazandirir. Komsu kollajen lifleri arasinda da ¢apraz baglar olusur ve 3 boyutlu triple
heliks yapisin1 kazanir. Maturasyon evresinde diger degisiklikler, interseliiler matriks
molekiillerinde olur. Hyaluronik asit, kondroidin-4-siilfat gibi GAG’larin ve
proteoglikanlarin miktar1 dermiste bulunan normal diizeylerine iner, dokularin su
icerigi kademeli olarak azalip normale doner. Kollajen kalinlagir ve yogunlasir, kan
damarlar1 giderek konstriikte olup kaybolur (28). Remodelling faz1 yara kapandiktan

sonra aylarca devam edebilir (30).
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Yara Iyilesmesini Etkileyen Faktorler

Yara iyilesmesini etkileyen faktorler lokal ve genel faktorler olarak ikiye
ayrilirlar (28,29).

1. Lokal faktorler

a. Uygun olmayan cerrahi teknikler

b. Enfeksiyon: Enfeksiyon, yara iyilesmesinde bozulmalara yol acar. Doku
oksijen basincimi diisiiriir, kollajenolizi arttirir ve inflamatuar evrenin uzamasina
neden olur. Bakteriyel kolonizasyon epitelizasyon ve anjiogenezisi azaltir. Bakteri
metabolit ve toksinleri epitelyum migrasyonunu bozar, dermisteki polisakkarit ve
protein yapilar1 etkiler. Enfekte yaralarda graniilasyon dokusu daha 6dematdz,
hemorojik ve frajildir. Bakteriyel kontaminasyon ile artan kollejenolitik aktivite
sonucunda yara gerilim direnci diiser ve yara kontraksiyonu azalir.

C. Vaskiiler bozukluklar ve doku iskemisi

d. Topikal steroid ve antibiyotikler

e. Artefakt yaralar1 ve kronik travma

f. Yabanci cisim

0. Uygunsuz ortii ve sargilar

h. Kanser

I. Kronik radyasyon (28,29).

2. Genel faktorler

a. Beslenme: Protein-kalori malniitrisyonu, inflamasyon asamasini uzatir.
Fibroplaziyi, proteoglikan ve kollajen sentezini olumsuz yonde etkiler. Yara
iyilesmesinde esansiyel amnioasitlerin 6nemli yeri vardir. Esansiyel aminoasitler
inflamasyon ve fibroblast {iriinlerinin tiretiminin arttirilmasi i¢in gereklidir. Sistin
kollajen sentez asamasinda kofaktdr olarak rol oynar. Arjinin, biiylime hormon
sekresyonunu uyararak, yara iyilesmesini hizlandirir. Protein eksikliginde, ortalama
yedinci hafta sonunda iyilesme olayinda gecikme ortaya ¢ikar. Serum protein diizeyi
2 gramin altinda olan kisilerde inflamatuar evre uzamis ve fibroplazi azalmistir.
Viicut agirhiginin %10’unun veya daha fazlasinin kaybi yara komplikasyonlarini
arttirir. Glukoz 16kositlerin enerji kaynagidir ve yaglar yeni hiicrelerin sentezi i¢in
gereklidir. Yara iyilesmesinde, minerallerin kollajen metabolizmasini ilgilendiren

cesitli basamaklarda rolleri vardir. Prolin, kollajen sentezi asamasinda demir ve
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askorbik asit kofaktér olarak kullanilarak hidroksiproline ¢evrilir. Demir
eksikliginde, iyilesmede bozulma meydana gelir. Manganez, kollajen
metabolizmasinda galaktozil transferaz ve glukozil tranferaz reaksiyonlarinda
kofaktordiir.

b. Dolasim bozukluklar1

C. Yas, cins, irk: Yasin ilerlemesiyle ile birlikte yara gerilim direnci ve yara
kapanma hizlarinda diisiis gozlenmektedir. Yara iyilesme siliresi uzamustir.
Inflamatuar yanit yasin ilerlemesiyle azalir, bu nedenle yasllarda yaraya azalmis bir
yanit vardir. Epitelyal hiicrelerin, fibroblastlarin proliferatif kapasitesinde azalma
vardir.

d. Hormonlar

e. Steroid, antimetabolitler ve yiiksek doz antiinflamatuar ilag kullanimi:
Immunosupresif ve antiinflamatuar etkileri vardir. Bu ajanlar yara iyilesmesini
inhibe ederler. Steroidler makrofaj migrasyonunu, nétrofil fonksiyonunu,
fibroblastlarin prokollajen sentezini inhibe eder. Epitelizasyon ve anjiogenezisi
geriletirler. Yara gerilim direncini azaltir, yara kontraksiyonunu engellerler.

Kronik steroid kullanan hastalarin dermisi incelmis, kollajen diizeyleri azalmis,
yara iyilesme yetenegi biiyiikk oranda azalmistir.

Yiksek doz antiinflamatuar ilag kullanimi sonucunda kollajen sentezi

azalmaktadir.

f. Kronik hastaliklar (28,29)

Yara Iyilesmesindeki Biiyiime Faktorleri ve Sitokinler
Yara iyilesmesi siirecinin basaris1 biiyiime faktorleri, sitokinler, kemokinlerin
uyumuna baglidir. Bu maddeler biyolojik olarak aktif polipeptitlerdir. Bunlar hedef
hiicrelerin metabolizmasi, diferansiasyonu ve biiyiimesini degistirmek icin ¢alisirlar.
Parakrin, otokrin, jukstakrin veya endokrin mekanizmalarla gérev yaparlar. Spesifik
hiicre yiizey reseptorlerine yada ekstraselliiler matriks (ECM) proteinlerine
baglanmalarimin bir sonucu olarak hiicre davranigini etkilerler. Bu reseptorlere
baglanma molekiiler olaylar kaskadini tetikler (Tablo 1) (30,31).
Deri yaralanmasindan sonra epidermal bariyer bozulur ve keratinositler daha

onceden depolanan IL-11 serbest birakir. Hiicreler etrafindaki hasara bariyer uyarisi
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olan IL-1 ilk sinyaldir. Ek olarak kan bilesenleri pihtilasma kaskadini aktiflestirmek
icin yara alanina salinirlar. Elde edilen pihti hemostazi indiikler ve inflamatuar
hiicrelerin alimi i¢in matriks saglar. Trombositler degraniile alfa graniillerinden
PDGF, EGF ve TGF-p gibi biiyiime faktorleri sekrete ederler. PDGF proinflamatuar
sitokin IL-1 ile birlikte kontamine bakterileri ortadan kaldirmak igin nétrofilleri yara
yerine ¢ekmektedir. TGF- monositleri makrofajlara doniistiiriir. Makrofajlar doku
debridman1 ve inflamatuar yanitin arttirilmasinda 6nemli rol oynamaktadir.
Graniilasyon dokusu gelisimini baglatirlar ve ¢esitli proinflamatuar sitokinlerin (IL-1,
IL-6) ve biiyiime faktorlerinin (FGF, EGF, TGF-B, PDGF) serbest birakilmasini
saglarlar (31).

Trombositlerden salinan VEGF, FGF yardimiyla endotelial hiicreler cogalir ve
anjiogenezis gelisir. Bu islem yeni ECM organizasyonu, birikimi ve sentezi igin
gereklidir. FGF, TGF-B, PDGF fibroblast infiltrasyonuna olanak saglar. TGF-p,
PDGF fibroblastlar1 myofibroblastlara doniistiirmek igin fenotipik degisiklikleri
baslatir. Bu myofibroblastlar yara kapanmasini kolaylastirmak icin konstriktif giicli
tiretmek i¢in ECM sinirlar1 boyunca kendi aralarinda dizilirler (31).

Epitelyal hiicre migrasyonunu ve proliferasyonunu stimiile etmek i¢in EGF,
FGF ve TGF-a salinimi olur. Bu islem gegici olarak ECM {izerindeki keratinositlerin
migrasyonu ve hiicre-hiicre, hiicre-alt tabaka temasinin dagitilmasiyla baslar. Yara
kapanmas1 olustugu zaman (% 100 epitelizasyon) bariyeri restore etmek igin
keratinositler stratifikasyon ve diferansiasyona ugrarlar (31).

Matriks formasyonu revaskiilarizasyonla graniilasyon dokusunun ortadan
kaldirilmasin1 gerektirir. Kollajen ve elastik lifler bir iskelet olarak graniilasyon
dokusunun yerini alir. Bu iskelet daha sonra proteoglikan ve glikoproteinle
doldurulur. Bunu doku remodellingi takip eder. TGF-f tarafindan yeni kollajen
sentezi, PDGF tarafindan yash kollajenin kaldirilmasi seklinde olur. Bu siirecteki

nihai {irlin skar dokusudur (31).
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Tablo 1: Akut ve kronik yarada, yara iyilesmesini etkileyen biiyiime faktorleri

ve sitokinler (31).
Barrientos S ve ark. (2008)

Biiytime Hiicreler Akut Yara Fonksiyonu Kronik Yara
Faktorleri
EGF Trombosit Reepitelizasyon
Makrofaj 1 !
Fibroblast
FGF-2 Keratinosit
Mast Hiicre
Fibroblast Grani-ilas-yon doku formasyonu
Endotel Hiicre 1 Reep.ltellzasyon . !
Matriks formasyonu ve remodeling
Diiz Kas Hiicresi
Kondrosit
TGF-p Trombosit Inflamasyon
Keratinosit Graniilasyon doku formasyonu
Makrofaj 1 | Reepitelizasyon !
Lenfosit Matriks formasyonu ve remodeling
Fibroblast
PDGF Trombosit Inflamasyon
Keratinosit Graniilasyon doku formasyonu
Makrofaj Reepitelizasyon
Endotel Hiicre f Matriks formasyonu ve remodeling l
Fibroblast
VEGF Trombosit Graniilasyon doku formasyonu
Notrofil
Makrofaj
Endotel Hiicre f ¢
Diiz Kas Hiicresi
Fibroblast
Noétrofil Inflamasyon
IL-1 Monosit Reepitelizasyon
Makrofaj 1 1
Keratinosit
IL-6 Nétrofil Inflamasyon
Makrofaj f Reepitelizasyon f
TNF-a Notrofil Inflamasyon
Makrofaj ! Reepitelizasyon f
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Diyabetin Yara Iyilesmesine Etkileri

Diyabetik ayak yaralarinin ¢ogunlugu travma tarafindan tetiklenir. Fakat
yaralar ¢cogunlukla iyilesme konusunda basarisiz olur ve hizla ve kolaylikla kronik
yaraya transforme olur. Diyabette iyilesme hem ekstrinsik hemde intrinsik faktorler
tarafindan inhibe edilir. Ekstrinsik faktorler koruyucu duyu kaybindan tekrarlayan
travmaya kadar noropati, iskemi, enfeksiyon gibi durumlari igerir. Intrinsik faktorler;
defektif 10kosit fonksiyonu, ECM ve biiylime faktorlerinin anormal {iretimi,
fibroblast aktivitesinin azalmasi, asir1 yada dengesiz yara preteazlarmin tretimidir
(30).

Ekstrinsik Faktorler

I)Noropati: Gozden kacan devam eden travma kadar koruyucu duyu kaybi da
diyabetik ayak olusturur. Periferik otonom hasar, azalmis inflamatuar yanit ve
bozulmus yara iyilesmesiyle birlikte kiiciik kan damarlarinda nérojenik kontrolii
bozar. Prekapiller vazokonstruksiyon kaybolabilir. Deri kapillerine akimi azaltarak
ve vendz basinci arttirarak arterio-vendz santin artmasina neden olur. Kilcal
damarlarda intravaskiiler basincin artmas1 6dem olusumuna predispozan etki yapar.
Odem enfeksiyon riskini ve ayakkabi travmalarini arttirir (30).

Eger noropati (distal simetrik duysal noropati) duyu kaybina neden olursa, yara
riski fark edilmeyen travmalarla artacaktir (30).

2)Iskemi: Makrovaskiiler hastalik: Ateroskleroz diyabette alt ekstremiteyi
ozellikle diz altindaki biiyiik damarlar1 tercih eder. Tipik olarak multisegmental ve
simetriktir. Ayaktaki kiigiik arterioller ve veniilleri tutma egilimi yoktur (30).

Iskemi: Mikrovaskiiler hastalik: Bazal membran kalinlasmasi ve anormal
endotel fonksiyonu vardir. Doku iskemisi, bozulmus nérojenik kontrol ve kapiller
trombozla kotiilesir (30).

3) Enfeksiyon: Diyabetik ayak iilserlerine nadir olarak neden olur. Fakat
diyabetik ayak {lserlerini kolayca komplike eder. Kronik yaralar kaginilmaz bir
sekilde bakteriler tarafindan kolonize olur. Bunlar kompleks polisakkaritlerden
olusan koruyucu bir tabakayla ve ECM proteinlerine baglanmis kompleks biyofilm
icinde bulunabilirler. Hangi noktada etkisi oldugu a¢ik olmayan bu biyoyiikiin
lyilesme siirecini olumsuz etkiledigi agiktir ve su miimkiindiir ki bakteriler bazen

yara iyilesmesinde kolaylastirici rol oynayabilir. Bununla birlikte gercek siipervendz
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enfeksiyonlar 6zellikle nétrofilik vaskiiliti indiikleyerek doku hasarimi ¢iddi sekilde
katiilestirir (30).

Intrinsik faktorler:

1) Biiyiime Faktorlerinin Biyoyararlamimindaki Degisiklikler: Diyabetik
ayak ilserlerinde biiyiime faktorlerinin anormal ekspresyonu gozlenmistir. (TGF-p,
IGF-1) Biiyiime faktorleri glikolize olabilir ve FGF-2’nin glikasyonu tirozin kinaz
reseptdr baglanmasini ve sinyal iletim yollarin1 aktif hale getirme kabiliyetini
azalttig1 gosterilmistir. Biiylime faktorleri, sitokinler, ECM proteinleri ekstravaskiiler
alana sizmig albumin ve fibrinojen gibi makromolekiillere bagl olabilirler. Biiylime
faktorleri ekstravaskiiler alana sizan o-2 makroglobulin tarafindan temizlenmis
olabilir (30).

2) Doku Swist Anormallikleri, Ekstraselliiler Matriks ve Doku Proteaz
Aktivitesi: Kronik yaradaki sivi proliferasyon ve anjiogenezisi bloke ederken akut ve
deneysel yaralardaki siv1 fibroblast, keratinositler ve endotelial hiicrelerdeki invitro
proliferasyonu stimiile eder. Bu nedenle graniilasyon doku formasyonu azalmasiyla
fibroblastlar defektif olur ve ¢esitli biiylime faktorlerine olan duyarliligi azalir.
Kronik yaralardaki sivi ayn1 zamanda asir1 miktarda matriks metalloproteinazlarini
(MMPs) icerir. MMP'larimin asir1 sentezi ya da MMP'lar1 ile doku inhibitor
metalloproteinazlar1 arasindaki dengesizlik, fibronektin, vitronektin gibi doku
proteinlerinin istenmeyen bir sekilde bozunmasina neden olabilir. Asirn MMP
tiretimine bagli olsun yada olmasin yaslanma yiiziinden kronik yaradaki hiicrelerin

proliferasyonu ve hareket kapasiteleri bozulur (30).
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APOPITOZIS VE YUKSEK GLiKOZUN YOL ACTIGI HUCRE

HASARIYLA ILiSKiSi

Organizmanin ihtiyag duymadigi, biyolojik gorevini tamamlamis veya
hasarlanmis hiicrelerin, zararsiz bir bi¢imde ortadan kaldirilmasini saglayan, genetik
olarak kontrol edilen, programli hiicre dlimiine apopitozis denir (32). Apoptotik
Olim sinyali alan hiicrenin kromatini yogunlagsmaya baslar. Sitoplazma da
yogunlasmaya baslar ve hiicrenin boyutlar kiigiiliir. Bir siire sonra hiicre apoptotik
cisimcik denilen daha kiigiik parcalara boliiniir. Bu pargaciklarin en biiyiik 6zelligi,
fragmente olmus niikleuslarin ve pargalanan hiicreye ait tiim yapilarin plazma
membrant ile kaplanarak immiin sistemi enflamasyon ydniinde uyarmamasidir.
Apoptotik cisimcikler, yiizeylerinde yeni sinyal yapilari ortaya ¢ikarir ve bu sinyalin
uyarist ile yandaki hiicre tarafindan fagosite edilerek ortadan kaldirilir (32,33).

Apopitoz hiicre i¢inden veya disindan gelen sinyallerle baslatilan ve birbirini
takip eden bir olaylar zinciridir. Sonugta hiicrenin fagositozu ile sona erer. Bu
asamalar;

1) Apopitozun baslatilmasi,

I1) Hiicre igi proteazlarin (kaspazlarin) aktivasyonu,

I11) Hiicrede ¢esitli morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olugsmasi,

1V) Fagositozdur (32).

I) Apopitozun Bagslatilmast (Sinyal Uretici Yollar)

Hiicrenin apopitoza gidebilmesi i¢in ilk once, genetik mekanizmay1 harekete
gecirecek bir sinyalle karsilasmasi gerekir. Bu sinyal hiicre icinden veya hiicre
disindan gelebilir (32).

a)Hiicre Disindan Kaynaklanan Sinyaller

Hiicreler ¢evre hiicrelerden ve ekstraselliiler matriksden gelen yasam
sinyallerine, bliylime faktorlerine ihtiya¢ duyarlar. Bu sinyaller diizenli bir sekilde ve
yeterli miktarda olmazsa hiicreler apopitoza giderler. Cevreden gelen sinyallerin
kesilmesi ile hiicre 6liimiiniin nasil basladig:1 tam olarak bilinmemektedir. Biiylime
faktoriine bagimli hiicrelerin kiiltiirlerinde, biiylime faktorleri cekildigi zaman,
hiicrelerin metabolizmalarinda ani bozulmalar ve hiicre siklusunda duraklama oldugu

izlenmistir.
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Bazi sitokinler hiicre membraninda bulunan reseptorlere baglanarak 6lim
programini harekete gegiren sinyaller iretebilirler. Apopitozda rol alan membran
reseptorleri iginde en dnemli grup “tumor necrosis factor receptor (TNFR)” ailesidir.
Bu reseptér grubunun en az 19 {iyesi vardir. Bu reseptorlerin biyolojik etkileri
cesitlidir ve apopitoz ile sinirli degildir. Bir kismi apopitoz olustururken, bir kismi
proliferasyona neden olur. Bir kismi ise her ikisini de olusturur. TNFR i¢inde
apopitoz olusturan reseptorlerden en 6nemlileri Fas ve TNFR1’dir. Bu reseptorler
uyarildiklarinda, hiicrenin sitoplazmasinda bulunan pargalari, “adaptor proteinlere”
baglanir. Adaptdr proteinlerin 6liim effektor pargalart vardir. Bunlar da apopitoz i¢in
baslatic1 olan kaspazlara (6rn: prokaspaz §) baglanirlar (32).

Hiicre yiizey reseptorii Fas (CD95, APO-1) araciligi ile olusan apopitozda Fas
ligandin Fas reseptoriine baglanmasi ile Fas reseptoriiniin hiicre i¢inde bulunan
pargasi, Fas adaptor proteinle (FADD- Fas adapter protein with a death domain)
birleserek 6liim baslatan sinyal kompleksini ( death inducing signal complex - DISC)
olusturur. Bu da prokaspaz 8 in aktiflesmesini saglar (32,33).

Bir sitokin olan TNF’nin TNF reseptorleri ile birlesmesi (6rn: TNFR1)
sonucunda reseptdriin hiicre iginde bulunan pargasi, TNFR adaptor protein (TRADD-
TNFR adapter protein with a death domain) ile etkilesir. TRADD daha sonra FADD
ile birleserek prokaspaz 8’i aktiflestirerek apopitoza neden olur (32).

Sitotoksik T lenfositler (CTL) enfekte olmus olan konakgi hiicrelerin
yiizeyinde bulunan yabanci antijenleri tanirlar. CTL’lerin ana gdrevi malign ve/veya
virus ile infekte olmus olan hiicrelerin Oldiriilmesidir. Yabanci antijenleri
tanidiklarinda yiizeylerinde Fas ligand olusur. Hedef hiicrelerin Fas reseptorlerine
tutunurlar. CTL’ler sitoplazmalarinda granzyme B (serin proteaz) ve perforin adi
verilen ve apopitoz olugsmasini saglayan proteinler iceren sitoplazmik graniillere
sahiptirler. Perforin, transmembran por olusturucu bir proteindir. CTL’ler hedef
hiicrelerin membranlarinda perforin ile porlar olusturarak,sitoplazmalarina granzyme
B salgilarlar. Granzyme B hedef hiicrelere girerek kaspazlari aktive eder (32).

Hipoksi, 1s1, antikanser ilaglar, radyasyon, gamma ve ultraviyole 1sinlar gibi
etkenler apopitoza neden olabilirler . Bu etkenler DNA hasari olusturarak apopitoz
meydana getirirler (32).
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b) Hiicre I¢inden Kaynaklanan Sinyaller :

DNA hasari, hiicre i¢i Cat++ seviyesinde artig, hiicre i¢i pH’da diisme,
metabolik ve/veya hiicre siklus bozukluklar1 hiicreyi apopitoza gotiiren merkezi
hiicre 6liim sinyallerini baglatabilmektedir (32).

I1) Hiicre I¢i Proteazlarin Aktivasyonu

I¢c ve dis sinyallerle hiicre iginde bulunan bir grup proteaz aktive olur. Bu
proteazlara kaspaz (“caspase”= cysteine —containing aspartate specific proteases) adi
verilmektedir. Insan hiicrelerinde 10°dan fazla kaspaz tespit edilmistir. Saglikli
hiicrelerde kaspazlar, enzimatik olarak inaktif ve aktif forma gore daha uzun bir
polipeptid zincir olarak bulunurlar. Buna zimogen form denir. Kaspazlar baglatici ve
sonlandirict kaspazlar olarak ikiye ayrilirlar. Oliim reseptorleri adaptdr proteinler
araciligi ile, i¢ sinyaller ise mitokondri araciligi ile baslatici kaspazlari aktive ederler.
Aktive olan baslatici kaspazlar da, zincirleme olarak diger kaspazlar1 aktive ederler
(32).

Ic sinyallerle olusan apopitozda mitokondri &nemli rol oynamaktadir.
Sinyaller dis mitokondri zarinda gecirgenlik artisina neden olurlar. Mitokondri dig
zarinin gegirgenligini bazi proteinler ayarlamaktadir. Bunlarin en 6nemlisi bcl-2
grubu proteinlerdir. Bu grubu olusturan proteinlerin bir kismi antiapopitotik, bir
kism1 ise proapopitotiktir. Bcl-2 proteini antiapopitotikdir. Mitokondri dis
membranina ve apopitoz proteaz aktive edici faktor 1 (apaf 1)’e tutunmustur.
Hiicrenin icinden kaynaklanan apopitotik sinyaller Apaf 1’in mitokondriden
ayrilmasma neden olur. Bu ayrilma dis mitokondri zarmin gegirgenligini artirir.
Gegirgenligin artmasi, mitokondrinin iki zar1 arasinda bulunan sitokrom c¢’nin
sitozole ¢ikmasina neden olur. Sitokrom c sitoplazmada apaf 1, kaspaz 9 ve ATP ile
birlesir. Olusan yapiya apoptozom denir. Apoptozom sonlandirici kaspaz olan kaspaz
3’ 1 aktive ederek apopitoza neden olur (32,33).

Hiicrede i¢ veya dis nedenlerle DNA hasar1 olustugunda aktive olan bazi
genler, hiicrenin apopitozuna neden olabilir. Bu genlerden en 6nemlisi p53 genidir.
Normalde inaktif durumda bulunan p53 geni, DNA hasar1 olustugunda aktifleserek
p21 genini harekete gecirir. p21 geni hiicrenin ge¢ G1 fazinda kalarak, S fazina
gecmesini engeller. Boylece hiicre siklusu durdurularak olusmus olan DNA hasarh

hiicrenin ¢ogalmas1 engellenir. p53 geni DNA tamiri yapan proteinlerin
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transkripsiyonunu saglar. Bu proteinler DNA hasarini tamir edebilirse, hiicre
siklusundaki blok kalkar. Hiicre hasarmin tamiri basarili olmazsa p53 geni bax
proteinini (Bcl-2 grubu proteinlerden, proapopitotik) aktive ederek mitokondri
araciligi ile hiicrenin apopitoza giderek 6lmesini saglar. Boylece DNA hasarli hiicre
ortadan kaldirilmis olur (32).

111) Hiicrede Olusan Biyokimyasal Ve Morfolojik Degisiklikler

Biyokimyasal Degisiklikler

Sonlandiric1 kaspazlar aktive olduktan sonra sitoplazmada ve ¢ekirdek icinde
hedef proteinleri yikarlar.

1-DNA kwriklarimin - olusmast: Hedef proteinlerden bir tanesi DNA
endoniikleaz ile bag yapan bir proteindir. Kaspazlar bu proteini yikarak endonukleazi
serbestlestirirler. Cekirdek i¢ine giren Ca++-Mg++ bagimli endoniikleaz, DNA
kiriklart olusturur. Kiriklar niikleozomlarin arasindan mono veya oligoniikleozomal
olarak meydana gelir. 180 baz cifti ve katlar1 seklinde kirilma olusur.

2-Hiicre iskeletinin yitkilmast: Kaspazlarin aktiflestirdigi bir bagka protein ise
hiicre iskeletinin ana bilesenlerinden olan aktini yikan bir proteindir. Aktin
filamanlarinin yikilmasi ile hiicre normal seklini kaybeder.

3-Hiicre membran degisiklikleri: Kaspazlarin etkisiyle hiicre membraninin
asimetrisi bozulur. Plazmalemmanin i¢ yiizinde bulunan fosfatidilserin yer
degistirerek membranin dis yiiziine yerlesir. Ayrica bazi apopitotik hiicreler hiicre
membranlarinda thrombospondin denilen adheziv bir glikoprotein ve bazi hiicre
adhezyon molekiilleri (6rn: ICAM 3) igerirler. Biitiin bu membran degisiklikleri
apopitotik hiicrelerin ¢evre fagositler tarafindan fark edilmelerini ve fagositozlarini
saglamaktadir. Transglutaminaz aktivasyonu ile membran proteinlerde olusan ¢apraz
baglanmalar, membranlarin par¢alanmasini ve apopitotik cisimlerin olusmasini
saglar (32).

Morfolojik Degisiklikler

Hiicreler ozellesmis yiizeysel yapilari ve diger hiicrelerle olan temas
yiizeylerini kaybederler. Su kaybederek kiiciiliirler, biiziisiirler. Sitoplazmanin
yogunlastigi, organellerin birbirlerine yakinlastigi izlenir. Membranlar biitiinliiklerini
korurlar. Organeller genel olarak saglamdir. Bazen ribozomlarda ¢6kme izlenebilir.

Sitoplazmada yiizeye paralel yerlesmis mikrofilaman kiimelesmeleri ve endoplazmik

38



retikulumda gegici genislemeler goriiliir. Bu genislemelerin sitoplazmadaki suyun
endoplazmik retikuluma ge¢mesi ile olustugu sanilmaktadir. Dilatasyona ugrayan
sisternalar hiicrenin ylizeyi ile birleserek ylizeyde krater manzarasi olusturur.
Mitokondriler genellikle normal yapilarini korurlar (32).

En onemli degisiklikler ¢ekirdekte izlenir. Kromatin ¢ekirdek membranina
yakin kisimlarda yogunlasarak, degisik sekil ve biiyiikliiklerde ¢oker. Cekirdek de
hiicre gibi biiziisiir. Bazen membranla sarili olarak birkag pargaya ayrilabilir. Niikleer
porlar kromatinin membrana komsu olmadig1 bolgelerde yogunlasirlar (32-34).

Apopitotik siire¢ ilerledikce hiicrelerde sitoplazmik c¢ikintilar olusur. Hiicre
daha sonra membranla ¢evrili kiigiik pargalara boliiniir. Bunlara “apopitotik cisim”
ad1 verilir. I¢lerinde sitoplazma ve sikica paketlenmis organeller bulunur. Bazilarinda
¢ekirdek pargalar1 da mevcuttur (32-34).

V) Fagositoz

Apopitotik cisimler ¢evredeki parankim hiicreleri ve fagositler tarafindan
fagosite edilerek dokudan temizlenirler (32).

Yiiksek Glikozun Yol Actig1 Hiicre Hasar

Yiiksek glikoz konsantrasyonlari ya direkt olarak ya da apopitosis signal
regulating kinase-1 (ASK1) araciligiyla mitojen activated protein kinase’lar
(MAPK) aktive eder. Yiiksek glikozun indiikledigi oksidatif stres DNA hasarina
neden olur ve p53 iligkili mekanizmalarla apopitozisi indiikleyebilir. Yiiksek glikoz
kalsiyum bagimli bir proteaz olan calpaini aktive eder. Calpain kaspaz bagimli ve

bagimsiz mekanizmalarla apopitozisi baslatabilir (35).
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GEREC VE YONTEM

DENEY GRUPLARININ OLUSTURULMASI VE DENEYIN YAPILISI

Calisma i¢in Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan
01.03.2012 tarihinde PAUDHEK-2012/015 numarasiyla onay alindi. Calismamiz
icin gerekli hayvanlar Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Labaratuarindan elde edildi. Calismamizda Wistar-Albino cinsi, saglikli,
18 adet erkek sigan kullanildi. Ortalama agirliklar: 230 gr (200-250 gr ) 20 haftalik
siganlar rasgele se¢ilerek tli¢ gruba ayrildi. 1. grup kontrol (K grubu; n: 6), 2. grup
diyabet olusturulan grup (D grubu; n: 6), 3. Grup ise diyabet olusturulan kordan kani
kok/progenitor hiicre verilen grup (KH grubu; n: 6) olarak 3 esit gruba ayrildu.

Sicanlarin tamami calisma siiresince oda 1sisinda (23£2°C), %60+5 nem
ortaminda, 12 saatlik aydinlik-karanlik siklusu bulunan laboratuar kosullarinda takip
edildi ve sicanlarin istedikleri kadar yem ve suya erigmesi saglandi.

Tiim siganlarin baglangi¢ agirliklart ve kan glikoz diizeyleri (KGD) dlgiildii.
(Tablo 2) Kan glikoz diizeyi 6l¢iimii kuyruk veninden elde edilen kandan bakildi.
Olgiim i¢in Optium Xceed marka glikometri ve Abbott Optium FreeStyle plus Kan
Glikoz Test Cubuklar1 kullanildi.

Sicanlarda Streptozosinle Deneysel Diyabetin Olusturulmasi

Siganlarda deneysel diyabet olusturmak igin streptozosin (STZ) (Sigma, St.
Louis, MO, USA) kullanildi. Litaratiirde deneysel diyabet olusturmak amaciyla en
stk kullanilan yontem STZ’nin 50-60 mg/kg intraperitoneal (ip) enjeksiyonudur
(36,37). Bu amagla D grubu ve KH grubundaki her bir si¢an igin verilmesi gereken
doz miktar1 hesaplandi. Daha sonra (-20)°C de muhafaza edilen STZ ¢ikarildi ve
gerekli olan miktar hassas tartida oOlciilerek steril falkon tiip igerisine konuldu.
Aliminyum folyoyla sarili olarak soguk zincir kurallarina uygun bir sekilde deney
hayvanlari labaratuarina gotiiriildii. STZ taze olarak distile su i¢inde eritildi. Tek doz
50-60 mg/kg STZ ip olarak uygulandi.

STZ uygulamasindan sonraki 3. giin siganlarin kuyruk veni kanlarindan KGD
oleiildii. Onceki calismalar gz 6niine almarak KGD’i 250 mg/dl nin iizerinde olan

sicanlar diyabetli olarak kabul edildi (36,37). Diyabet olusturulduktan sonra tiim
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sicanlarin sag on ayaklarina steril punch biyopsi kullanilarak yaklasik 5 mm capinda
yara yeri olusturuldu ve sekonder iyilesmeye birakildi. Diyabet olup ekstremite
yarasi olusturulan siganlardan 6 tanesine (KH grubu) 0,5x10° kordon kani kokenli

CD 34+ hematopoetik kok hiicre lokal olarak uygulandi.

Umblikal Kordon Kanindan CD34+ Hiicre Eldesi

Denizli Devlet Hastanesi Kadin Dogum Hastaliklar1 biriminde gerekli
bilgilendirmenin yapildigi ve yazil izinlerin alindig saglikl
vericilerden heparinlenmis bir enjektore 20 ml kordon kani alinarak Pamukkale
Universitesi Histoloji Embriyoloji Ana bilim Dali’na getirildi.

Prensip: izole edilmesi istenen hiicrelere karsi monoklonal antikorlar ve
magnetik nanopartikiiller kullanilarak miknatis yardimiyla pozitif hiicre seleksiyonu
yapilir. Kordon kanindan CD34 pozitif seleksiyonda Easysep yontemi uygulandi.
Bunun i¢in EasySep magnet ( Stemcell catalog: 18000) ve EasySep Human CD34
Positive Selection Kit (Stemcell, Lot: 12B43208) kullanildi. Asagida basamaklar
halinde verilen iglemlerin tamami laminar flow igerisinde yapildi.

1) 12x75 mm boyutlarinda polystyrene bir tiipe ilk olarak 4 ml ficol
(Ficoll-Paque Plus, Stemcell Technologies, Lot: 12B43208) konuldu. Daha sonra
lizerine tiipiin cidarindan sizdirarak 2 ml kordon kani eklendi. Ficolle kanin
karigmamast i¢in kordon kanini miimkiin oldugu kadar yavas koymaya O6zen
gosterildi.

2) Santrifiijiin (Niive NF 800 R) ilk hizlanma ve son yavaslama hizlari
sifirlanmig olarak kullanilacak sekilde 3250 rpm de 4 °C ‘de 25 dk. sogutmali
santrifijde ~ dik olarak santrifiij edildi. Burada kullanilan kan ve ficoll oda
sicakligindayda.

3) Santrifiij sonrasi dibe ¢oken kirmizi hiicrelerle plazma arasinda kalan
BULUT (buffycoat) kismi topland.

4) Tiipe konan hiicre siispansiyonu {izerine her 1 mL hiicre i¢in 100 yL
pozitif seleksiyon kokteyli ilave edilerek pipetajla iyice karistirildi. Karigim oda
1sisinda 15 dakika stireyle inkiibe edildi.

5) Hiicre-monoklonal antikor karisimi iizerine magnetik nanopartikiiller

her 1 mL hiicre i¢in 50 yL ilave edilerek , iyice karistirildi ve 10 dakika siireyle oda
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1s1sinda inkiibe edildi. ( Magnetik nanopartikiiller hi¢ kullanilmamais bir pipetle nazik
bir sekilde asag1 ve yukar1 dogru 4-5 kez karistirildi.)

6) 10 dk sonunda tiip igerisindeki mix siispansiyon recomend medium
(Stemcell Technologies Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Lot: 12G44761),
(PBS + % 2 FBS 1 mikromolar EDTA, Ca ve Mg (-)) ile 2,5 ml ye tamamlandi ve
bir pipetle nazik bir sekilde yukar1 ve asagi dogru 3-4 kez karistirildi. Sonra tiip
miknatisin igerisine kapaksiz olarak konuldu ve 5 dakika stireyle bekletildi.

7) Stipernatant atildi ve tiipte yalnizca seleksiyonu istenen hiicrelerin
kalmasi saglandi. Tiip ve miknatis birlikte 2-3 sn siireyle ters pozisyonda tutuldu.
Asla sallanmadi. Sonra tekrar diiz pozisyona getirildi.

8) Tiip miknatistan ¢ikarildi ve 2,5 mL kiltir mediumu ilave edildi.
Elde edilen karisim pipetle 3-4 kez karistirtlip miknatisa tekrar konuldu ve 5 dakika
stireyle beklenildi.

9) 6, 7, 8. basamaklar tekrar edildi. 7. basamak bir kez daha tekrar
edildi. Boylece tiipte kalan hiicreler en az iki kez kiiltiir soliisyonu ile yikanarak
uygun hiicre siispansiyonu elde edilmis oldu. Bu islemler sonrasinda pozitif
seleksiyonla elde edilen hiicreler kullanima hazir hale gelmis oldu.

Bu asamalar sonrasinda hiicre elde edip edilemedigini gormek igin tiipe 1 ml
recommend medium ekleyip nazikg¢e pipetajlandi. Daha sonra Olympus CX31 marka

faz-kontrast mikroskopta Makler kamera kullanilarak kok hiicreler sayildi.

Kesitlerin Alinmasi ve Hazirlanmasi

Si¢anlarin yara olusumundan sonra 10. giinde agirliklart ve KGD’ leri tekrar
ol¢iildii. Siganlar 30 mg/kg ketamine hydrochloride ve 6 mg/kg % 2 lik xylazine
hydrochloride kombinasyonunun ip olarak uygulanmasiyla saglanan genel anestezi
altinda dekapitasyon ile sakrifiye edildiler. Yara bolgesinden deri dokular1 alinip
formaldehitte (Tekkim Formaldehit, Lot: 070312510) tespit edildi. Isik mikroskop
takip yontemi uygulanarak parafine gomiilen bloklardan, Leica RM-2125 Rotary
Microtom cihazi ile 5 mikrometre kalinliginda kesitler lizinli lamlara (Marienfeld
Laboratary Glassware Histobond (+), Lot: 23573 ) alindi. Kesitlere daha sonra
Terminal deoksiniikleotidil-transferaz aracili dUTP nick-and labelling (TUNEL)
yontemi, TGF-B ,PDGF, VEGF , FGF, IL-1 ,TNF-a ve kaspaz 3 aktivasyonlarini
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belirlemek i¢in  immunohistokimyasal yontem uygulandi. Kesitler daha sonra
Olympus BX-51 1sik mikroskobu ve Olympus PP72 Digital Kamera atagmani ile

incelenerek resimlendi.

Fiksatif Soliisyonunu Hazirlama

% 37°1ik formaldehitden % 10’luk fiksatif soliisyonu hazirlamak i¢in kullanilan
formiil = Istenilen konsantrasyon/bilinen konsantrasyon X Elde edilmek istenen
miktar (38).

Doku Takip Yontemi
Doku takibinde kullanilan ksilen ve etil alkol Sigma-Aldrich firmasindan
alinmistir.
a) Alinan dokular formaldehitde 1 gece bekletildi.
b) Akarsuda 30 dakika yikandi.
€) %?70’lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
d) %80’lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
e) %90’lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
f) %100°lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
g) Ksilende 1 saat bekletildi.
h) Ksilende 1 saat bekletildi.
i) Parafinde 1 saat bekletildi.
J) Parafinde 1 saat bekletildi.

k) Dokulara parafinle ggmme ve etiketlenme iglemi yapildi.

Immunohistokimyasal Boyama
Doku takip yontemi tamamlanan deri bloklarindan, mikrotom cihaziyla 5 p’
luk kesitler alindi. Ardindan uygulanan protokol sirasi asagidaki gibidir:

Reaktifler i¢in Histostain-Plus kit (Lot: 1018708A, invitrogen) kullanilmistir.

a) Kesitler, benmariden lamlara alinip lam tasima sepetine yerlestirildi.

b) Lam tagima sepeti etiivde 60 °C’de 1 saat bekletildi.
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c)
d)

e)

f)

9)

h)

)

K)

Ksilende, deparafinizasyon islemi i¢in 1 saat bekletildi.

Kesitler sirasiyla %100, %96, %70, %50’lik etil alkol serilerinde 2’ser dakika
bekletildi.

Alkolden ¢ikan preparatlar akarsuda yikanarak 10 dakika Phosphate buffered
saline (PBS)’de birakildi. Bu asamada kesitler PAP pen kullanilarak
isaretlendi.

Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesi, % 30’luk H,O,: Metanol (1:9)
karigimi ile 10 dakikalik uygulamayla ortadan kaldirildi.

Lamlar 3 defa 2 dakika PBS ile yikandi. Uzerlerine ilave edilen serum
bloklama soliisyonu (reagent A) ile 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Kesitler iizerine uygun primer antikorlar ilave edilerek 1 gece over night
yapildi. Bu calismada kullanilan primer antikorlar su sekildeydi: TGF-
B(1:100, Lot: F2512, Santa Cruz Biotechnology), PDGF(1:100, Lot: E1311,
Santa Cruz Biotechnology), VEGF(1:100, Lot: F1312, Santa Cruz
Biotechnology) , FGF(1:100, Lot: A0512, Santa Cruz Biotechnology), IL-
1(1:100, Lot: F2212, Santa Cruz Biotechnology) ,TNF-a(1:100, Lot: F2211,
Santa Cruz Biotechnology) ve Kaspaz 3(1:10, Lot: 1992267, Millipore) diir.
Biitiin primer antikorlar PBS ile diliie edilmistir.

Kesitler, PBS ile yikandiktan (2dkX3) sonra primer antikorlarla reaksiyon
veren, biotinlenmis afiniteye sahip sekonder antikorlarla (Reagent B) 20
dakika muamele edilmistir.

Tekrar PBS ile yikanmasi (2dkX3) yapilan kesitlere, biotinlenmis-sekonder
antikorlara kolayca baglanabilen horseradish peroksidaz  konjugati
streptavidin (HRP-SA) (Reagent C) 10 dakika kadar muamele edilmistir.
Kesitler son kez PBS ile yikandiktan (2dkX3) sonra kromojen boyast DAB-
Plus Substrate Kit (Lot: 1018723A, Invitrogen) ile 3-10 dakika kadar
muamele edilmistir.

Antijenin lokalizasyonunun daha iyi gozlenmesi igin kesitlere hematoksilen

(Merks Harris) ile zit boyama yapilmustir.

m) Kesitler akarsu da yikanmis ve sirastyla %70, %80, %90, %100’lik etil alkol

n)

serilerinde 2’ser dakika bekletilmistir.

Dokularin {izeri entellan ile kapatilmigtir.
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Boyanmanin degerlendirilmesinde asagidaki skala kullanildu.

(+++): kuvvetli boyanma, (++): orta derecede boyanma, (+): zayif boyanma,

(/+/-): ¢ok zayif boyanma, (-): boyanma yok, (/): o yapiya rastlanmamistir

TUNEL Boyama
Her gruptan 5 pum kalinliktaki kesitler lizinli lama alindi. Apoptoz igin
ApopTag Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit (Millipore,
Lot:1951838, USA) kullanild:.
1) Kesitler 6nce 3 kez degistirilen ksilende 15°er dk bekletildiler ve deparafinize
edildiler.
2) 2 kez %100’luk alkolde 5’er dk tutuldular.
3) %95’lik alkolde 3 dk tutuldular.
4) %70’1ik alkolde 3 dk tutuldular.
5) PBS soliisyonunda 5 dk yikandilar.
6) Proteinaz K soliisyonunda oda 1sisinda 15 dk tutuldular.
7) 2 kez degistirilmis distile suda 2’ser dk yikandilar.
8) %3’liik Hidrojen Peroksit (H2O2)’de oda 1s1sinda 5 dk bekletildi.
9) PBS soliisyonunda 5-10 dk yikandilar.
10) Equilibration Buffer i¢inde oda 1sisinda 5 dk inkiibe edildiler.
11) Kesitlere TdT enzimi uygulanarak etiivde 37°C de nemli ortamda 1 saat
tutuldular.
12) Kesitler daha sonra Working Stop /Wash Buffer solusyonunda 15 sn
calkalandilar ve 10 dk oda 1s1sinda inkiibe edildiler.
13) 3 Kez degistirilmis PBS soliisyonunda 1’er dk yikandilar.
14) Oda 1s1sindaki kesitlere anti- digoxigenin peroksidaz damlatilarak iizerleri plastik
cover sliple kaplandi ve oda 1sisinda nemli ortamda 30 dk bekletildiler.
15) 4 Kez degistirilmis PBS sollisyonunda oda 1s1sinda 2’ser dk yikandilar.
16) Kesitlerin iizerine DAB soliisyonu damlatilarak 10 dk bekletildiler.
17) Kesitler 3 kez degistirilmis distile suda 1’er dk yikandi ve son olarak distile suda
5 dk tutuldular.
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18) Zit boyama igin preparatlar %1°’lik metilgreen (Sigma-Aldrich, Lot:
MKBK7934V) igerisinde 10 dk bekletildi.
19) 3 kez degistirilmis distile suda 30’ar saniye ¢alkalandilar.
20) Kesitler 3 kez degistirilmis %100 liik butenolden hizli bir sekilde ¢alkalanarak
gecirildiler.
21) Ksilen I de 2 dk bekletildi.
22) Ksilen Il de 2 dk bekletildi.
23) Ksilen 111 de 2 dk bekletildi.
24) Kesitler en son olarak kapatma mediumu damlatilarak kapatildilar.

Apopitotik indeks: Apopitotik indeksin tespiti igin 151k mikroskobunda x40
biiylitmede rasgele se¢ilen 10 alanda TUNEL yontemiyle pozitif olarak isaretlenen
apopitotik niikleuslar sayilarak asagidaki formiile gore yapildi: Apopitotik

indeks=apopitotik niikleus sayisi / toplam hiicre sayis1 x100

ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Siganlarin agirliklarinin ve KGD lerinin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis
testi, fark yaratan grubun belirlenmesinde  Mann-Whitney U testi kullanildu.
Anlamhilik diizeyi p< 0,05 olarak kabul edildi. Yapilan immiimohistokimyasal
boyamalarda epitel hiicreleri, bag dokusu hiicreleri, yag bezi ve ter bezi hiicreleri
sayildi, pozitif boyanan hiicrelerin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis, gruplar
arasindaki farklar Mann-Whitney U testi kulanilarak degerlendirildi. TUNEL pozitif
hiicrelerde apopitotik indeks hesaplanip istatiksel olarak ortalamalar1 alindi. Veriler

SPSS 17,0 programu ile analiz edildi. Anlamlilik diizeyi p< 0,05 olarak kabul edildi.
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BULGULAR

SICANLARIN DIYABET BULGULARI

Biitiin sicanlarin baglangi¢ agirliklar1 ve dekapitasyon oncesi son agirliklar

(14. Giin) Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2: Deneyde kullanilan siganlarin agirliklart ve kan glikoz degerleri

Sican Agirhiklar (gr) Kan Glukoz Degerleri (mg/dl)
no: Gruplar 0. Giin |14. Giin| 0. Giin 3. Giin 10. Giin
K 270 306 93 108 88
1 KH 237 217 90 431 290
D 265 242 122 250 309
K 231 253 160 110 100
2 KH 282 278 76 251 344
D 190 230 79 266 254
306 350 68 92 83
3 KH 253 229 94 338 364
D 237 236 97 250 264
K 225 270 87 118 87
4 KH 201 216 85 398 434
D 264 244 101 297 450
237 267 73 102 74
5 KH 232 225 80 372 358
D
K 265 288 64 79 72
6 KH 231 216 75 354 450
D
K 255.6+30.7 | 289+35 |90.8+35.6 | 101.5+14 84+10
ORT. KH 239.3+26.8 | 230+24 | 83.3+7.6 |357.3+£61.6| 373.3+59
5D) D 239+35.14 | 238+6.3 | 99.7417.6 [ 265.7£22.1 | 319.2+90
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Sicanlarin baglangic agirliklart K grubu 255,6+30,7gr, KH grubunun
239,3+£26,8gr, D grubunun ise 239+35,1gr olarak hesaplandi (Tablo 2) . K, KH, D
gruplarindaki sicanlarin baslangi¢ agirliklar1 arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>

0,05, Kruskal-Wallis testi) (Sekil 6 )

SICANLARIN AGIRLIKLARI

300

250 1

200

vUCUT ® 0.Giin
AGIRLIKLAR 150 .
14.Giin

I(gr)

100

50

0 . .
K KH D
GRUPLAR

Sekil 6: K, KH, D gruplarinin baglangi¢ agirliklarinin (0. Giin) ve son agirliklarinin
(14. Giin) ortalamalarinin grafigi

Dekapitasyon oncesi siganlarin son agirhiklart (14. Giin), K grubunun
289+35gr, KH grubunun 230+24gr, D grubunun ise 238+6,32 gr olarak hesaplandi
(Tablo 2). K, KH, D gruplarinin son agirliklar1 arasinda anlamli bir fark vardi (p<
0,05, Kruskal-Wallis testi ).

KH ve D grubu sicanlarin agirliklart K grubuna gore anlamli bir sekilde
azaldi. (p< 0,05, Mann-Whitney U testi) . Fakat KH ve D gruplari arasinda anlamli
bir farklilik yoktu (p> 0,05, Mann-Whitney U testi) (Sekil 6)

Diyabet olusturulan KH ve D grubundaki siganlarin deney siireci sonunda
viicut agirhiklarini  arttirmadiklart  ayrica baslangic agirliklarina  gore viicut
agirliklariin istatiksel olarak anlamli derecede azaldigi goriildi (p< 0,05, Mann-
Whitney U testi) (Sekil 6 ).
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Deneyin baslangicinda (0. Giin) sicanlarin ilk KGD K grubunda 90.8435.6
mg/dl, KH grubunda 83.3+7.6mg/dl, D grubunda 99.7+£17.6mg/dl olarak olgiildii.
STZ ile diyabet olustrulduktan sonraki 3. giindeki KGD K grubunda 101.5+14mg/dl,
KH grubunda 357.3+61.6mg/dl , D grubunda 265.7+£22.1mg/dl olarak olgiildii. 10.
giindeki KGD K grubunda 84+10mg/dl, KH grubunda 373.3+59mg/dl , D grubunda
319.2490mg/dl olarak Oolgiildii (Tablo 2). Deneyin baslangicinda K, KH ve D
gruplarindaki siganlarin KGD arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0,05, Kruskal-
Wallis testi ) (Sekil 7). Diyabet olusumundan sonraki 3. Giin ve 10. Giin K, KH ve D
gruplarindaki siganlarin kan glukoz diizeyleri arasinda anlamli bir fark vardi.

(p<0,05, Kruskal-Wallis testi )

KAN GLUKOZ DUZEYLERI

400 -

350 A

300 A

250 A
1 (0.Gin

KAN
GLUKOZ 3.Giin
DUZEYIi 150 - ® 10.Giin

(mg/dl)
100

50 A

0

K KH D
GRUPLAR

Sekil 7: K, KH ve D gruplarinin 0. Giin, diyabet olusturulmasindan sonraki 3. Giin
ve 10. Giinlerde 6lciilen KGD ortalamalarinin grafigi

KH ve D gruplarindaki siganlarin 3. Giin ve 10. Giin KGD K grubuyla
karsilagtirildiginda anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0,05, Mann-Whitney U testi)
(Sekil 7). Ve kan glukoz diizeyleri KH ve D gruplarinin her ikisinde de 250 mg\dl
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nin iizerindeydi. KH ve D gruplari arasinda 3. ve 10. giin KGD arasinda anlamli bir

fark yoktu (p>0,05, Mann-Whitney U testi) (Sekil 7).

IMMUNOHISTOKIMYASAL VE TUNEL BOYAMA SONUCLARI
Kaspaz 3

K grubunda epidermis 2-3 sirali haldeydi ve boyanma orta dereceli pozitifti.
Cekirdek boyanmasi ¢ok azdi. Yag dokusunda da boyanma orta derecede pozitifti.
Boyanma bag dokusu liflerinde ¢ok zayif olarak izlendi (Sekil 8) (Tablo 3).

D grubunda epidermis kaspaz 3 agisindan yogun pozitifti. Sitoplazma ve
cekirdeklerin boyandig1 ve boyanmanin yaygin oldugu izlendi. Bag dokusu hiicreleri
negatif ve zayif pozitif reaksiyon gosterirken c¢ekirdekleri negatifti. Kil kokiinde yer
alan yag doku hiicreleri orta derecede boyanma gostermisti. Cekirdeklerinde pozitif
reaksiyon izlendi. Boyanma yaygind1 (Sekil 8) (Tablo 3).

KH grubunda ¢ok sirali epidermisde boyanma orta derecede pozitifti.
Cekirdek boyanmasi yoktu ve ¢ok azdi. Apikale dogru boyanma artmisti. Bag doku
liflerinde boyanma cok zayifti. Bag doku hiicrelerinin ¢ekirdeklerinin boyanmasi
¢ogunlugunun negatifti. Yag bezi hiicrelerinde boyanma yogundu. Cekirdek
boyanmasi az da olsa izlendi (Sekil 8) (Tablo 3).
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Sekil 8: K, D ve KH gruplarinda Kaspaz 3 dagilimi ve yerlesimi

A) Kontrol grubu B) Diyabet grubu C) Kok Hiicre grubu. Epidermis (E), bag dokusu
hiicreleri (ok), bag dokusu lifleri (ok basi), yag bezi (YB), ter bezi (TB).

Immunoperoksidaz-hematoksilen boyas.
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Tablo 3: K, D ve KH deneklerin deri dokusunda Kaspaz-3 yerlesimi ve ekspresyonu

Epidermis | Bag Bag Yag bezleri | Ter
dokusu Dokusu bezleri
Lifleri hiicreler
K ++* + ++ xx +
D +++ +++ +++ +++ +++
KH ++* + + S Salad +

*Stratum bazale tabakasi negatif olarak izlendi
** Boyanma yalnizca sitoplazmikti ¢cekirdek boyanmasi izlenmedi.

K, D, KH gruplari arasinda epidermis, bag dokusu ve yag bezinde kaspaz 3
pozitif hiicre sayisinda anlamli fark bulundu. Pozitif hiicre sayis1 D grubunda anlamli
olarak daha fazla bulundu. KH ve D gruplari ve Kve D gruplari kendi aralarinda ter
bezi pozitifligi konusunda herhangi bir anlamlilik bulunamadi. Bag dokusu
pozitifligi yoniinden K ve KH gruplari arasinda anlamli bir fark vardi ( p<0,05).

FGF

K grubunda epidermis, bag dokusu hiicre ¢ekirdekleri, yag bezi ve bag dokusu
lifleri zay1if pozitif boyanarak izlendi (Sekil 9) (Tablo 4).

D grubunda epidermisde, yag bezi hiicrelerinde ve bag dokusu hiicre
¢ekirdeklerinde boyanma negatifti. Bag dokusu liflerinde zayif boyanma dikkati
cekti (Sekil 9) (Tablo 4).

KH grubunda epidermisde boyanma apikalde yogun olarak izlendi. Pozitif
boyanma gosteren bag dokusu hiicre ¢ekirdekleri ve yag bezi hiicre ¢ekirdekleri
dikkati ¢ekti (Sekil 9) (Tablo 4).
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Sekil 9: K, D ve KH gruplarinda FGF dagilimi1 ve yerlesimi.

A) Kontrol grubu B) Diyabet grubu C) K6k Hiicre grubu. Epidermis ;(E), bag dokusu hiicreleri (ok),
bag dokusu lifleri; (ok bas1), yag bezi; (YB), ter bezi; (TB). Immunoperoksidaz-hematoksilen boyast.
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Tablo 4: K, D ve KH deneklerin deri dokusunda FGF yerlesimi ve ekspresyonu

Epidermis Bag Dokusu | Bag Dokusu | Yag bezleri | Ter bezleri
Lifleri Hiicreler
K +,+/- - - +,+/- +,+/-
D - - - - -
KH ++ + +++ +++ +

K, D, KH gruplar arasinda epidermis, bag dokusu, yag bezi ve ter bezinde
FGF pozitifligi, anlamli olarak farkli bulundu. KH ve D gruplar kendi aralarinda
karsilastirildiginda  epitel, bag dokusu, yag bezi ve ter bezinde FGF pozitifligi
anlamli olarak farkliydi. FGF (+) hiicreler KH grubunda daha fazla bulundu. K ve D
gruplar1 kendi aralarinda karsilagtirildiginda; FGF (+) hiicreler K grubunda daha
fazlaydi. Bag dokusu, yag bezi ve ter bezi FGF pozitifligi anlamli degildi. K ve KH
gruplart karsilastirildiginda  epidermis, bag dokusu, yag bezi ve ter bezi FGF
pozitifligi KH grubunda daha fazlaydi ( p<0,05).

IL-1

K grubunda epidermis, bag dokusu ve yag bezinde pozitif reaksiyon gozlendi.
Epidermiste ve yag bezlerinde boyanma yogunken, dermiste bag dokusu liflerinin
daha zayif reaksiyon gosterdigi belirlendi. Bu grupta da boyanma sitoplazmik ve
niikleerdi (Sekil 10) (Tablo 5).

D grubunda epidermiste hiicre sitoplazmasi ve ¢ekirdekleri, bag doku lifleri ve
cekirdekleri yogun pozitif boyanmisti. Yag bezi hiicrelerinde de yogun pozitif
boyanma izlendi. Boyanma sitoplazmik ve niikleerdi (Sekil 10) (Tablo 5).

KH grubunda boyanma K grubuna yakin olarak izlendi. Ancak hem
epidermisde hem de yag bezinde yer yer negatif boyanma dikkati g¢ekti. Ayrica
dermiste bag dokusu liflerinin K grubunda yogun boyandig izlendi (Sekil 10) (Tablo
5).
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Tablo 5: K, D ve KH deneklerin deri dokusunda IL-1 yerlesimi ve ekspresyonu

Epidermis | Bag Bag Yag bezleri | Ter
Dokusu Dokusu bezleri
Lifleri Hiicreleri
K +++ +++ + +++ +++
D +++ +++ +++ +++ +++
KH +++ +++ +++ +++ +++

K, D, KH gruplar1 arasinda epidermis, bag dokusu ve ter bezinde IL-1
pozitifligi anlamli olarak farkli bulundu. Yag bezi pozitif hiicre varligi anlamh
degildi. KH ve D gruplar1 kendi aralarinda bag dokusunda IL-1 pozitifligi anlamli
olarak farkli bulundu. Farkliligin nedeni KH grubunda daha fazla pozitif hiicre vardi.
Epidermiste ve ter bezinde IL-1 pozitifligi agisindan anlamli bir farklilik bulunmadi.
K ve D gruplar arasinda bag dokusu, ter bezi IL-1 pozitifligi anlamli olarak farkli
bulundu. D grubunda bag dokusu pozitifligi daha fazlayken, K grubunda ter bezi
pozitifligi daha fazla bulundu. Epidermisde IL-1 pozitifligi anlamli bir farklilik
bulunmadi. K ve KH gruplan karsilastirildiginda epidermisde IL-1  pozitifligi
anlamli olarak farkli bulundu ( p<0,05). Bag dokusu ve ter bezi IL-1 pozitifligi
konusunda anlamli bir farklilik bulunmadi ( p>0,05).
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Sekil 10: K, D ve KH gruplarinda IL-1 dagilimi ve yerlesimi.
A) Kontrol grubu B) Diyabet grubu C) Kok Hiicre grubu. Epidermis (E), bag dokusu
hiicreleri (ok), bag dokusu lifleri (ok basi), yag bezi (YB), ter bezi (TB).

Immunoperoksidaz-hematoksilen boyasi.
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TGF-B

K grubunda epidermiste, yag bezi hiicrelerinde kuvvetli pozitif reaksiyon
gosterirken dermiste bag dokusu lifleri orta ve zayif derecede boyanmusti. Ter
bezlerinde de pozitif reaksiyon vardi (Sekil 11) (Tablo 6).

D grubunda epidermiste, yag bezi hiicrelerinde kuvvetli pozitif reaksiyon
gosterdi. Bag dokusu hiicrelerinde ve liflerinde ve ter bezlerinde de zayiftan orta
dereceye degisen t pozitif reaksiyon izlendi (Sekil 11) (Tablo 6).

KH grubunda epidermis, bag dokusu lifleri, yag bezi hiicreleri kuvvetli pozitif
reaksiyon gosterirken, ter bezlerinin bazilar1 ve dermisteki bag dokusu hiicrelerinin
bazilar1 pozitif, bazilarinda negatif boyanma izlendi (Sekil 11)(Tablo 6).

Tablo 6: K, D ve KH deneklerin deri dokusunda TGF-f yerlesimi ve

ekspresyonu

Epid Bag Bag Yag Ter
ermis Dokusu Dokusu bezleri bezleri
Lifleri Hiicreler
K +++ -[++ -[++ +++ ++
D +++ +/++ +/++ +++ ++
K +++ +++ +++ +++ +++
H

K, D, KH gruplar1 arasinda epidermis, bag dokusu, yag bezi ve ter bezinde
TGF-B pozitifligi anlamli olarak farkli bulundu. KH ve D gruplari arasinda epitel,
bag dokusu, yag bezi ve ter bezinde TGF-B pozitif hiicre varligi anlamli olarak
farkliydi ( p<0,05). Epidermis, bag dokusu ve yag bezinde KH grubunda daha fazla
pozitif hiicre izlenirken, D grubunda ter bezinde daha fazla pozitif hiicre bulundu. K
ve D gruplan arasinda bag dokusu, yag bezi ve ter bezinde TGF-B pozitif hiicre
varligi anlaml olarak farkliydi. D grubunda bag dokusunda daha fazla pozitif hiicre
izlenirken, K grubunda yag bezi ve ter bezinde daha fazla pozitif hiicre bulundu.
Epidermisde anlamli bir farklilik yoktu. K ve KH gruplari arasinda bag dokusu, yag
bezi ve ter bezinde TGF-B pozitif hiicre varlig1 anlamli olarak farkliydi. Bag dokusu

ve yag bezinde KH grubunda daha fazla pozitif hiicre izlenirken, ter bezinde K
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grubunda daha fazla pozitif hiicre bulundu. Epidermisde gruplar arasinda anlamli bir
farklilik yoktu ( p>0,05).

Sekil 11: K, D ve KH gruplarinda TGF-§ dagilim1 ve yerlesimi.
A) Kontrol grubu B) Diyabet grubu C) Kok Hiicre grubu. Epidermis (E), bag dokusu hiicreleri (ok), bag
dokusu lifleri (ok bas1), yag bezi (YB), ter bezi (TB). immunoperoksidaz-hematoksilen boyasi.



TNF-a

K grubunda epidermis, bag dokusundaki fibriller ve hiicreler, ter ve yag bezleri
orta derecede pozitifti. Reaksiyon sitoplazmik olup ¢ekirdekte boyanma izlenmedi
(Sekil 12) (Tablo 7).

D grubunda epidermiste, yag bezi ve ter bezi hiicrelerinde pozitif reaksiyon
gozlendigi izlendi. Reaksiyon ter ve yag bezlerinde sitoplazmikti. Cekirdek
boyanmasi izlenmedi. Epidermisteki hiicre ¢ekirdeginde de pozitif reaksiyon vardi.
Bag dokusu lifleri ve hiicrelerinde reaksiyon zayif pozitif ve negatif olarak izlendi
(Sekil 12) (Tablo 7).

KH grubunda epidermis iist katmanlarinda boyanma izlenirken, bazal
katmanlarda boyanmanin negatif oldugu dikkati ¢ekti. Ter ve yag bezlerinde kuvvetli
boyanma izlenirken bag dokusu liflerinde ve hiicrelerinde zayif boyanma izlendi
(Sekil 12) (Tablo 7).

Tablo 7: K, D ve KH deneklerin deri dokusunda TNF-a yerlesimi ve ekspresyonu

Epidermis Bag Dokusu | Bag Dokusu | Yag Ter
Lifleri Hiicreler bezleri bezleri
K +++ ++ ++ ++ ++
D +++ -+ -+ +++ +++
KH +++ + + +++ +++

K, D, KH gruplar1 arasinda epidermis, bag dokusu, yag bezi ve ter bezinde
TNF-a pozitifligi anlamli olarak farkli bulundu. KH ve D gruplar1 arasinda
epidermis, bag dokusu ve yag bezinde TNF-a pozitif hiicre varligi anlamli olarak
farkliydi. D grubunda anlamli olarak daha fazla pozitif hiicre vardi. Ter bezinde
anlamli bir farklihik yoktu. K ve D gruplan arasinda bag dokusu, yag bezi ve ter
bezinde TNF-o pozitif hiicre varligi anlamli olarak farkliydi. Bag dokusunda D
grubunda daha fazla pozitif hiicre izlenirken, yag bezi ve ter bezinde K grubunda
daha fazla pozitif hiicre bulundu. Epidermis pozitifligi anlamli degildi. K ve KH
gruplar arasinda epidermis, bag dokusu ve ter bezinde TNF-a pozitif hiicre varlig
anlaml1 olarak farkliyd1 (p<0,05). Epidermis, bag dokusu ve ter bezinde K grubunda
pozitif hiicre sayis1 daha fazlaydi . Yag bezi pozitifligi anlamli degildi (p>0,05).
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Sekil 12: K, D ve KH gruplarinda TNF-a dagilimi ve yerlesimi.
A) Kontrol grubu B) Diyabet grubu C) Kok Hiicre grubu. Epidermis; (E), bag dokusu hiicreleri (ok),
bag dokusu lifleri; (ok bas1), yag bezi; (YB), ter bezi; (TB). Immunoperoksidaz-hematoksilen boyast.
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PDGF

K grubunda epidermis tabakasi kuvvetli pozitif reaksiyon gosterirken, bag
dokusu lifleri, zayif pozitifti. Ter ve yag bezleri orta derecede pozitif boyanma
gosterdi. Cekirdek boyanmasi izlenmedi (Sekil 13) (Tablo 8).

D grubunda epidermis bazalde negatif apikale dogru pozitif reaksiyon gosterdi.
Yag ve ter bezleri hiicrelerinin bazilar1 orta derecede bazilarinda da zayif boyanma
gozlendi. Bag dokusu lifleri ve hiicreleri zayif pozitifti (Sekil 13) (Tablo 8).

KH grubunda epidermis, bag dokusu lifleri ve hiicreleri, ter ve yag bezleri
kuvvetli pozitif reaksiyon gosterdi. Boyanma sitoplazmik ve niikleerdi (Sekil 13)
(Tablo 8).

Tablo 8: K, D ve KH deneklerin deri dokusunda PDGF yerlesimi ve ekspresyonu

Epidermis | Bag  Dokusu | Bag Dokusu | Yag Ter bezleri
Lifleri Hiicreler bezleri
K +++ + ++ ++ ++
D -[+++ -+ -+ +++ ++,+
KH +++ +++ +++ +++ +++

K, D, KH gruplar1 arasinda bag dokusu, yag bezi ve ter bezinde PDGF
pozitifligi anlamli olarak farkli bulundu. Fakat epidermis hiicrelerinde anlamli bir
farklilik yoktu. KH ve D gruplari arasinda bag dokusu ve ter bezinde PDGF pozitif
hiicre varlig1 anlamli olarak farkliydi. KH grubunda anlamli olarak daha fazla pozitif
hiicre vardi. K ve D gruplan arasinda bag dokusu, yag bezi ve ter bezinde PDGF
pozitif hiicre varlig1 anlamli olarak farkli bulundu. Bunun nedeni K grubunda anlaml
olarak daha fazla pozitif hiicre vardi. K ve KH gruplar arasinda yag bezi ve ter
bezinde PDGF pozitif hiicre varlig1 anlamli olarak farkliydi ( p<0,05). PDGF pozitif
hiicreler yag bezinde K grubunda, ter bezinde KH grubunda anlamli olarak daha
fazla pozitif bulundu. Bag dokusunda anlamli bir farklilik yoktu ( p>0,05).
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Sekil 13: K, D ve KH deneklerin deri dokusunda PDGF yerlesimi ve ekspresyonu
A) Kontrol grubu B)  Diyabet grubu C) Kok Hiicre grubu. Epidermis (E), bag dokusu hiicreleri
(0k), bag dokusu lifleri (ok bas1), yag bezi (YB), ter bezi (TB). Immunoperoksidaz-hematoksilen.
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VEGF

K grubunda epidermis, ter ve yag bezleri kuvvetli pozitif reaksiyon gosterirken,
dermisteki bag dokusu lifleri negatif, bag dokusu hiicrelerinin bazilarmin kuvvetli
pozitif oldugu gozlendi (Sekil 14) (Tablo 9).

D grubunda epidermis, demisteki bag dokusu hiicreleri, ter ve yag bezlerinde
kuvvetli pozitif reaksiyon gozlenirken, bag dokusu lifleri zayif pozitif reaksiyon
gosterdi. Boyanma cogunlukla sitoplazmikti. Bazi1 alanlarda ¢ekirdek boyanmasi
gozlendi (Sekil 14) (Tablo 9).

KH grubunda epidermis, ter bezleri ve yag bezleri, dermis bag dokusu
hiicreleri ve lifleri kuvvetli pozitifti. Boyanma hem sitoplazmik hem de niikleerdi
(Sekil 14) (Tablo 9)

Tablo 9: K, D ve KH deneklerin deri dokusunda VEGF yerlesimi ve ekspresyonu

Epidermis | Bag Dokusu | Bag Dokusu | Yag bezleri | Ter

Lifleri Hiicreler bezleri
K +++ +++ +++ +++ +++
D +++ +++ +++ +++ +++
KH +++ +++ +++ +++ +++

K, D, KH gruplar1 arasinda epidermis, bag dokusu, yag bezinde VEGF
pozitifligi anlamli olarak farkli bulundu. Fakat ter bezinde anlamli bir farklilik yoktu.
KH ve D gruplan arasinda epidermis, bag dokusu ve ter bezinde VEGF pozitif
hiicre varlig1 anlamli olarak farkliydi. KH grubunda anlamli olarak daha fazla pozitif
hiicre vardi. Yag bezinde anlamli bir farklilik bulunmadi. K ve D gruplar1 arasinda
epitel ve bag dokusu VEGF pozitifligi anlamli olarak farkliydi. Epidermisde K
grubunda ,bag dokusunda D grubunda pozitif hiicre anlaml olarak fazla bulundu.
Yag bezinde anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0,05). K ve KH gruplari arasinda
epidermis, bag dokusu ve ter bezinde VEGF pozitif hiicre varligi anlamli olarak
farkliydi. KH grubunda anlamli olarak daha fazla VEGF pozitif hiicre vardi (p<0,05).
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Sekil 14: K, D ve KH gruplarinda VEGF dagilim1 ve yerlesimi.

A) Kontrol grubu B) Diyabet grubu C) K6k Hiicre grubu. Epidermis (E), bag dokusu hiicreleri (0k),
bag dokusu lifleri (0K bast), yag bezi (YB), ter bezi (TB). Iimmunoperoksidaz-hematoksilen.
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HE Boyama

K grubunda epidermisteki epitelyum tabakasit ¢ok katmanli olarak izlendi.
Keratin tabakasi epitelyum tabakasi tizerinde olduk¢a yogun olarak géziikmekteydi.
Dermisteki bag dokusu lifleri, ter ve yag bezleri normal goriintimdeydi (Sekil 15-A).

D grubunda epidermis ince bir katman olarak izlenirken, dermisteki liflerin
biitiinligliniin  kayboldugu, aralarinda boslugun oldugu izlendi. Yag ve ter
bezlerindeki biitiinliik devam ediyordu (Sekil 15-B).

KH grubunda epidermis epitel tabakasi ¢ok katli olarak, keratin tabakasiyla
birlikte normale yakin goriinimdeydi. Dermisteki bag dokusu lifleri, ter ve yag

bezleri normal goriiniimdeydi (Sekil 15-C).
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Sekil 15: K, D ve KH gruplarinda Hematoksilen Eozin boyama.
A) Kontrol grubu B) Diyabet grubu C) Kok Hiicre grubu. Epidermis (E), bag dokusu hiicreleri (0k),
bag dokusu lifleri (0k bas1), yag bezi (YB), ter bezi (TB). Hematoksilen-Eozin



TUNEL sonuclar

D grubunda epidermis tabakasi ¢ok yogun pozitifti. Dermis tabakasinda lifler
orta derecede boyanirken hiicrelerin kuvvetli boyandigi dikkati ¢ekti. Ter ve yag
bezlerinde TUNEL (+) hiicreler yogin sekilde izlendi (Sekil 16)

KH ve K grubunda epidermiste , dermiste , ter ve yag bezlerinde pozitif
hiicreler vardi. Bu hiicrelerin sayis1 diyabet grubuna gore azd1 (Sekil 16).

Her preparatta X400 biiylitmede rastgele se¢ilmis alanlarda toplam 500 hiicre
saylldi. TUNEL + hiicrelerin tiim hiicrelere oram1 % olarak hesaplanarak apototik
indeks degerleri belirlendi. Apopitotik indeks degerine gore yapilan istatiksel analiz
sonucu K, D, KH gruplari arasinda anlamli bir farklilik bulundu (Tablo 10). D
grubunda anlamli olarak apopitotik hiicre sayisi daha fazlaydi (P< 0.05).

Tablo 10: TUNEL boyama yapilan K, D ve KH gruplarmin apopitotik indeks

degerlerinin karsilastirilmasi

Mean Standart Sapma
K 55,33 +3,6
D 92,25 +0,9
KH 67,33 +4,1

(P<0.05)
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Sekil 16: TUNEL yontemi uygulanmis K, D ve KH gruplarinda TUNEL + hiicreler
A) Kontrol grubu B) Diyabet grubu C) Kok Hiicre grubu.  TUNEL Boyamasi
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TARTISMA

Diyabet yara iyilesmesinin bozulmasinda prototip bir modeldir. Diyabetli
hastalarda diisiik yara cevresi transkutan6z oksijen basinci ve diisiik kan basinciyla
iligkili olarak doku tamiri orami azalir. Diyabetli hastalardaki iilserasyonun
predispozisyon nedenleri multifaktoriyeldir ve endotel disfonksiyonu, ateroskleroz
ve periferik ndéropati gibi birbiriyle iliskili nedenleri vardir (39).

DM’nin 6nemli komplikasyonlarindan biri olan ayak {ilserinde yara iyilesmesi
gecikmekte, alt ekstremite amputasyonu, uzun siireli yatis ve hayati tehdit eden
sepsis dahil bir¢cok klinik problemle sonug¢lanabilmektedir (40). DM i¢inde yara
kapanmasini ve iyilesmeyi geciktiren faktorler; hiicresel disfonksiyon, biiyiime
faktoriindeki  degisiklikler, keratinosit ve fibroblastlarin migrasyonunu ve
proliferasyonunu zayiflatan sinyallerdeki degisiklikler, ekstraseluler matriks {iretimi,
anjiyogenez, ve yara dokusunun bakteri ve enfeksiyona duyarliligidir (41). Buna ek
olarak, diyabetik noropati nedeniyle ndropeptid sayilarinda azalma yara kapanmasi
ve iyilesmesini etkiler. Noropeptidler hiicre kemotaksisinin stimulasyonunu,
proliferasyonu ve biiylime faktorii tiretimini etkiler (40). Yapilan bir ¢aligmaya gore
diyabetik iilserli hastada 16kositlerin iilsere girisi ve birikimi engellendigi ve bu

nedenle de normal yara iyilesmesinin basarisiz oldugu bildirilmistir (26).

Oksidatif stres, hiperglisemik psodohipoksi, non enzimatik glikasyon ve
koagiilasyon kaskadinin aktivasyonu gibi bircok metabolik bozukluk endotelial
disfonksiyondan sorumlu olabilir (39).

Sicanlarda yapilan bir calismada, re-epitelizasyon ve yara yerinde hiicre
apoptozunun basarisizligindan kaynaklanan granulasyon doku azalmasinin ortaya
¢ikmasi, yara kapanmasinda ve iyilesmesinde de kontrol yaralarina oranla 6nemli bir
azalma oldugu gosterilmistir (42). Yara tedavisi, tiim bu komplikasyonlarla basa
cikabilmek i¢in, yara kapanmasi ve iyilesmesinin ¢oklu adimlarindan olusan etkili bir
metod gerektirir (41). Kok hiicrelerin yara kapanmasini arttirabildigi ileri
stiriilmektedir (43). Kok hiicrelerin yara kapanma siirecini hizlandirmasinda 2
olasilik vardir; ilki, kok hiicreler biiylime faktorleri, sitokinler ve mediatorlerin

salinimini saglayarak komsu doku ve hiicre olusumunu stimiile eder. Ikinci olarak,
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kok hiicreler yara alaninda rejeneratif hiicrelere farklilasir veya komsu hiicreler ile
isbirligi yaparak doku yenilenmesini uyarir (41).

Gobek kordon kani serumunun insan serumuyla karsilastirildiginda yiiksek
miktarda sitokin ve biiyiime faktorii ve kok hiicre icerdigi bildirilmektedir (44).

Bu caligmada kordon kanindan elde edilen CD 34(+) kdk hiicrelerini diyabetik
yara olusturulan siganlara verilerek yara iyilesmesi incelendi. Ozellikle bu siirecte
etkili olan biiylime faktorlerinden TGF-B ve PDGF, anjiogenezisle ilgili olarak
VEGF ve FGF, sitokinlerden de IL-1 ve TNF-o ekspresyonu immiinohistokimyasal
olarak incelendi. Bu ¢aligmada ayrica kordon kan1 kok hiicrelerinin apototik siirece
olan etkisi arastirildi. Literatiir taramasinda kok hiicrelerin yara iyilesmesi sirasinda
apoptotik siirece olan etkileriyle ilgili ¢aligmaya rastlanmadi. Bunun i¢in TUNEL
yontemini uyguladi ve apoptotik yolakta 6liim molekiilii olan kaspaz 3 aktivasyonu
immunohistokimyasal olarak incelendi.

Bu c¢alismada streptozosinle DM olusturuldu. Streptozosin, hizli ve geri
dontisiimsiiz bir nekrozu tetikleyen pankreatik [B-hiicrelerine karsi toksik etkiye
sahiptir. Etkisi, insan tip 1 diyabet baslangicini taklit edebilir (45).

Kim, JY. ve ark. yaptigi calismada insan kordon kanindan elde edilen
endotelial progenitor hiicre (EPC) transplantasyonu hasardan 3 gilin sonra 6nemli
Olciide keratinosit ve fibroblast proliferasyonunu stimiile etmistir. PBS control
grubuyla karsilastirildiginda STZ’ nin indiikledigi diyabetik farelerde yara kapanmasi
anlamli 0Olgiide hizlanmistir. RT-PCR analizleri gostermistir ki EPCs yara
tyilesmesiyle iliskili ¢esitli biiyiime faktorlerinin salinimini saglar. Bunlarin arasinda
keratinosit biiytime faktorii , PDGF, EPC lerden biiyiik oranda eksprese edilmistir ve
EPC enjekte edilen dermal dokuda 6nemli 6l¢iide bulunmustur (46).

EPC’ler hasarli dokudaki revaskiilarizasyon ve doku tamirine katilan
endothelial prokiirsordiir. EPC’lerin bu teropatik potansiyelleri hayvan modeli ve
insan modelindeki iskemik hastaliklarda (Kalp Krizi, inme, Periferik Arter Hastalig)
rapor edilmistir. EPC’ler g¢esitli anjiogenik biiylime faktorlerini sekrete ederek
endojenik anjiogenezisi stimule eder (46).

Diyabetik yaralarin yara iyilesmesinde gecikme yapmasinin nedenleri biiyiime
faktorii tretiminde azalma, anjiogenezisin azalmasi, keratinosit ve fibroblast

proliferayonu ve gogiinde bozukluk gibi bir¢ok nedene bagli olabilir. Buna ek olarak

70



son zamanlarda bir ¢aligmada diyabetik farelerde kan dolasiminda ve yarada azalmis
EPC’lerin miktarinin anlamli 6lglide daha az oldugu gosterilmistir. Ayrica diyabetik
farelerden EPC hayvan modelinde iskemik hayvanlara enjekte edildigi zaman
revaskiilarizasyonu bozar. Fakat normal farelerden EPC hasarli dokuda kan akimini
anlamli ol¢iide iyilestirir (46).

EPC transplantasyonu erken yara iyilesmesi siirecinde keratinosit ve fibroblast
proliferasyonunu saglar. Dikkatlice incelenirse hiicresel degisiklikler erken yara
iyilesmesi boyunca EPC transplantasyonuyla meydana gelir (46). Kim, J.Y. ve ark.
yaptig1 ¢alismada 6zellikle CK 14 (+) proliferatif hiicreler keratinosit rezervuar alani
olarak bilinen, komsu saglam deride kil folikiillerinin dis kilifinda bulundu. Ciinkii
folikiiler keratinositler normal derinin gelisiminden, mitoza gitmeden, yaralanma
durumunda epidermisin devamliligim1  saglamak gibi  ozellikleri  vardir.
Reepitelizasyonun baglamasinda kritik rolii oldugu diisiiniilmektedir. CK14/ Ki 67
(+) hiicrelere EPC tedavisi alan yaralarda, PBS verilen kontrol grubuna gore kil
folikiillerinde daha fazla oldugu gozlendi. Hasardan sonraki 7. gilinde alinan
dokudaki graniilasyon dokusuna yapilan immiinohistokimyasal analiz sonucu EPC
transplantasyonu graniilasyon dokusunda fibroblast proliferasyonu saglamistir (46).

Insan kordon kanindan elde edilen EPC’ler diyabetik farelerde yara
kapanmasini anlamli olarak arttirmaktadir. Bunu da Kkeratinosit / fibroblast
proliferasyonunu  ve revaskiilarizasyonu arttirarak yapmaktadir. Ozellikle EPC
transplantasyonu epidermisin bazal tabakasindaki CK 14 (+) keratinosit ve yara
yanindaki kil folikiillerinin dis kilifinda proliferasyonunu stimule ettigini
gostermistir. Bu proliferasyon ¢ok az Ki 67 + proliferatif hiicrelerin bulundugu yara
yataginin merkezine keratinosit migrasyonunu destekleyerek erken donemde hizli
reepitelizasyonu saglayabilir. Ciinkii kil folikiilii keratinositlerinin aktivasyonu
yaralanmadan sonra hizl reepitelizasyonun baslamasi i¢in gereklidir (46).

EPC ile tedavi edilen yaradaki bulgular gostermistir ki, EPC’ler direkt olarak
fibroblast ve keratinosit proliferasyonunu aktive eder. Diyabette bozulmus yara
iyilesmesi PDGF ve keratinosit biiyiime faktoriiniin (KGF)  ekspresyonunun
azalmasiyla iligkilidir. Bu baglamda insan EPC’ler enjekte edilenlerde salinan PDGF
ve KGF keratinosit ve fibroblast proliferasyonunu ve migrasyonunu stimule eder
(46).
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Yiiksek glikoz konsantrasyonlari ya direkt olarak ya da apopitosis signal
regulating kinase-1 (ASKI1) araciligiyla mitojen activated protein kinase’lar
(MAPK) aktive eder. MAPK hiicresel strese cevap olarak aktive olur ve Bax
oligomerizasyonuna ve mitokondriden sitokrom c¢ salinimima neden olur. Bunu
apoptosome formasyonu, kaspaz 9 ve kaspaz 3 aktivasyonu takip eder. Artmis
mitokondrial dis zar permeabilitesi kaspas kaskadimi genisleten bazi apopitotik
regiilatorlerin salinimina neden olur. Yiiksek glikozun indiikledigi oksidatif stres
DNA hasarina neden olur ve p53 iligkili mekanizmalarla apopitozisi indiikleyebilir.
Yiiksek glikoz kalsiyum bagimli bir proteaz olan calpaini aktive eder. Calpain kaspaz
bagimli ve bagimsiz mekanizmalarla apopitozisi baslatabilir (35).

Hematopoetik kok hiicreler (HSCs) tiim olgun kan hiicre tiplerine farklilagsma
ve kendini yenileme potansiyeli olan multipotent kok hiicrelerdir (16). Homeostazis
ve immun sistemde fonksiyonlar1 vardir. Ayrica, HSC tarafindan diretilen bazi
sitokinler ve biiylime faktorleri, yara onariminda araci rollere sahiptir, 6rn IGF-1,
TGF-B1, TNF-a ve IL-1 (47).

Yapilan bir ¢alismaya gore insan periferik kan CD34(+) hiicreleri
neovaskiilarizasyonu hizlandirmis ve diyabetik farelerde deri yaralarinin iyilesmesini
saglamistir (48).

Fibrin jel i¢inde enkapsiile edilmis insan kordon kani (CB) CD34(+) hiicreleri
ve endotelyal kokenli CD34(+) hiicreleri kombinasyonu ile streptozosin ile
induklenmis diyabette yara kapanmasinin ve iyilesmenin gelistigi gosterilmistir. Bu
tedavi enflamatuar reaksiyonu azaltmis ve yara neovaskiilerizasyonunu artirmistir
(49).

Bagka bir ¢alismada, CB-CD34 (+) hiicreleri diyabetik sigan modelinde ayak
tilseri tedavisinde kullanilmistir. CD34 (+) kok hiicrelerin kullanimi hayvanlarin
cogunda yaralarda iyilesme ve belirgin diizelme saglamistir. Isik ve elektron
mikroskobik inceleme sonucu yeni olusan derinin normal goriiniimde oldugu
saptanmistir (43).

Kamonnaree Chotinantakul ve arkadaslarmin yaptigi ¢alisma sonucu
genisletilmis ve taze izole edilmis CD34(+) hiicreleri ile yara alanindaki ve
cevresindeki insan CB-CD34(+) hiicrelerinin varliklarini ortaya ¢ikarmistir. Veriler

bu hiicrelerin yara kapanmasi sirasinda yerel kok hiicreler, makrofajlar, endotelial
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hiicreler, fibroblastlar ve diger enflamatuar hiicreler ile koopere ¢alisiyor
olabilecegini gdstermistir (41).

Biz ¢alismamizda KH uygulanan grupta ve D grubunda ince bir katman
olarak izlenen epidermisin ¢ok katli hale geldigini, dermisteki liflerin biitiinliigliniin
korundugunu, ter ve yag bezlerinin normal goriinimde oldugunu saptadik KH
grubunda genel goriiniim K grubuna yakindi.

Insan CD34(+) hiicreleri ve hematopoetik prekursor hiicreler bir takim VEGF,
HGF, FGF2, FIt3-L, IL-1, IL-16, TGF-B1, TGF-B2 ve Trombopoetin gibi sitokinler
ve biiyime faktorlerini otokrin veya parakrin yolla salgilayabilirler. Bu aracilarin
bazilari, TGF-B1, TNF-a ve IL-1 gibi IGF-1 gibi, yara iyilesme siirecine aracilik
eder. insan CB-CD34 (+) hiicreleri ayn1 zamanda yara kapanma islemi sirasinda
endotelyal hiicrelere farklilagabilmektedirler (41).

VEGF’deki artis yeni kan damarlarinin anjiogenik  gelisimini igeren
mikrovaskiiler aktivite ve vaskiiler gecirgenlikteki artisin gostergesidir. EGF’deki
artis epiteliyal hiicre biliylimesinin ve yara iyilesmesinin gostergesidir (50).

VEGF ¢esitli hiicrelerden (platelet, makrofaj, fibroblast, keratinosit) salinir.
Anjiogenezisin ¢esitli asamalarimi stimiile eder. Iyilesmenin erken fazlar1 boyunca
up-regiiledir. VEGF yara iyilesmesini anjiogenez lizerinden tesvik eder. Kollajen
tiretimi ve epitelizasyonu da arttirir (39).

VEGF mRNA’s1 hasarli olmayan deride diyabetik farelerde genetik olarak
yiikselir. Ancak tam kat yara {izerindeki VEGF seviyesi ilk olarak artar. Fakat son
olarak 5. Giinde saptanamayacak kadar azalir. Bu zaman boyunca graniilasyon
dokusu birikir. Nondiyabetik normal dokuda VEGF piki goriilir. Ayrica STZ ile
indiiklenen diyabetik farelerde VEGF nin de iginde oldugu cesitli biiyiime
faktorlerinin sentezinin azaldigi gosterilmistir. Ancak diyabetik yaralarda biiyiime
faktorii regiilasyonunda diizensizlik goriilmektedir (39).

Diyabetik hayvanlarda tam kat yara iyilesmesi ilging bir sekilde farklidir.
Normal hayvanlarin yaralarinda meydana gelen kontraksiyon olmaksizin diyabetik
yaralarda iyilesme hiicresel infiltrasyon, graniilasyon dokusu depozisyonu,
reepitelizasyon seklinde olur. Bu sekilde yara kapanmasi, diyabetik dekiibit tilserli,
vendz stazli hastalarda kronik ilserli dokuda yaygindir. VEGF uyarim

epitelizasyonu ve kollajen iiretimini tetikler. PDGF diyabetik iilserlerde etkili
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olmasima ragmen, VEGF yara iyilesmesindeki ilave komponentleri stimule edebilir
(39).

Ching-Jen Wang ve ark. yaptig1 ¢calismada kronik diyabetik ayak {ilserlerinde
uygulanan Ekstrakorporeal Sok Dalga Tedavisi (ESWT) ve Hiperbarik oksijen
tedavisi sonrasi alman biyopsi Orneklerinden immiinohistokimyasal boyama
sonucunda VEGF ve EGF ekspresyonunda anlamli artigin oldugu saptanmustir (50).

Bizim ¢alismamizda K ve KH uygulanan grupta epidermis ve dermiste VEGF
pozitif reaksiyon gozlendi. K ve KH grubunda VEGF pozitif hiicre sayisi diyabet
grubuna oranla daha fazlaydi. Caligmalar diyabette baslangicta VEGF artisindan
bahsetmektedirler. Bulgularimiz bunu desteklemektedir. Kontrol ve kok hiicre
grubunda da pozitif olmasi beklenen bir durumdur.

TUNEL yontemi dlen ya da apopitozise giden hiicreleri saptar. Apopitozis
orani nekrotik dokuda ve kronik yara yataginda artar. Yapilan ¢aligmalarda ESWT
tedavisi sonrast TUNEL ekspresyonu anlamli olarak azalmis fakat Hiperbarik
oksijen tedavisi sonras1 anlamli azalma saptanamamistir (50).

Ian A. Darby ve ark. yaptigi ¢alismada nonobez diyabetiklerde (NOD)
apoptozisi incelemislerdir. Bu ¢alismada deney ve kontrol grubu deneklerden 7. ve
14. giinlerde alinan dokuda apopitozis orani TUNEL yontemiyle incelenmistir.
Aragstiricilar NOD diyabetik hem 7. giinde hem de 14. giinde (yara iyilesmesinin geg
doneminde) apoptozis arttigi bildirilmistir. 7 giinliilk yarali kontrol farelerinde
TUNEL boyama kesitlerinde nadir olarak apoptotik hiicreye rastlanirken. 7. glindeki
diyabetik yaralarda daha fazla apoptotik hiicrenin oldugunu bulmuslardir. Hiicre
sayimlar1 diyabetik yaralarda apoptotik hiicrelerde 3 kat fazla artis olmustur. Bu
caligmada ayrica morfolojik kriterler kullanilarak diyabetik yaralardaki apopitozise
giden perisitler, fibroblastlar, endotelyal hiicreler tanimlanmistir (51).

Diyabette azalan hiicre proliferasyonu, myofibroblast fenotipi geciktirdigi,
prokollojen I mRNA ekspresyonu azalttigi gosterilmistir. Diyabet modelinde
goriilmektedir ki apopitotik hiicre Oliimiiniin anormal kontrolii, bozulmus yara
iyilesmesine katkida bulunmaktadir. Insanda kronik yarada, degisik problemler
ornegin periferik kan perfiizyonundaki bozukluklar ve periferal néropati nedeniyle
duyusal sinir fonksiyonlarinin azalmasi bozulmus iyilesmeye katkida bulunabilir.

Diyabetik farelerde iyilesme boyunca apoptozis artar. Bu da DM farelerde anormal
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hiicre yasam kontrolii oldugunu diislindiiriir. Diyabet olmayan farelerde apoptozis
sadece iyilesmenin skar donemi boyunca ge¢ donemde gozlenir. lan ve
arkadaslarinin ¢alismasinda yaranin 7. Giinlinde alinan dokuda proliferasyon orani
kontrol grubunda ytiiksekti. Diyabetik graniilasyon dokusunda proliferasyon diistiktii.
Bu da yarada normalde proliferasyonu stimiile eden biiylime faktorleriyle iligkilidir
(51).

Diyabetik hastalarda bozulmus yara iyilesmesi cerrahi yaralarda oldugu gibi
akut yaralarda goriilmektedir ve kronik yaraya duyarlilik artmaktadir. Onceki
calismalarda apoptozisin normal yara iyilesmesinin ge¢ doneminde oldugu
gosterilmistir Diyabette akut tamir siireci hem gecikmistir hem de bu modelde
diyabetin bozdugu yara iyilesmesinde apoptozis artmistir (51).

Insan ¢aliymalarinda  diyabetik kronik yaralardan alman biyopside hem
nekrozun hem de apoptozisin arttig1 gdsterilmistir. In vitro calismalarda endotelial
hiicrelerde kiiltir mediumunda yiiksek dozda (25 mmol / 1) glikozun apoptozisi
indiikledigini gostermistir. Bu nedenle hiperglisemi diyabetik yaralarda goriilen
apopitozis seviyelerindeki artigdan sorumlu olabilir (51).

Bizim ¢alismamizda D grubunda TUNEL (+) hiicrelerin diger iki gruba oranla
¢ok fazla oldugu bulunmustur. Ozellikle epidermis dokusunda apoptotik hiicre sayisi
oldukga fazladir. K grubunda TUNEL (+) hiicreye ¢ok az rastlanirken KH grubunda
bu sayimnin biraz daha fazla oldugu dikkati ¢ekmistir. Kaspaz 3 ekspresyonu TUNEL
ekspresyonuna benzerlik gostermistir. Diyabette epitelyum caspaz 3 agisindan yogun
boyanmigken bu boyanma kok hiicre uygulanan grupta orta derecede, kontrol
grubunda ise zayifti.

aFGF fibroblast proliferasyonunu arttirir ve ilser tamir yetenegini arttirir.
oFGF nin indiikledigi fibroblast proliferasyonunu TGF-$, PCNA protein
ekspresyonunu arttirarak gerceklestirir. TGF- hiicresel biiylimeyi diizenler ve
apopitozis ekstraselliiler matriks sentezini indiikler. TGF-B ekspresyonundaki
degisiklikler mikrovaskiiler rejenerasyonla uyumludur. Ek olarak TGF —f
ekspresyonu fibrolastlardan kollajen proteinlerinin, fiber konneksin ve integrin

salinimin1 saglar. Epitel hiicre migrasyonunu arttirir (52).
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Diyabetik ayak iilser alanindaki makrofajlarin bozulmus fonksiyonu TNF, IL-
1B gibi yara iyilesme siirecini hizlandiran sitokinlerin salinimini azaltir (52).

Diyabetik yara iyilesmesindeki defektler inflamatuar cevapta bozukluk,
ekstraselliiler matriks, makrofaj fonksiyonda bozukluk, anjiogenezis, reepitelizasyon,
keratinosit ve fibroblast gogiinde ve proliferasyonunda, sitokin, kemokin ve biiyiime
faktorlerinin iiretimindeki bozukluklar1  kapsar. Ornegin diyabetik hastalarda
makrofajlarda fagosit fonksiyonunun bozuldugu gosterilmistir. Diyabetik farelerde
yaradan makrofaj izole edilmistir. Bu makrofajlarda nekrotik dokuyu temizleme
yeteneginin azaldigr gosterilmistir. Bu da sitokin ve biiyiime faktdr seviyesi
bozukluklar1 gibi diger faktorlerle birlikte, yara iyilesmesinin sonlanma fazina
ilerlemesini engelleyerek inflamatuar fazi uzatabilir (53).

Keratinositlerin yara alaninda migrasyon, proliferasyon ve diferansiasyon
yetenekleri bozulmustur. Bunun bir olasi nedeni [B-katenin stabilizasyonu (EGF
yanitinda bloklar) ve keratinositlerde hiicre iskeleti komponentinin baskilanmasidir.
Ayrica keratinositler epitel hiicreleri gibi biiylime faktérlerinin ekspresyonunun up-

regiilasyonunda basarisiz olurlar (53).
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Tablo 11: Diyabetik yara iyilesmesinde sitokinler ve biiyiime faktorlerinin
salimimindaki degisiklikler
(Nga N.Le ve ark. Alinmugtir 2011).

o . . . Diyebetik Yara
Sitokin ve Biiylime Yara lyilesmesindeki . ' '
] lyilesmesindeki
Faktorleri Normal Rolleri
Ekspresyonu

Reepitelizasyon
Keratinosit ve fibroblast
IGF-1 ] Azalmis
proliferasyonu

Epitelyal hiicre aktivasyonu

Kemoaktraktan
TGF-B1 ECM depozisyonu Azalmis
Anjiogenezis

Fibroblast aktivasyonu
Anjiogenezis
PDGF ) Azalmis
EGM depozisyonu

MMp sentezi

EGM depozisyonu
EGF Kerotinosit migrasyonu ve Azalmis

proliferasyonu

Kerotinosit proliferasyonu
IL-8 Makrofaj kemotaksisi Azalmis

Notrofil kemotaksisi

Kan damar1 olusumunu

3 ) bozar
Anjiopoetin 2 Artmis
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Hasarda, yaralanmalarda fibroblast, makrofaj ve epitelial hiicrelerde VEGF
salinir. TNF-a ve IL-1 gibi biiylime faktorleri ve uzamis inflamatuar yanit tarafindan
artmis proteaz seviyelerinin stimiile edildigi goriilmektedir. Proteaz seviyelerinin
artmasit , normal iyilesme i¢in gerekli olan biliylime faktorleri ve proteinlerin
destriiksiyonu sebebiyle iyilesme siireci uzar. PDGF, IL-8, IL-10,TGF-B1 gibi diger
birgok sitokin ve biiylime faktorleri (ki bu faktorler epitelyum hiicrelerinin
uyarilmasinda rol alirlar) diyabetik hastalardaki ayak iilserlerinde azalmaktadir.
Aslinda TGF-B1 yara iyilesmesinin ¢esitli fazlarinda ve farkli hiicre tiplerine etki
eden kutandéz yara iyilesmesinde yer alan bir biiyiime faktoridir. TGF-B1
fibroblastlar, keratinositler, inflamatuar hiicreler gibi bircok hiicre tipi ig¢in
kemoatraktandir, anjiogenezisi stimiile eder, ekstraselliiler matriks olusumunu uyarir.
TGF-B1 in sicanlarda, diyabetik hastanin ayak {ilserlerinde ve derisinde azaldigi
gosterilmistir.  TGF-B1 topikal uygulamast sonucu diyabetik si¢anlarda yara
iyilesmesini hizlandirdig1 gosterilmistir. Bunun yanmi1 sira TGF-B1 diyabetik ayak
tilserlerinde azalan PDGF, IGF-1, EGF ve IL-8 gibi sitokinlerin anjiogenezisi tesvik
etmelerini saglamaktadir. Anjiogenez dokuya oksijen ve besin saglamak icin
esansiyeldir (53).

TGF-B yara iyilesmesinde PDGF ve diger biiylime faktorleriyle etkilesim
igindedir. TGF-B1 salimimi1 sonucunda fibroblast migrasyonu, proliferasyonu ve
ECM sekresyonu artar (54).

Jude ve ark. yaptig1 ¢alismada TGF-B3 ekspresyonu diyabetik ve normal ciltten
aliman oOrneklerde diyabetik ayak yarasinda epitelde daha yogun bir sekilde arttig
gozlenmistir (p< 0.05). TGF-B3 immiinflorasan ve immiinohistokimyasal olarak
giiclii immiinoreaktivite gostermistir. Diyabetik ayak iilserlerinin kenarindaki biitiin
epidermis katmanlar1 boyunca ve diyabetik deri bazal tabakada, fakat diger epitel
tabakalarinda daha az yogun olarak boyandigi izlenmistir. Stratum spinozum ve
stratum  granilozumda minimal boyanmayla birlikte diyabetik deriyle
karsilagtirildiginda normal deride sadece bazal epidermis tabakasinda boyanma
izlenmistir. Western blot analizi sonucu TGF-B3 diyabetik deri ve normal deriye gore
diyabetik ayak iilserlerinde arttirdigini géstermistir. TGF-B1 normal deri ve diyabetik
deride epidermis ve dermisin biitiin tabakalarinda goriilmiistiir. En giiclii boyanma

epidermis bazal tabakasindaydi. Ancak TGF-f1 ekspresyonu diyabetik ayak
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tilserleri ve kronik vendz iilserde diyabetik ve normal ciltle karsilagtirildiginda
anlamli bir artis saptanmamis, TGF-B1 ekspresyonunun artisindaki eksiklik hem
diyabetik ayak iilserlerinde, hem de kronik yarada iyilesmenin tamamlanamamasini
aciklamaktadir (54).

Schmid ve ark. akut ve kronik basing yarasinda TGF-B immiinoreaktivitesini
incelenmistir. Akut yarada TGF-B1-2 rejenere epidermiste eksprese olmus, TGF-3
ekspresyonu gecikmeli olarak artmistir. Ancak kronik yarada TGF-B3 ekspresyonu
olmustur. Higley ve ark. TGF-B1 ekspresyonunu vendz iilserlerde azaldigim
saptanmistir. Akut yarada TGF-f1 artarken , kronik yarada azalmistir (54).

Bizim calismamizda TGF-p, PDGF, TNF-a ve IL-1 ekspresyonlar1 diyabet
grubunda epidermiste, dermiste bag doku hiicrelerinde ve liflerinde, yag bezi
hiicrelerinde pozitif reaksiyon gosterdi. Ter bezlerinde de pozitif reaksiyon bulundu.
Ancak TNF-a pozitif hiicre sayisinin diyabet grubunda yiiksek olmasi1 kok hiicrenin
TNF-a y1 inhibe ettigini diistindiirmiistiir.

Liyun Xie ve ark. yaptigi diyabet olusturulan sigcanlarin yara yerine aFGF
uygulandiktan sonra sonuglar oFGF anlamli bir sekilde iilser dokusunda fibroblast
miktarint ve kapillerleri arttirdigimi  gostermistir. FGF, TGF-f ve PCNA
proliferasyon proteinlerinin ekspresyonunu arttirir. Bu nedenle diyabetik ayak iilser
dokusunun 1iyilesmesini saglar. Simdiye kadar calismalarda oFGF yara tamir
hiicrelerinin proliferasyonunu stimiile ettigi gosterilmistir. Erken donem yarada
Jhasarli dokudaki makrofaj ve endoteliyal hiicrelerden salinan oFGF keratinosit ve
fibroblast proliferasyonunu stimiile eder. Bu stiimiilasyon ¢esitli sitokinlerin ,proteaz
ve kollejenazlarin salinimini saglayarak olur (52).

Wang ve ark. hiicre proliferasyonu aFGF uygulanan grupta diyabetik gruptan
daha yiiksek oldugunu gostermistir. Mellin ve ark. ise Western Blot teknigiyle
inceledigi dokularda  diyabetik gruba goére oaFGF grubunda inflamatuar sitokin
miktarimnin ekspresyonunu anlamli olarak fazla bulmustur (52).

Liyun Xie ve ark. gore oFGF diyabetik iilserde iyilesmeyi saglamaktadir.
Fibroblastlar yara tamirinde major hiicredir. Yara meydana geldikten sonra
ekstraselliiler matriks komponentlerinin ve uygun kollajen proteinlerinin sentez ve
sekresyonunu saglar. Fibroblast doku yenilenme siirecini, yara kontraksiyonunu ve

graniilasyon doku formasyonunun olusumunu saglar. Bu ¢aligmada oFGF grubu
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diyabet grubuyla karsilastirildiginda yeni olusan kapillerler ve fibroblastlardan
kollajen protein ekspresyonu anlamli olarak artmistir (52).

Kim ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada FGF nin NF-kB sinyal yolagini
aktive ettigini gosterilmistir. FGF araciligt  ile NF-kB artisinin anti-apoptozis
faktorlerinden Bcl-2 ailesini uyardigi ve Bcl-2’nin TNF-o y1 inhibe ederek
apoptozisi engelledigi belirtilmektedir (55).

Bizim c¢alismamizda, FGF, diyabet grubunda epidermis ve dermis negatif
reaksiyon gosterirken, kok hiicre grubunda epitelde boyanma pozitif olarak izlendi.
Kontrol grubunda epitel, bag doku hiicre ¢ekirdekleri ve yag dokuda yogun pozitif

boyanma gosterirken, bag doku lifleri zayif pozitif boyanma olarak izlendi.
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SONUC

Calismamizda VEGF, PDGF, IL-1, FGF, TGFB, TUNEL, Kaspaz 3 ve TNF-a
ekspresyonlari agisindan diyabet ve kok hiicre uygulanan gruplar arasinda farklilik
vardi. VEGF, PDGF ve TGFf’nin kok hiicre uygulanma gruplarda fazla olmasi
yara iyilesmesinde bu faktorlerin etkili oldugunu diistindiirmektedir.

TNF-a sonuglar1 bizim igin olduk¢a anlamliydi. Apoptozisin 6nlenmesinde
FGF’yi uyarimimin etkin oldugunu diisiinmekteyiz. FGF’nin TNF-a y1 inhibe ederek
apoptozisi engellemesi yara iyilesmesinde Onemli bir siiregtir. Kok hiicre
uygulamalarinin FGF ekspresyonun artirmasinin diyabetik yara iyilesmesinde yeni

tedavi yaklagimlarinda anahtar molekiil olacagini diisiinmekteyiz.
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