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OZET

FARKLI KAYNAKLARDAN ELDE EDILEN MEZENKIMAL KOK
HUCRELERIN DiYABETIK YARA IYILESMESINE ETKIiSi

Serkan SAHIN
Yiiksek Lisans Tezi, Kok Hiicre Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Giilgin METE
Mayis 2024, 53 Sayfa

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) deri yara iyilesmesinde etkili bir yontem olarak
gelismeye devam etmektedir. Kok hiicrelerin elde etme kolayligi, diisiikk immiinojenisite
gibi diger 6zellikleri, dogal yara iyilesmesi fizyolojisindeki nihai rolleriyle birlikte onlara
rasyonel, glivenli ve ayn1 zamanda efektif bir terapotik yaklasim getirmektedir.

Bu ¢alismada dental pulpa ve yag dokudan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin
deneysel olarak siganlarda olusturulan diyabetik ayak iyilesmesine ve TNF alfa, IL-1,IL-
6 ve IL-10 ekspresyonuna etkisi karsilastirmali olarak arastirildi.

Calismada 24 adet erkek sigan kullanildi. Si¢anlarin 6 tanesi kontrol olarak kullanildi.
Tek doz 55 mg/kg intraperitoneal streptozotosin uygulamasi ile 18 sicanda diyabet
olusturuldu. Tiim siganlarin ayaklarinda 5 mm c¢apinda skar alanlart olusturuldu. 18
sicanin 6 tanesi diyabetik kontrol olarak kullanilirken 6 tanesine 1x 10° dental pulpa
kokenli mezenkimal kok hiicre 6 tanesine 1x10° yag doku kokenli mezenkimal kok hiicre
lokal olarak uygulandi. Siganlar kok hiicre uygulamasini takiben 10. Giinde sakrifiye
edilerek deri dokulart alindi. Deri dokusunda kok hiicrelerin proinflamatuar sitokinlerden
TNF alfa, IL-1 ve IL-6, anti-inflamatuar sitokinlerden IL-10 ekspresyonuna etKkisi
immunohistokimyasal olarak incelendi.

Kok hiicre uygulamasi yapilan gruplarda yara iyilesmesinin tedavi gérmeyen gruba
gore daha 1yl oldugu tespit edildi. Mezenkimal kok hiicre uygulamasinin IL-1
ekspresyonunu azaltirken IL-10 ekspresyonunu artirdigi bulundu. Histokimyasal ve
immunohistokimyasal bulgularimiz yara iyilesmesi agisindan dental pulpa ve yag doku
kok hiicreleri arasinda fark olmadigini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal Kok Hiicre, Diyabetik Yara, Dental Pulpa Kok Hiicre,
Adipoz Kok Hiicre, Yara lyilesmesi

Bu calisma, PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 2022SABE023)
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ABSTRACT

THE EFFECT OF MESENCHYMAL STEM CELLS OBTAINED FROM
DIFFERENT SOURCES ON DIABETIC WOUND HEALING

SAHIN, Serkan
Master Thesis, Department of Stem Cell
Supervisor: Prof. Gulcin METE (PhD)
May 2024, 53 Pages

Mesenchymal stem cells (MSCs) continue to evolve as an effective method for
skin wound healing. The ease of acquisition, low immunogenicity and other
characteristics of stem cells, together with their ultimate role in the physiology of natural
wound healing, make them a rational, safe and at the same time effective therapeutic
approach.

In this study, the effects of mesenchymal stem cells derived from dental pulp
and adipose tissue on diabetic foot healing and TNF alpha, IL-1, IL-6 and IL-10
expression in rats were comparatively investigated.

24 male rats were used in the study. Six of the rats were used as control.
Diabetes was induced in 18 rats with a single dose of 55 mg/kg intraperitoneal
streptozotocin administration. Scar areas with a diameter of 5 mm were formed on the
feet of all rats. While 6 of 18 rats were used as diabetic control, 1x 106 dental pulp derived
mesenchymal stem cells were applied locally to 6 rats and 1x 106 adipose tissue derived
mesenchymal stem cells were applied locally to 6 rats. Rats were sacrificed on the 10th
day after stem cell administration and skin tissues were removed. The effects of stem cells
on the expression of pro-inflammatory cytokines TNF alpha, IL-1 and IL-6 and anti-
inflammatory cytokines IL-10 were analysed immunohistochemically.

Wound healing was found to be better in the stem cell treated groups compared to
the untreated group. Mesenchymal stem cell application was found to decrease IL-1
expression and increase IL-10 expression. Our histochemical and immunohistochemical
findings showed that there was no difference between dental pulp and adipose tissue stem
cells in terms of wound healing.

Keywords: Mesenchymal Stem Cell, Diabetic Wound, dental Pulp Stem Cell, Adipose
Stem Cell, Wound Healing

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
Coordination Unit through Project number 2022SABE023.
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1. GIRIS

Diyabet, insiiline bagli defekt veya insiilin eksikliginden kaynaklanan
karbonhidrat, yag ve proteinlerin yeterince kullanilamadigi tibbi bakim gerektiren
metabolik ve kronik bir hastaliktir (Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi
2011). Hiperglisemi ise diyabetin kontrolsiiz bir etkisidir ve zaman i¢inde ¢ogu Sistemde,

ozellikle de sinir ve dolasim sisteminde hasarlara yol agar (imamoglu 2009).

Diyabetik ayak iilserleri (DFU'lar), epidermolizis biilloza (EB) gibi diger patolojik
durumlarda yara iyilesmesinin zor oldugu bilinmektedir (Gurtner 2008). Kronik yaralar
belirgin hasta morbiditesine neden olmakta, hastanin yasam kalitesi {izerinde olumsuz
etkiler yaratmakta ve ayrica agri, stres ve depresyonu arttirmaktadir (Chatzigeorgiou
2010). Mevcut yara bakiminda inflamasyonun azalmasi ve yara iyilesme siirecinin
ilerlemesi beklenir (Nwomeh 1998). Yara iyilesme siireci gogunlukla pahali, zaman alict
ve yetersizdir. Ayrica, kronik yaralarin% 50'sinden fazlasi geleneksel tedavilere karsi

onemli direng gostermektedir (Maruyama 2007).

Deri yara iyilesmesi, ¢esitli hiicre tiplerinin yani sira ¢esitli hiicre molekiillerinin
isbirligini de igeren iyi organize edilmis fizyolojik bir siirectir (Hohman 1989). Yara
onarimi siirecinde hiicre ve biyokimyasal olaylar, hemostaz fazi, infammatory faz,
proliferatif faz ve ayrica yeniden sekillenme (veya olgunlagma fazi) olmak tizere dort ana
faza ayrilir (Aragjo 2010). Deri hasarim takiben, iyilesmenin birincil adimi kanamanin
sona ermesidir. Trombosit agregasyonu aktivasyonu ve son olarak, trombosit kiimeleri
trombin ile stabil bir pihtiya donilismesi ve biiyiik 6l¢iide bir fibrin agmin olusumudur.
Yara iyilesmesinin ikinci asamasinda, bakteriler enkazin yok edilmesine odaklanir ve
yeni dokunun olusumu i¢in yara yatagini temizler (Dorai 2012). Bu tiir olaylar esas olarak
notrofillerin ve makrofajlarin aktivasyonuna baglidir (Lee 2012). Yara onariminin
proliferatif asamasi, yaranin kenar bosluklarinin miyofibroblast fonksiyonlar1 yoluyla
kasilmasinin yani sira epitelizasyon olarak da adlandirilan yaranin ortiilmesini igerir
(Buganza Tepole 2013). Bu arada, taze graniilasyon dokusuna oksijen ve besin saglamak

icin acilen yeni bir kan damar1 kompleksinin olusturulmasi gerekmektedir (Martin 2003).



Remodelasyon evresinde kollajen birikimi, yarali bolgenin tamamen taze dokulardan
kaplanmasi ve son olarak skar dokusunun olusmasi saglanir (Leukoc 2003). insa edilen
doku yavas yavas gii¢ kazanir ve ayrica kollajen tip III'ten tip I'e yeniden sekillendirilir

ve yara tamamen kapanir (Swanson 2015).

Biiytime faktorleri (PDGF, EGF, FGF ve VEGF), biiyiime faktorii olmayan
faktorler (insiilin, eritropoietin, stromal hiicre kaynakli faktor-1, spidroin ve timosin beta
4), peptitler (anti-mikrobiyal peptitler, katelidinler, LL-37 tiirevleri ve vazoaktif bagirsak
peptidi), kan kaynakli faktorleri (PDGF-BB, TGF-B1, FGF-2, VEGF-A, EGF ve
trombosit faktorii-4), mikroRNA'lar, ilaglar ve kiigiikk molekiiller (adenozin trifosfat,
statinler, deferoksamin, dogal bilesikler ve hyaluronan) igeren terapotik stratejiler,
nanomateryaller ve kok hiicreler (adipoz kaynakli kok hiicreler, kemik iligi kaynakli
mezenkimal kok hiicreler, indiiklenmis pluripotent kok hiicreler ve plasenta kaynakli
mezenkimal kok hiicreler) anjiyogenezi ve yara iyilesmesini arttirmak igin
arastirilmaktadir (Nyenwe 2011). Mezenkimal stromal hiicreler (MSC'ler) cilt yara
iyilesmesini iyilestirmek i¢in etkili bir yontem olarak gelismistir. Ek olarak, MSC'nin elde
etme kolayligi, diisiik immiinojenisite gibi diger ozellikleri, dogal yara iyilesmesi
fizyolojisindeki nihai rolleriyle birlikte onlara rasyonel, giivenli ve ayn1 zamanda efektif
bir terapétik yaklasim getirmektedir (Kato 2014). Aslinda, MSC'ler deri hiicresi gogiinii,
anjiyogenezi, graniilasyon dokusu olusumu ile birlikte re-epitelizasyonu tesvik eder ve

bu da yara kapanmasinin hizlanmasina neden olur.

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) deri yara iyilesmesini iyilestirmek i¢in etkili bir
yontem olarak gelismeye devam etmektedir. Kok hiicrelerin elde etme kolayligi, diistik
immiinojenisite gibi diger Ozellikleri, dogal yara iyilesmesi fizyolojisindeki nihai
rolleriyle birlikte onlara rasyonel, giivenli ve ayn1 zamanda efektif bir terapotik yaklagim
getirmektedir. Aslinda, MKH’ler deri hiicresi gogiinii, anjiyogenezi, graniilasyon dokusu
olusumu ile birlikte re-epitelizasyonu tesvik eder ve bu da yara kapanmasinin

hizlanmasina neden olur.

1.1. Amaclar

Yapilan literatlir taramasinda farkli kaynaklardan gelen MKH'lerin yara
tyilesmesinde benzer iglevleri nasil sergileyebilecegini ve belirli bir kaynaktan tiiretilen

MKH'lerin diger doku kaynaklarindan tiiretilenlerden daha giiglii etkilere sahip olup



olmadiginin anlagilmasi i¢in daha fazla caligmaya ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir
(Li 2015). Bu galismada pulpa ve yag dokudan elde edilen mezenkimal kdk hiicrelerin
deneysel olarak sicanlarda olusturulan diyabetik ayak iyilesmesine ve TNF alfa, IL-1,IL-

6 ve IL-10 ekspresyonuna etkisi karsilastirmali olarak arastirildi.



2. KURAMSAL BIiLGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. KOK HUCRE

Kok hiicreler, kendini yenileme 06zelligi olan 6zellesmemis hiicre tiplerine
farklilasabilen heniiz farklilasmamis hiicreler olup, ¢ok hiicreli tiim canlilarin doku ve
organlarini olusturan oncii hiicrelerdir (Ural 2006). Ayrica bu hiicreler, hasar gdrmiis
dokulara uygulandiklarinda dokuyu onarabilme yetenegine sahiplerdir. Kok hiicrelerin,
¢ok sayida bulunmasi, izole edilmesinin kolay olmasi, bir¢ok doku ve organ tipine
farklilasabilmesi, otolog veya allojenik alicilara giivenli bir sekilde uygulanabilmesi gibi
yetenekleri sayesinde rejeneratif tip uygulamalarinda tercih edilmektedir (Tekeli vd
2016).

Cok sayida telomeraz aktiviteleriyle kok hiicreler boliinebilme (proliferasyon) ve
kendi kendini yenileyebilme (self-renewal) yetenegine sahip farklilasmamis hiicre
gruplaridir. (Sags6z ve Ketani 2000). Kok hiicreler farklilasarak onciiliik edecek hiicre
gruplarini olustururlar (plastisite). Kok hiicreler hasar gormiis olan dokuya nakledildigi
zaman hasar gormiis olan dokular1 onarirlar ve dokularin iglevini artirirlar. Dokuda hasar

olmasa bile in vivo ortamda farklilasmis nesillere katki saglar (Kara6z 2010).

2.1.1. ADIiPOZ KOK HUCRE

Yag doku mezodermden tliremis bir yapidir. Yag doku MKH'leri, elde edilmesi
kolay ve bir seferde bol miktarda doku izole edilebildigi igin alternatif bir kaynak olarak
kullanilmaktadir. Bu hiicreler kondrojenik, adipojenik, norojenik, osteojenik ve

miyojenik farklilasma yetenegine sahiptirler (Bengal, Perdiguero vd 2017).



Mezensimal kok hiicre

Ostéoblast Adisit Kondrosit

Sekil 2.1.1.1. Yag dokusu kdkenli mezenkimal kok hiicrelerinin farklilasma potansiyeli

Sekil 2.1.1.2. Yag dokusu kokenli mezenkimal kdk hiicrelerin fibroblast morfolojisi A)
X10 B) X20

Yag dokusu koken alan mezenkimal kok hiicreler yiizey belirteg ifadelerinin
timiinii gostermezler. Fenotipik Ozelliklerine bakildiginda bu hiicreler CD29, CD13,
CD90, CD44, CD73, CD54, CD105, CD146 ve HLA-ABC i¢in pozitif, endotel ve
hematopoetik hiicrelerin belirtegleri olan CD34, CD45, CD133 ve HLA-DR i¢in ise
negatif ifade gostermektedir. Kemik iligi kokenli kok hiicrelerle adipoz doku kokenli
mezenkimal kok hiicreler karsilastirildiginda, CD36 i¢in pozitif ve CD106 igin negatif
ifade gosterir (Maslov, Barone vd 2004).



2.1.2. PULPA KOK HUCRE

Kok hiicre 6zelligine sahip hiicreler, disin ¢esitli kisimlarindan izole edilmistir.
Bunlar; ¢ocuklarin diismiis olan siit dislerinden ve yetiskinlerin dislerinin pulpasindan,
dislerin kokiinii kemige sabitleyen periodontal bagdan, gelisen koklerin uglarindan ve dis
folikiilinden meydana gelmis olan hiicreleri icerir. Dental kaynakli kok hiicreler,
mezenkimal kokenli osteoblastlara, kondrositlere ve adipositlere farklilasabilirler ve
mezenkimal kok hiicre 6zelliklerine sahiptirler. Dental kaynakli mezenkimal kok hiicreler

cesitli bolgelerden izole edilebilmektedir (Ansari 2017).

Dig yaralanmalarindan sonra, disin onarici dentin olusturabildigi uzun zamandir
biliniyor. Bu nedenle dis pulpasinda yerlesmis olan kok hiicre toplulugunun varlig
diistintilmistir (Kitamura 1999). Bu diisilince, insan kalic1 dislerinde bulunan dental pulpa
mezenkimal kok hiicrelerinin (DP-MKH) kesfedilmesiyle kanitlanmistir (Gronthos
2000). Tanimlanmis ve izole edilmis ilk orofasial kok hiicreler DP-MKHlIerdir. Bunun
yaninda DP-MKH’ler mezenkimal kok hiicreler gibi in vitro olarak farklilasma yetenegi,

plastik yapisma ve klonojenik 6zellik sergilemektedir (Gronthos 2000).

Dental pulpanin ig¢inde bulunmus olan mezenkimal kok hiicrelerinin kesfi
nedeniyle dis pulpasi yakin zamanda kok hiicre kaynagi olarak ilgi ¢ekmis ve Kklinik
uygulamalari arastirilmistir (Liu 2015 ve Yamada 2020). Insan dis pulpasi hayvanlarla
karsilastirildiginda elde edilmesi ¢ok daha basit oldugu igin lizerinde bir¢ok arastirma
yapilmistir. Dis pulpasinin ana hiicre tipleri; endotelyal hiicreler, odontoblastlar,
fibroblastlar ve Schwann hiicreleridir (Osaki 2022).

Dental kok hiicrelerde, CD90, CD73, CD146, CD106, CD29, CD13, Stro-1 gibi
mezenkimal kok hiicre belirtegleri pozitiftir. Ancak CD11b, CD45 ve CD34 gibi
hematopoetik kok hiicre belirtegleri eksprese olmazlar (Aydm vd 2019). DP-MSC’ler,
kemik iliginden elde edilmis olan mezenkimal kok hiicre (Ki-MKH) ve adiposit kaynakli
kok hiicreler dahil olmak iizere diger mezenkimal kokenli kok hiicrelerden daha fazla
proliferasyon gosterirler. Yapilmis olan hiicre proliferasyonu analizinde DP-MKH’lerin
Ki-MKH’lere gore daha yiiksek proliferasyon yetenegine sahip oldugu gosterilmistir
(Tsutsui 2020).

Dis pulpasindan elde edilen kok hiicreler tedavi amaciyla gerekli tiim 6zellikleri
karsilar ayrica bu hiicrelerin izole edilmesi de kolaydir. DP-MKH’lerin farklilagabilme



potansiyelleri de yiiksektir. Dondurma ve ¢ozdiirme evrelerinde de bir problemle

karsilagilmamaktadir (Todorovic 2008).

DP-MKH’ler {izerinde yapilan arastirma alanlar1 biiyiik bir potansiyele sahiptir.
Hiicreler atilacak olan diglerden elde edilebilmesi, iyi bir farklilasma potansiyeli
gostermesi ve kiiltiirlenmesinin kolay olmasindan dolay: tercih edilirler. DP-MSC’lerin
Ki-MKH’lere gore, ¢ekilmis dislerden eldesi non-invaziv ve daha uygulanabilirdir (Shi
2020). Bu sebeplerle DP-MSC’ler, en son yapilan teknolojik arastirmalarda ve rejeneratif
tip uygulamalarmin gelistirilmesi ¢aligmalarinda umut verici bir hiicre kaynagi olarak

kullanilmaktadir (Tsutsui 2020).
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Sekil 2.1.2. Dental kok hiicreler
2.2. DERI HISTOLOJISI

Derinin toplam agirligi viicudun %16’sin1 olusturdugundan en agir organdir.
Epidermis ve dermisten olusur. Epidermis ektoderm, dermis ise mezoderm kokenli bag
dokusudur. Bu iki katmanin birlesme yerleri diizensizdir. Dermiste bulunan papilla denen
cikintilar epidermisin epidermal kivrimlar olarak bilinen uzantilarla kenetlenmis sekilde
goziikiir. Epidermisi olusturan yapilar killar, tirnaklar, yag ve ter bezleridir. Dermisin
altinda bulunan hipodermis yiizeyel bir fasya tabakasi olup deriyi komsu dokulara

gevsekge baglar (Junquerra 2009).



2.2.1. EPIDERMIS

Epidermis ¢ok katli yassi keratinlesmis epitelden olusmus olup az sayida olmak
tizere 3 hiicre tipi de igerir bunlar; melanositler, langerhans hiicreleri ve merkel

hiicreleridir. Keratinlesmis epidermis hiicrelerine ise keratinositler denir.

Epidermis keronositlerin olusturmus oldugu, dermisten disariya dogru yerlesen 5

tabakadan olusur. (Junqueira 2009).

2.2.1.1. STRATUM BAZALE:

Bazal membran iizerinde epidermisle dermisin birlesim yerinde bazofilik, kiibik
ya da prizmatik hiicrelerden olusmus olan tek bir hiicre tabakasindan olusur.
Desmozomlar bu tabakanin hiicrelerini iist ya da yan yiizeyden baglar. Hemidesmozomlar
ise bazal hiicre yiizeyinde bulunarak bu hiicrelerin bazal laminaya tutunmasini saglar. Bu
tabaka kok hiicreleri bulundurur ve ¢ok sayida mitoz aktivitesine sahiptir. Diger tabakanin
baslangi¢ boliimiiyle birlikte epidermal hiicrelerin siirekli olarak yenilenmesini saglar. Bu

slire yaklasik olarak 15-30 giindiir (Junqueira 2009).

2.2.1.2. STRATUM SPINOZUM:

Keratin filaman demetlerinden olusan uzantilar1 ve sitoplazmasi ve merkezde
¢ekirdegi olan kiibik ya da hafif yassilasmis hiicrelerden olusur. Bu tabakadaki hiicreler
birbirine hiicreye dikenlerle kapli goriiniim veren desmozomlar ve dikensi sitoplazmik
cikintilarla  baglanmistir. Bu keratin  filaman demetlerine tonofilaman denir.

Tonofilamanlar desmozomlarin sitoplazmadan yogun bolgelerinde sonlanirlar.

Biitiin mitoz bdliinmeler stratum sipinozum ve stratum bazalenin birlikte
olusturduklart Malpighi tabakasinda gergeklesir. Epidermal kok hiicreler sadece malpighi
tabakasinda yer alir (Junqueira 2009).



2.2.1.3. STRATUM GRANULOZUM:

Keratohiyalin graniilleri ad: verilen kaba bazafilik graniillerle dolu ve yassilagsmis
poligonal hiicrelerden olusan 3-5 tabakadan meydana gelir. Bu graniillerin proteinleri
fosforillenmis histidin ve sistinden zengin bir protein igerir. Zarla ¢evrili olmamasina
ragmen Keratohiyalin graniillerinin yogun bir sekilde bazofilik goriinmesinin nedeni bol

miktarda bulunan fosfat grubunu bulundurmasidir (Junqueira 2009).

2.2.1.4. STRATUM KORNEUM:

Bu tabakadaki hiicrelerin sitoplazmasi filamentéz bir skleroproteinden olusan
keratinle kaplidir. Stratum korneum ¢ekirdeksiz, keratinlesmis ve yassilagmis 15-20 tane

hiicre katmanindan meydana gelir.

Keratinlesme sirasinda lizozomal hidrolitik enzimler sitoplazmik organellerin
ortadan kalkmasinda rol alir. Bu hiicreler stratum korneumun yiizeyinden dokiiliirler

(Junqueira 2009).

2.2.1.5. STRATUM LUSIDUM:

Epidermiste 6lii deri hiicrelerinin olusturdugu ince, acik renkli bir katmandir. Bu

katman avug i¢i ve ayak tabanlarinda bulunan kalin deri iizerinde goriilebilir.

Stratum graniilozum ve stratum korneum katmanlar1 arasinda bulunan stratum
lusidum Ti¢ ile bes arasinda Olii, diizlesmis keratinosit katmanindan olusur. Stratum
lusidumdaki keratinositler belirgin sinirlara sahip degildir. Bu hiicreler, stratum spinozum
ve stratum graniilozumdan yukar1 hareket ederlerken biriken lamellar cisimciklerin

ekzositozu sonucu ortaya ¢ikan bir yagli madde ile kaphdir.

Stratum lusidumun kalinligi, epidermal hiicrelerin mitoz hiz1 ile kontrol edilir.

Stratum bazaledeki melanozomlar, stratum lusidumun koyulugunu belirler (Junqueira
2009).
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Sekil 2.2.1. Bir epidermis pargasinin histolojik goriintiisii - Sekil 2.2.2 Epidermisin

katmanlari

2.2.2. DERMIS

Dermis epidermisi destekler ve onu derialti dokusuna baglayan bir bag dokusu
tabakasidir. Dermisin yiizeyi ¢ok diizensiz, epidermis uzantilariyla i¢ ige olan oldukga
¢ok dermal papillaya sahiptir. Dermal papilla basinca ugrayan yerlerde daha fazla
bulunur. Dermis epidermisin baglanti yiizeyini arttirir ve onu giiclendirir (Junqueira
2009).

Dermisin papiller tabakasi ve epidermisin stratum bazale tabakasi arasinda bazal
lamina bulunur. Bu iki tabaka birlikte bir hat boyunca uzanir. Bazal laminanin altinda
ince retikiiler lif aglarindan olusan lamina retikiilaris bulunur. Bunlar birleserek bazal

membran diye adlandirilan yapiy1 olustururlar (Junqueira 2009).

Dermisi iki tabaka olusturur: En dista papiller dermis onun altindaki tabakada

retikiiler dermis tabakasi bulunur.
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2.2.2.1. PAPILLAR DERMIS

En dista bulunan tabakadir. Papiller dermis fibroblast, mast hiicreleri, makrofajlar
ve diger bag dokusu hiicreleri bulunan gevsek bag dokusundan olusur. Ara ara damarlarin
disina ¢ikan 16kositler de goriilebilir. Bu tabakadan bazal laminaya dogru 6zel kollajen
fibriller girer. Bu fibriller dermisi epidermise baglayan tutturucu fibriller olarak
adlandirilir (Junqueira 2009).

2.2.2.2. RETIiKULER DERMIS

Baslica tip I kollajen olmak iizere diizensiz bag dokulardan olusan retikiiler tabaka
papiller tabakaya gore daha az hiicre ve bol lif igerir. Baslica glikozaminaglikan dermatan

stilfattir. Elastik sisteme ait lifler icerir. Bu elastik ag derinin esnekliginden sorumludur.

Dermis zengin bir lenf damar agi, kan damarlari ve sinir bulundurur fakat

parasempatik innervasyon yoktur (Junqueira 2009).

2.3. TiP 2 DIYABET

Rolatif insiilin sekresyonun azalmasi sonucunda insiilin direnci meydana gelir
(Tirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi 2011). Normal biyolojik yanitin ekzojen
ve endojen insiiline kars1 bozulmasina insiilin direnci denir. Insiilin kas, karaciger ve yag
dokusunu hedef alir. Karacigerde hepatik glukoz tiretimi glukoneogenez ve glukojenoliz
inhibe edilerek baskilanir. Glukozun yag ve kas dokusuna alinarak enerji tiretiminde
kaynak olarak depolanmasini saglar. Insiilin direnci olustugu zaman ayrica insiilinin kas,
karaciger ve yag dokusundaki etkilerine kars1 da direng gelisir. Sonugta hepatik insiilin
direnci ve periferik insiilin direnciyle kanda hiperglisemi gelisir. Hiperglisemiyi
dengelemek icin Beta hiicrelerinden daha fazla insiilin salinir. Fakat sonraki donemde
Beta hiicreleri de ozelliklerini kaybetmeye baslayinca, insiilin saliniminda azalma ve

sonug olarakta diyabet gelisir (imamoglu 2009).
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2.4 DIYABETIK AYAK

Diyabetik ayak travma olmaksizin meydana gelen ampiitasyonlar arasinda en
onemli nedendir. Morbidite a¢isindan bakildiginda ciddi bir sosyoekonomik sorundur
(iImamoglu S, 2009). Diyabet tanis1 almis olan hastalarmn %15’inde diyabetik ayak
meydana gelmekte ve bunlarin % 14-20’si ise ampiitasyona kadar gitmektedir (Malhotra
2012).

Diyabetin ge¢ komplikasyonlarindan olan periferik damar hastaliklari, periferik
noropati, ayak travmalar1 ve enfeksiyon iilserler i¢in baslica nedenlerdendir (Jeffcoate
2003). Ayrica otonom ve motor defisitler {ilsere neden olur. Diyabetik ayak iilserleri
iskemik, noropatik ve néroiskemik olarak siniflandirilir. Bunlar arasinda en sik goriilen
diyabetik ayak iilseri noropatik ilserlerdir (Tirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma
Dernegi 2011). Dokuyu uyaran sinir liflerinin fonksiyonunu kaybetmesinden ya da
bozulmasindan kaynaklanir (Malhotra 2012). Diyabetik néropatide tilserin patogenezinde
distal simetrik sensérimotor polindropati agri, parestezi, kas atrofisi ve his kaybi yer alir
(Imamoglu 2009). Motor noropati, ayak intrensek kaslarinda atrofiye neden olur ve
sonugta ayak parmaklarinda fleksiyon deformitesine bagli genellikle metatarsal kemik
baglar1 altinda ve ayak parmaklarinin altinda olmak {izere basmin arttigi alanlarin
olugmasina neden olur (Jeffcoate 2003). Motor néropatide ayagin intrinsik ve ekstrinsik
kaslar1 arasindaki mekanik dengeyi degistirmesi sebebiyle ayakta deformiteler meydana
gelir (Malhotra 2012). Otonom néropatide terlemede azalmaya bagli olarak ayakta kuru
cilt meydana gelir bunun sonucunda g¢atlamalar ve fissiir olusumu gozlenir (Imamoglu
2009). Olusan catlaklardan bakteri girisi ve buna bagli enfeksiyon olusumu kolaylasir.
Diyabet hastalarinda enfeksiyonlar mikrotrombiis olusturarak dolasimi bozar. Boylece
parmakta gangren olusabilir. Enfeksiyonun diyabet olmayanlarda yarattig
vazodilatasyon reaksiyonu diyabetiklerde mikrosirkiilasyon bozuldugu igin yetersiz
olmaktadir (Imamoglu 2009). Perfiizyon yetenegi kotii olan dokularda travmadan sonra
iskemik tlserler olugur. Ayrica eklem haraketlerinin kisitlanmasi, ayak bakiminin kotii
olmasi ve ayak deformiteleri ayak {ilserlerinin gelisimi i¢in risk durumudur (Tiirkiye

Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi 2011).

Son ¢alismalarda klinikteki risk faktorlerinin yani sira, molekiiler diizeyde gok

karmasik mekanizmalarda normal yara iyilesmesinin dnlenmesine Sebep oluyorlar. Bu
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olaya katilan kemositokinler arasinda matriks metalloproteinazlari, serin proteazlar,
integrinler, kemokinler, replikatif hiicre yaslanmasi, biiyiime faktorleri ve yetiskin kok
hiicreleri bulunur. Diyabetlilerde baslangigta hasar gérmiis olan dokuda inflamatuar
hiicrelerini harekete gegiren kemotaktiklerin etkileri azaltilarak immiin sistemin
bozuldugu goriilmektedir. Bunun sonucunda yara iyilesmesi azalir ve bakteriyel
enfeksiyon riski artar. Ardindan, inflamatuar yanit ge¢ de olsa saglandiginda;
inflamasyonda alevlenme ve proteoliz goriiliir. Uzun siire hiperglisemiye maruz kalma
sonucunda glikolize proteinler iiretilerek hiicresel yanitta bozukluk olusur. Bunun

sonucunda doku tamiri ve fibrozis olusumu engellenir (Leung 2007).

Yapilan bir galismada diyabetik tilserli hastalarda 16kositlerin iilsere gogii ve orada

birikmesi engellenir ve bu sebeple normal yara iyilesmesi saglanamaz (Leung 2007).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Deney Hayvanlarin Gruplandirilmasi

Bu ¢alismada Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu izniyle
(PAUHADYEK-2022/31) 7-9 haftalik 24 adet erkek sican kullanildi.

Sicanlar asagidaki gibi gruplandirildi.

1. Kontrol; diyabet olusturulmayan ve yara olusturulan 10. Giin dekapite edilen
grup (K, N=6)

2. Diyabet ve yara olusturulan 10. Giin dekapite edilen grup (DK, N= 6)

3. Diyabet ve yara olusturulan ve dental pulpa kdkenli MKH uygulanan ve 10. Giin
dekapite edilen grup (D+pMKH, N=6)

4. Diyabet ve yara olusturulan ve yag kokenli MKH uygulanan ve 10. Giin
dekapite edilen grup (D+yMKH, N= 6)

3.2. Diyabet Olusumu

Diyabet olusturulacak 18 sicana distile suda taze olarak ¢oziilmiis tek doz 55 mg
| kg streptozotosin (STZ) (Sigma, St. Louis, MO) intraperitoneal olarak (i.p.) enjekte
edildi. Deney gruplarinda diyabet gelisimi, STZ tedavisinden 72 saat sonra kuyruk damari
kan 6rneklerinde glikoz diizeyleri dlgiilerek dogrulandi. Kan sekeri diizeyi 250 mg/dl >
olan sicanlar diyabetik olarak kabul edildi.

3.3. Yara Olusumu

Steril biyopsi punch kullanilarak tiim si¢anlarin 6n sag bacaklarinda 0,5cm
capinda tam kalinlikta dairesel bir yara olusturuldu.
Yara olusturulan 12 sicana mezenkimal kok hiicre uygulamasi yapildi. Yaranin

tistiine 1.10° kok hiicre topikal olarak uyguland.
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Deneyde kullanilacak kok hiicreler anabilim dalimizda daha 6nce elde edilmis ve

karaterizasyonu yapilip -80°C’de dondurulmus olarak stoklanan kok hiicrelerdir.

3.4. Histokimya ve Immunohistokimya

Yara olusturulduktan 10. giin sonra, her siganin agirligi 6l¢iildii ve sonrasinda
ketamin ve ksilazin anestezisi altinda si¢anlar dekapite edildi. Yara bolgelerinden doku
ornekleri alinarak %10’luk formaldehitte tespit edildi. Daha sonra 151k mikroskopik
olarak takip edilen dokular parafine gomiilerek 5 um'de kesitler alindi. Lizin kapli lamlara
alinan kesitler hematoksilin ve eozin (H&E) ile boyandi. Kesitlerin bir kismina IL-1, IL-
6, TNF alfa ve IL-10 ekspresyonlarin belirlenmesi i¢in immunohistokimyasal islem

uygulandi.

3.4.1. Doku Takip Yontemi

Almman dokular 72 saat formaldehitte bekletildi.
Akarsuda 60 dakika yikandi.

%50 Etil Alkol' de 1 saat bekletildi.
%70 Etil Alkol' de 1 saat bekletildi.
%80 Etil Alkol' de 1 saat bekletildi.
%90 Etil Alkol' de 1 saat bekletildi.
%2100 Etil Alkol' de 1 saat bekletildi.
Ksilen | de 1 saat bekletildi.

Ksilen 11 de 1 saat bekletildi.

10. Parafin I de 1 saat bekletildi.

11. Parafin Il de 1 saat bekletildi.

© © N o g kDN E

12. Dokulara parafine gdmme ve etiketleme iglemi yapildi.
3.4.2. Hematoksiklen-Eozin Boyama Protokolii
Dokular etiivde 60 dakika boyunca deparafinizasyona ugratildi. Etiivden alinan

dokular sirastyla su asamalardan gegcirilir:

1. Xylen (seffaflastirma amaci ile) 30 dakika
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Xylen (seffaflagtirma amaci ile) 30 dakika
%100 Etil alkol 10 dakika

%396 Etil alkol 10 dakika

%380 Etil alkol 10 dakika

%70 Etil alkol 10 dakika

Distile suda 10 dakika bekletme
Hematoksilen 3 dakika bekletme
Akarsuda Yikama

© 00 N o g bk~ wDN

[ERY
o

. Asit -Alkol Batirip ¢ikarma

[
[

. Amonyak 1-2 saniye

=
N

. Akarsu Yikanma

=
w

. Eozin 10 saniye

. %70 Etil alkol 10 dakika

. %80 Etil alkol 10 dakika

. %96 Etil alkol 10 dakika

. %100 Etil alkol 10 dakika
. Ksilen 10 dakika

ol e e T e el v
© O N o U A

. Kapatma; Ksilen den alinan lamlar {izerine entellan damlatildi. Hava kabarcigi
birakilmayacak sekilde lamellerle kapatilarak 151k mikroskobunda incelenmeye

hazir hale getirdi.

3.4.3. Masson Trichrome Boyama Prosediirii

1. Kesitler 15 dk ksilende bekletilir.

2. Azalan alkol serisinde 3dk hidrate ve deparafinize edilir (100-90-70’lik
ethanol). Distlile su ile yikanir (daldir ¢ikar).

3. Dokular 5 damla A soliisyonu 5 damla B soliisyonu karistirilarak iizerleri
ortiiliir ve 10 dk bekletilir ve uzaklastirilir.

4. Yikama yapmadan 5 dk bekletilir.

5. Dokular 10 damla C soliisyonu damlatilarak 4 dk bekletilip, distile su ile daldir
cikar yapulir.

6. Dokular 10 damla D soliisyonu damlatilarak 4 dk bekletilip, distile su ile daldir
cikar yapilir.

7. Dokular 10 damla E soliisyonu damlatilarak 10 dk bekletilip, boya uzaklastirilir.
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8. Yikamadan 5 dk kurutulur.
9. Dokular 10 damla F soliisyonu damlatilarak 5 dk bekletilip, distile su ile

yikanir.

10. Alkol serisinden gegirilip (daldir ¢ikar), entellan ile Ortiiliir.

3.4.4. Iimmunohistokimyasal Boyama Protokolii

Doku takip yontemi tamamlanan doku bloklarindan, mikrotom cihaziyla 5 um’

lik kesitler alinip, kesitler benmariye birakildi. Ardindan uygulanan protokol sirasi

asagidaki gibidir:

1. Kesitler, benmariden lamlara alinip lam tasima sepetine yerlestirilir.

2. Lam tasima sepeti etiivde 60 °C’de 1 gece bekletilir.

3. Ksilende, deparafinizasyon islemi igin 1 saat bekletilir.

4. Ksilenden ¢ikarilip havada kurutularak PAP pen ile dokular igaretlenir.

5. Kesitler sirasiyla %100, %96, %80, %70, %50’lik etil alkol serilerinde 2’ser
dakika bekletilir.

6. Alkolden ¢ikan preparatlar distile su ile 3 kez 5 dakika siireyle yikanir.

7. Antijjen retrieval islemi icin Onceden hazirlanmis ve 37°C’de bekletilen
Tripsin soliisyonu (200cc PBS + 0,2gr Tripsin) ile 37°C’de 30 dakika
bekletilir.

8. 10 dakika PBS’de birakilir.

9. Dokulardaki endojenperoksidaz aktivitesi, %30’luk H202: Metanol (1:9)
karisimi ile 10 dakikalik uygulamayla ortadan kaldirilir.

10. Phosphate Buffered Saline (PBS) ile yikanan kesitler, {izerlerine ilave edilen
serum bloklama soliisyonu ile 10 dakika oda sicakliginda bekletilir.

11. Kesitler iizerine uygun primer antikorlar ilave edilerek 1 gece inkiibasyona
birakildi. Bu c¢alismada kullanilacak primer antikorlar IL-1 (Affinity
Lot:4255931 cat no:DF8894), IL-6 (Affinity Lot:25a2866 cat no:DF8087),
IL-10 (Affinity Lot:4255931 cat no:DF8894), TNF-a (Affinity Lot:7393336
cat n0:AF7014) dir. Biitiin primer antikorlar PBS ile diliite edilir.

12. Kesitler, PBS ile yikandiktan sonra primer antikorlarla reaksiyon veren,

biotinlenmis afiniteye sahip sekonder antikorlarla 20 dakika muamele edilir.
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13. Tekrar PBS ile yikanmasi yapilan kesitlere, biotinlenmis-sekonder antikorlara
kolayca baglanabilen horse radish peroksidaz konjugati streptavidin (HRP-
SA) 10 dakika kadar muamele edilir.

14, Kesitler son kez PBS ile yikandiktan sonra kromojen boyas1 DAB ile 3-10
dakika kadar muamele edilir.

15. Antijenin lokalizasyonunun daha iyi gézlenmesi igin kesitlere hematoksilen
ile zit boyama yapilir.

16. Kesitler akan suda yikanir ve sirasiyla %50, %70, %80, %96, %100 lik etil
alkol serilerinde 2’ ser dakika bekletilir.

17. Alkol serilerinden ¢ikan dokular ksilen I ve ksilen II’de 2’ser dakika bekletilir.

18. Ksilenden alinan dokularin iizeri kurumasi beklenilmeden entellan ile
kapatilir.

19. Boyanmanin degerlendirilmesinde asagidaki skala kullanilir. IL-1, IL-6, IL-
10, TNF-a ekspresyonu gruplarda H skoru [H SCORE=}Pi (I+1)]
Kullanilarak semikantitatif olarak degerlendirildi. Burada 1, boyama
yogunlugunu belirtir (O=ifade yok, 1=hafif, 2=orta ve 3=giiclii). Pi, her

yogunluk i¢in boyanan hiicrelerin ylizdesini belirtir.

3.5. istatiksel Analiz

Elde edilen histolojik sonuglarin istatistiksel analizi SPSS for Windows 21 paket
programi kullanilarak yapildi. Gruplar aras1 farkliliklart arastirmak icin tek yonli
ANOVA analizi yapildi. Istatistiksel anlamlilik p < 0.05 olarak belirlenmistir. H skoru
sonuglari, gruplar arasindaki farkliliklar1 ortaya ¢ikarmak i¢in Tukey post hoc testleri

kullanilarak analiz edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hematoksilen & Eozin ve Masson’un Uclii Boyama Sonugclar

Kontrol, diyabet olusturulan ve diyabet olusturulduktan sonra dental pulpa ve yag
doku kdkenli mezenkimal kok hiicre uygulanan gruplarda yara gaplart dlciildii. Yapilan
istatiksel degerlendirme sonucunda tiim gruplara arasinda istatiksel olarak anlamlilik

olmadig1 belirlendi ( p < 0.05).

Tablo 4.1. Deney Gruplarinda Yara Capi Olgiimlerinin istatiksel Analizi

P Degerleri
K-DK 0,411
K-D+pMKH 0,924
K-D+yMKH 1

DK-D+pMKH 0,589

DK-D+yMKH 0,411
D+pMKH- 0,924
D+yMKH

Kontrol, dental pulpa kékenli kok hiicre ve yag doku kokenli kok hiicre uygulanan
gruplarda deri dokusu normale yakin goriinimdeydi. Epidermis ¢ok katli yassi epitel ile
cevrilmisti. Diyabetik kontrol grubunda epidermis diger gruplara karsin daha inceydi.
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Dermiste liflerarasi alanda bosluklarin varligi dikkati ¢ekti. Dental pulpa kokenli ve yag
doku kokenli kok hiicre uygulanan gruplarda epidermis diyabetik kontrol grubuna gore
daha kalind1. Dermiste liflerarasi alanda ac¢ilmalarin azalmakla birlikte halen devam ettigi

belirlendi. Bunun yani sira tiim gruplarda epidermisin tabanina yakin bolgede inflamatuar

hiicrelerin varligr ilgi ¢ekiciydi (Sekil 4.1.1.).

Sekil 4.1.1. 10. Giin Sakrifiye Edilen Deneklerden Alinan Deri Dokusu. Epidermis (ok),
dermis (yildiz), Yag doku (ok basi), inflamatuar hiicreler (¢ift ok) .A: K, B; DK, C;
D+pMKH, D; D+yMKH. Hematoksilen&Eosin. X200 Bar=100pum

Masson’un ii¢lii boyamasinda kollajen liflerin kontrol ve tedavi gruplarinda yogun
oldugu ancak tedavi edilmeyen diyabetik kontrol grubunda az oldugu izlendi (Sekil
412.)



Sekil 4.1.2. 10. Giin Sakrifiye Edilen Deneklerden Alinan Deri Dokusu. Epidermis (0k),
dermis (yildiz), A: K, B; DK, C; D+pMKH, D; D+yMKH. Masson’s Trichrome X200
Bar=100pm

Tablo 4.2. Pulpa Kokenli ve Yag Doku Kokenli Kok Hiicrelerin Diyabetik Yara

Iyilesmesine Etkisi

Epidermis
yenilenmesi

+++

Granulasyon dokusu

++

Infiltrasyon

Yeni damar olusumu

Fibroblast hiicreler

++

Kollajen yogunlugu

+++

DK

Epidermis
yenilenmesi

++

Granulasyon dokusu




infiltrasyon

+++

Yeni damar olusumu

Fibroblast hiicreler

Kollajen yogunlugu

D+pMKH

Epidermis
yenilenmesi

+++

Granulasyon dokusu

infiltrasyon

++

Yeni damar olusumu

Fibroblast hiicreler

+++

Kollajen yogunlugu

+++

D+yMKH

Epidermis
yenilenmesi

+++

Granulasyon dokusu

infiltrasyon

++

Yeni damar olusumu

Fibroblast hiicreler

+++

Kollajen yogunlugu

+++

4.2 Immunohistokimyasal Boyama sonuglari

Kontrol
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grubunda TNF ekspresyonu tiim yapilarda zayif pozitif ekspresyon

gosterirken IL-1 ekspresyonun zayif orta derece oldugu dikkati ¢ekti. IL-6 ekspresyonu

orta derecede ve IL-10 ekspresyonun ise tiim yapilarda kuvvetli pozitif oldugu gozlendi

(Sekil 4.2.1.).



Sekil 4.2.1. Diyabet Olusturulmayan Yara Olusturulan ve 10 Giin Sakrifiye Edilen
Kontrol Grubundan Alinan Deri Dokusu. Epidermis (ok), dermis (yildiz), Yag doku (ok
basi), inflamatuar hiicreler (¢ift ok) . A; TNF alfa, B; IL-1, C;IL-6, D; IL-10

ekspresyonu. immunoperoksidaz & Hematoksilen. X200 Bar=100pm

Diyabetik kontrol grubunda TNF alfa ekspresyonu epidermiste ve yag bezlerinde
zayif pozitif reaksiyon gosterirken, kollajen liflerde orta derece pozitifti. Bu grupta I1L-1
ve IL-6 ekspresyonun tiim yapilarda kuvvetli pozitif oldugu dikkati g¢ekti. IL-10
reaksiyonu ise epidermiste, kil follkiillerinde ve yag bezlerinde orta derecede kollajen

liflerde ise zayif negatif boyanma gosterdi (Sekil 4.2.2.).
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Sekil 4.2.2. Diyabet Olusturulup Tedavi Uygulanmayan ve 10. Giin Sakrifiye Edilen
Deneklerden Alinan Deri Dokusu. A; TNF alfa, B; IL-1, C; IL-6 D; IL-10

ekspresyonu. immunoperoksidaz & Hematoksilen. X200 Bar=100pm

Diyabet olusturulup dental pulpa kokenli kok hiicre uygulanan grupta TNF-alfa
ve IL-6 epidermiste, kil follkiillerinde ve yag bezlerinde orta dercede reaksiyon gosterdi.
TNF alfa ekspresyonun kollajen liflerde zayif, IL-6 nin ise orta derece oldugu gozlendi.
IL-1 tim yapilarda zayif pozitif boyanma gostermesine karsin IL-10 ekspresyonun tiim

yapilarda kuvvetli pozitif boyanmasi ilgiyi ¢ekti (Sekil 4.2.3.).
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Sekil 4.2.3. Diyabet Olusturulup Pulpa Kokenli Mezankimal Hiicre Uygulanan ve 10.
Giinde Sakrifiye Edilen Deneklerden Alinan Deri Dokusu. A; TNF alfa, B; IL-1, C;IL-
6, D; IL-10 ekspresyonu. Immunoperoksidaz & Hematoksilen. X200 Bar=100

Diyabet olusturulan ve yag doku kokenli kok hiicre uygulanan grupta TNF alfa ve
IL-6 epidermis ve yag bezlerinde zayif orta derecede ekspresyon gosterirken IL-1 igin
ekspresyon zayifti. Kollajen liflerde ise TNF alfa ve IL-6 ekspresyonu orta IL-1i¢in zayif

orta derecedeydi. IL-10 ise tiim yapilarda kuvvetli pozitif reaksiyon gosterdi (Sekil 4.2.4.)
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Sekil 4.2.4. Diyabet Olusturulup Yag Kokenli Mezankimal Hiicre Uygulanan Ve 10.
Giinde Sakrifiye Edilen Deneklerden Alinan Deri Dokusu. A; TNF alfa, B; IL-1, C; IL-
6, D; IL-10 ekspresyonu. Immunoperoksidaz & Hematoksilen. X200 Bar=100
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Tablo 4.3. Pulpa Kokenli ve Yag Doku Kokenli Kok Hiicrelerin Diyabetik Yara
Tyilesmesinde TNF-Alfa, IL-1, IL-6 Ve IL-10 Ekspresyonlarimin H-Skor Analizleri

D+yMKH

Gruplar TNF -alfa IL-1 IL-6 IL-10
P degerleri P degerleri P degerleri P degerleri
K-DK 0,861 0,022 0,002 0,015
K-D+pMKH 0,260 0,818 0,015 0,065
K-D+yMKH 0,065 0,240 1 0,937
DK-D+pMKH | 0,055 0,026 0,045 0,048
DK-D+yMKH | 0,08 0,026 0,04 0,043
D+pMKH- 0,093 0,132 1 0,393
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S5.TARTISMA

Yara iyilesmesi, travma, yanik veya diyabetik iilserler nedeniyle yaralanma
sonrasinda cilt dokusunda meydana gelen karmasik bir biyolojik siirectir (Tiirkiye
Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi 2011). Diyabetik veya uzun siireli yatalak
hastalarda kronik cilt yaralarinmn iyilesmesi zordur (Imamoglu 2009). Bu nedenle yara
iyilesmesi klinisyenler i¢in en zorlu sorunlardan biri ve hastalar i¢in hem fiziksel hem de
finansal olarak agir bir yiiktiir. Atrofik yara izleri ve pigment anormallikleri riski olan
geleneksel yara bakim yontemleri arasinda deri grefti, deri flep transplantasyonu, lazer
tedavisi ve biyolojik stentler bulunur. Yara iyilesmesinde kullanilan biyolojik yap1
iskeleleri maliyetli ve yavastir ve bliylik Ol¢lide travmalari tedavi etmek i¢in uygun
degildir (Chatzigeorgiou 2010).

Diger tedaviler arasinda spesifik biiylime faktorlerinin lokal olarak uygulanmasi
(Nwomeh 1998) ve gen tedavisi yer alir (Maruyama 2007). Bununla birlikte, lokal
bliylime faktorleri viicut sivilarinda kolayca parcalanirken, yara yerinde kontrol
edilemeyebilir (Hohman 1989). Bu nedenle, yara iyilesmesini tesvik etmek i¢in alternatif
etkili ve giivenli yontemlere ihtiyag¢ vardir. Son zamanlarda, mezankimal kok hiicrelerin
kendini yenilemesi ve rejeneratif sitokinlerin salgilanmasini tesvik etme yetenegi
nedeniyle yara iyilesmesinde kullanilmaya baslamistir (Ranjani 2010). Pluripotent
ozellikteki mezenkimal kok hiicrelerin kullanimmin giivenli oldugu kabul edilir ve
embriyonik kok hiicrelerle ilgili etik problemleri yoktur (Aratijo 2010). Kok hiicreler
(Turkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi 2011), makrofajlar1 (Dorai 2012), T
hiicrelerini, B hiicrelerini (Shah 2012) diizenleyerek (Shah 2012, Buganza Tepole 2013)
inflamasyonu  azaltirlar, (Imamoglu 2009). Anjiyogenezi desteklemek igin VEGF
salgilayarak, (Leukoc 2003) fibroblastlarin ve keratinosit olusturan hiicrelerin
proliferasyonunu ve farklilasmasini destekler (Singer 1999). Anti-fibroz sitokinleri
ireterek ve (Chatzigeorgiou 2010) mikrovaskiiler endotelyal hiicrelere ve keratinositlere
doniistiirerek (Shah 2012) parakrin bir sekilde yara iyilesmesini tesvik etmektedirler.

Ek olarak, MSC'nin elde etme kolayligi, diisiik immiinojenisite gibi diger

ozellikleri, dogal yara iyilesmesi fizyolojisindeki nihai rolleriyle birlikte onlara rasyonel,
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giivenli ve ayn1 zamanda efektif bir terapotik yaklasim getirmektedir (Swanson 2015,
Gupta 2013). Aslinda, MKH’ler deri hiicresi gogiinii, anjiyogenezi, graniilasyon dokusu
olusumu ile birlikte re-epitelizasyonu tesvik eder ve bu da yara kapanmasinin
hizlanmasina neden olur.

Mezenkimal kok hiicreler (MKH) deri yara iyilesmesini iyilestirmek i¢in etkili bir
yontem olarak gelismeye devam etmektedir. Kok hiicrelerin elde etme kolayligi, diistik
immiinojenisite gibi diger 6zellikleri, dogal yara iyilesmesi fizyolojisindeki nihai rolleriyle
birlikte onlara rasyonel, giivenli ve aymi zamanda efektif bir terapdtik yaklasim
getirmektedir. Aslinda, MKH’ler deri hiicresi gogiinii, anjiyogenezi, graniilasyon dokusu
olusumu ile birlikte re-epitelizasyonu tesvik eder ve bu da yara kapanmasinin hizlanmasina
neden olur.

Yapilan literatlir taramasinda farkli kaynaklardan gelen MKH'lerin yara
iyilesmesinde benzer iglevleri nasil sergileyebilecegini ve belirli bir kaynaktan tiiretilen
MKH'lerin diger doku kaynaklarindan tiiretilenlerden daha giiclii etkilere sahip olup
olmadiginin anlasilmasi i¢in daha fazla calismaya ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir
(Vojtassak 2006, Kallmeyer 2020).

Bu calismada dental pulpa kokenli mezenkimal kok hiicreler ve yag doku kokenli

mezankimal kok hiicreler olmak iizere iki farkli kaynak kullanilmistir.

MKH’ler kondrositler, adipositler dahil olmak iizere cesitli hiicre tiplerine
farklilasabilir, osteositler, miyositler, endotel hiicreleri, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve
keratinositler (Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi 2011, Gurtner 2008).
Farklilagma potansiyelleri goz 6niine alindiginda dokuya 6zgii hiicre tiplerine doniistiiriir,

anjiyogenezi tesvik ederler.

Deri yara iyilesmesi, ¢esitli hiicre tiplerinin yani sira g¢esitli hiicre molekiillerinin
isbirligini de igeren iyi organize edilmis fizyolojik bir siiregtir (Li 2015, Spriet 2015).
Yara onarimu siirecinde hiicre ve biyokimyasal olaylar, hemostaz faz, inflamatuar faz,
proliferatif faz ve ayrica yeniden sekillenme (veya olgunlagma fazi) olmak tizere dort ana
faza ayrilir (Spriet 2015). Deri hasarii takiben, iyilesmenin birincil adimi kanamanin
sona ermesidir. Birinci faz trombosit agregasyonu aktivasyonu ve trombosit kiimeleri
trombin ile stabil bir pihtiya doniismesi ve biiyiik 6lgiide bir fibrin agmin olusumudur.
Yara iyilesmesinin ikinci fazinda, bakteriler enkazin yok edilmesine odaklanir ve yeni
dokunun olusumu i¢in yara yatagini temizler (Jun 2013, Zhang 2020). Bu tiir olaylar esas

olarak notrofillerin ve makrofajlarin aktivasyonuna baglidir (Ning 2009). Yara
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onariminin proliferatif fazinda, yaranin kenar bosluklarinin miyofibroblast fonksiyonlari
yoluyla kasilmasinin yani sira epitelizasyon olarak da adlandirilan yaranin ortiillmesini
igcerir (Nery 2013). Bu arada, taze graniilasyon dokusuna oksijen ve besin saglamak i¢in
acilen yeni bir kan damar1 kompleksinin olusturulmasi gerekmektedir. Remodelasyon
evresinde kollajen birikimi, yarali bolgenin tamamen taze dokulardan kaplanmasi ve son
olarak skar dokusunun olusmasi saglanir. Insa edilen doku yavas yavas gii¢ kazanir ve
ayrica kollajen tip III'ten tip I'e yeniden sekillendirilir ve yara tamamen kapanir (Loretelli
2020). Diyabetik hastalarda vaskiiler patolojiye bagli ayak hastaliginin yonetimi, kan
dolagiminin azalmasi ve fibroblast go¢ii nedeniyle zordur.

Diyabetik hastalarda ayak hastaliginin tedavisi hasarli kan damarlarinin
onarilmasi gerekmektedir ve bu da hiicre temelli tedavilerle kolaylastirilabilir.

MKH'ler, yara bolgesindeki fibroblastlar, miyofibroblastlar, vaskiiler hiicreler,
perisitler ve keratinositler dahil olmak tizere yerlesik dokudaki bir ¢ok hiicre tipine
farklilagabilirler (Arabpour 2021). Diyabetik yaralar, keratinositlerin ve fibroblastlarin
gbclinlin bozulmasi, kemokin ve biiylime faktorii iiretiminin anormal diizenlenmesi,
inflamatuar hiicrelerin anormal yanit1 ve anjiyojenezin inhibisyonu gibi karmasik
faktorler nedeniyle iyilesmesi zor yaralardir (Krzyszczyk 2020).

Birgok c¢alisma, intravenoz veya intradermal MKH'lerin uygulanmasinin,
hayvanlarda ve insanlarda eksizyonel yaralari, diyabetik iilserleri, radyasyon iilserlerini
ve yaniklari gibi akut ve kronik cilt yaralanmalarinda tedaviyi arttirdigini gostermistir
(Liu 2013)

Hayvan modelleriyle yapilan ¢alismalar, MKH'lerin normal veya diyabetik
hayvanlarda insizyonel tam kat yaralara topikal ve/veya subkutan enjeksiyon yoluyla
ekzojen uygulamasi, artan anjiyogenez ve yeniden epitelizasyon ile iligkili yara
iyilesmesinin hizlandigin1 ve yaralarda inflamasyonun azaldigini ortaya koymustur
(Philippidis 2004). Ek olarak, artan sayida ¢aligma insanlarda iyilesmeyen yaralari tedavi
etmek i¢in klinik deneylerde MKH'leri kullanmistir. Ornegin, Falanga vd , bir fibrin
spreyi ic¢inde verilen kemikiligi kokenli kok hiicrelerein (BM-MSC'lerin) yara
tyilesmesini hizlandirdigin bildirmistir.

Ayrica, Lu vd (2013) insanlarda otolog BM-MSC'lerin veya BM-tiirevi
mononiikleer hiicrelerin (MNC'ler) intramiiskiiler enjeksiyonlarinin diyabetik iskemi ve
ayak iilserlerinin iyilesmesi {izerindeki etkisini karsilastirdiklart randomize klinik
calismada BM-MSC'lerle tedavi edilen grubun iilser iyilesme orani, BM-MNC'ler
grubundan 6nemli dlgiide daha yiiksek oldugunu saptamislardir (Lu vd 2013). ADSC'ler
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cesitli kosullarda anjiyojenik faktorlerin, vaskiiler endotelyal biiylime faktoriinlin ve
bFGF'nin ekspresyon seviyelerini artirir (Ning 2009, Liu 2013). Calismalarda bu biiyiime
faktorlerinin yara iyilesmesinde proliferasyon ve migrasyonu artirdigi gosterilmistir.

Liu ve arkadaslar1 in vitro olarak c¢esitli kiiltiir kosullar1 altinda hADSC'ler
tarafindan bFGF salgilandigini bildirmistir (Liu 2013). ADSC'ler oksidatif stresi inhibe
eder (Nery 2013) Hayvanlarda yara iyilesmesi {izerine yapilan dnceki ¢alismalarda fare
kaynaklt ADSC hiicreleri veya genetik olarak modifiye edilmis hiicreler kullanilmistir bu
hiicreler yara iyilesmesi {izerinde faydali etkiler gostermistir. Bizim ¢alismamizda dental
pulpa ve yag doku olmak iizere iki farkli kaynaktan elde edilen kok hiicreler kullanildi.
Kok hiicrelerin yarali deri epidermisinde hiicre kat sayisini artirdigi diyabetik dokuda
izlenen dejenerasyonlart kismen geri dondiirdiigii ancak inflamasyonda ¢ok etkili
olmadigini gosterdi.

Kok hiicre tabanli tedavilerin onarict etkilerinin kismen anti- anti-enflamatuar
etkilere bagl oldugu varsayilmistir. implante edilen kok hiicrelerin immiinomodiilator
diisiik dereceli enflamasyonun ortadan kaldirilmasina etki eder, hasarli dokularin
iyilesmesini hizlandirir ve viicudu homeostazda tutar (Arabpour vd 2021).

Kok hiicreler doku hasarindan sonra doku homeostazini saglamak igin,
iyilesmenin farkli asamalarinda pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar sitokinlerin
salgilanmasinda rol oynarlar (Loretelli vd 2020).

Kato vd (2014) yilinda yaptiklart bir ¢alismada diyabetik farelere kemik iligi
kaynakli kok hiicre verdiklerinde Kkeratinositlerin uyarildigi ve Kkeratinositlerde
fonksiyonel iyilesmenin oldugu plantar deri lezyonlariin iyilesmesinin hizlandigi
saptanmistir (Kato vd 2014)

Shen ve arkadaglar1 diyabetik yaralarda interlokin-1, interferongamma, TNF-a ve
interlokin-6 gibi proinflamatuar sitokinler de artis oldunu gostermistir (Shen vd 2021).

Topikal olarak uygulanan mikroglia/KH'ler antiinflamatuar sitokin IL-10 {ireterek
inflamasyonu azaltma potansiyeline sahiptir (Wang vd 2016). Plasenta kaynakli kok
hiicrelerin topikal uygulanmasinin (PMSC'ler) IL-10 antikorlarini artirdigini ayni
zamanda IL-1, TNF-a ve IL-6 seviyelerine diisiise neden oldugu belirtilmistir (Wang vd
2016).

Bir bagka calismada da MKH'lerin proinflamatuar IL-1 ve IL-6 seviyeleri
sitokinlerin salinimini azaltarak ve yara bolgesinde antiinflamatuar sitokinlerin {iretimini

artirarak kutandz yaralarin iyilesmesini sagladigi bulunmustur (Shen vd 2021).
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Diyabetik yaralarda makrofaj fagositozu bozulur ve makrofaj infiltrasyonu ve
inflamasyon yavaglar. M1 makrofajlar1 proinflamatuvar sitokinlerin (IL-6, TNF- a, IFN-
a) varligiyla aktive olur. IL-4, IL-10 ve TGF- B gibi antiinflamatuar sitokinler ise M1'den
M2 makrofajlarina gegisi tetikler dolayisiyla bunlar TGF- B ve IL-10 iretimi ile
karakterize edilir (Krzyszczyk vd 2020). Calismalar gostermistir ki M2 makrofajlari
anjiyogenezi artirir, sinir hasarini azaltir ve inflamasyonu bastirir. Topikal olarak
uygulanan KH'ler makrofajlarda bir degisime neden oldugu gosterilmistir.

Klasik olarak aktive edilmis veya M1 makrofajlar, IL-1, IL-6, IL-12 gibi pro-
enflamatuar sitokinleri salgilarlar. M2 makrofajlar, ki bunlar immiinoregiilator ve anti-
inflamatuar. 1L-4 ve IL-13 gibi Th2 sitokinleri ve anti-enflamatuar IL-10 ve TGF- 3 gibi
sitokinleri salgilarlar (Philippidis vd 2004).

Bizim ¢alismamizda DK grubunda proinflamatuar sitokinlerden TNF alfa, I1L-1,
IL-6 arttig1 ayn1 zamanda antinflamatuar sitokinlerdende IL-10 seviyesinde de azalma
oldugu izlendi. K6k hiicre uygulanan gruplarda diyabetik kontrol grubuna gore IL-1 ve
IL-6 ekspresyonunda azalma izlenirken TNF alfa seviyesinde degisme izlenmedi.
Bununla birlikte IL-10 ekspresyonunda artis belirgindi. Diyabetik kontrol grubuna goére
tedavi gruplarindaki iyilesmenin daha iyi olmasi onceki ¢alismalarda gosterildigi gibi
sitokin salgilariyla ilgili olabilir. Bununla birlikte tedavi edilmeyen grupta epitel dokuda
yenilenmenin olmasi oldukga dikkat g¢ekiciydi. Bu grupta genel olarak IL-10 azalisi
izlenmekle birlikte I1L-10 ekspresyonun epidermis hiicrelerinde olmasi ve reaksiyonun
orta derece olmasi epidermis yenilenmesinin nedeni olabilecegi kanisindayiz. Ancak
dermiste IL-10 ekspresyonun negatife yakin olmasi iyilesmenin diger gruplara nazaran
daha geride olmasina neden olmus olabilir.

Tedavi hiicrelerindeki immunohistokimyasal boyanma kontrol grubuyla benzerdi.
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6. SONUC

Dental pulpa ve yag doku kokenli kok hiicrelerin diyabetik yaralara topikal

enjeksiyonunun yara iyilesmesini tesvik ettigi saptandi.

Hem dental pulpa hem de yag doku kokenli kok hiicreler IL-1 ve IL-6
ekspresyonunu azaltti1 ve IL-10 ekspresyonunu artirdi. Ancak TNF alfa ekspresyonuna
etki etmedi. Ayrica kok hiicrelerin en etkili oldugu sitokinlerin IL-1 ve IL-10 oldugu

saptandi.

Calismamizda yara iyilesmesi acisindan dental pulpa ve yag doku kok hiicreleri

arasinda fark bulunmada.

Sonug olarak olduk¢a kompleks bir siire¢ olan yara iyilesmesinde kok hiicrelerin
tedavide etkili oldugu bulundu. Ancak yara iyilesmesinde kok hiicre kullaniminin daha

kapsamli arastirilmasi gerekmektedir.
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