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KISALTMALAR

cDNA :Komplementer Dioksiriboniikleik asit
cm :Santimetre

DNA :Deoksiroboniikleikasit
DMSO :Dimetil Siilfoksit

DNaz :Deoksiriboniikleaz

ECM :Ekstraselliiler Matriks

kg :Kilogram

Ml :Mikrolitre

mg :Miligram

MiRNA :Mikro RNA

mm :Milimetre

MMP :Matriks Metalloproteinaz
MMPs :Matriks Metalloproteinaz enzimleri
MRNA :Mesajc1 RNA

ng :Nanogram

nm :Nanometre

PBS : Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi
PCR :Polimeraz Zincir Reaksiyonu
PMN :Polimorfoniikleer Lokosit
PRP :Plateletten Zengin Plazma
RNaz :Riboniikleaz

TNF-a :Tiimo6r Nekrozis Faktorii-a
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Fgf10 :Fibroblast biiyiime faktorii 10
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PRP’DEN ELDE EDILEN LiPiD FRAKSIYONUNUN YARA
IYILESME TEDAVISINDE ETKIiSI VE ILISKiLI GENLERIN
mRNA EKSPRESYON PROFILLERININ
DEGERLENDIRILMESI

OZET

Glinlimiizde yara iyilesmesi tedavisi olarak uygulanan bircok ydntem olmasina
karsin yara kapanma hizini arttirmak, en az yara izi olusumunun saglamak ve
hissedilen actyt1 en aza indirgemek amaciyla yara ilizerine calismalar devam
emektedir. Son zamanlarda, igerdigi bilesenlerin rejenerasyonu arttirici etkisi ortaya
konulan PRP (plateletten zengin plazma) tedavisi, yara iyilesmesi galismalarinin da
popiiler konusu haline gelmistir. PRP’nin igerigini olusturan protein ve lipid yapili
biyoaktif biyomolekiiller yara iyilesmesini molekiiler diizeyde uyararak iyilesmeyi
hizlandirirlar. PRP’nin bilesenlerinden protein yapili olanlarin yara bdolgesinde
bulunan proteaz aktivitesi ile yikilarak islevsiz hale geldigi bu sebeple PRP’nin
tyilestirici etkisinin protein yapili bilesenlerinden ziyade lipid yapili olanlarin
aktivitesi ile gergeklestigi {izerine yapilan in vitro g¢alismalar literatiirde yer
almaktadir. S6z konusu hipotezin in vivo olarak test edilmesi, tez ¢alismamizin
konusu olup, PRP’den elde edilen lipid fraksiyonunun yara iyilesmesi tizerindeki
etkisi makroskopik ve molekiiler olarak degerlendirilmistir. Makroskopik anlamda
yara alanlarma bagli yara kontraksiyon hesaplamalari yapilirken molekiiler anlamda
ise yara iyilesmesiyle iligkili oldugunu bildigimiz 84 tane farkli genin mRNA
ekspresyon seviyeleri analiz edilmistir. mRNA protein sentezinde genetik sifreyi
tastyan RNA  molekiilii olup ekspresyon profillerinin degerlendirilmesi yara
iyilesmesi siiresince molekiiler seviyede meydana gelen protein sentezi hakkinda
bilgi vermektedir. Calisjmamizin hayvan deneyleri, 20 tane Sprague Dawley tiirii
siganlarin sirt bolgelerinde yaklasik 1.2 cm capinda dairesel tam kat yaralar
olusturularak 4 fakli grup tizerinden tamalanmustir. PRP, lipid fraksiyonu, DMSO ve
SHAM grublarina ait yaralardan yara iyilesmesinin inflamasyon, proliferasyon ve
olgunlagma (yeniden sekillenme) evrelerine denk gelen 3., 7., ve 14. giinde biyopsi
ornegi alindi. Alinan biyopsi orneklerinden yararlanilarak PCR array teknigi ile
gergek zamanli PCR yapildi ve yara iyilesmesi genlerine ait ekspresyon seviyeleri
analiz edildi. 2°AACT yontemi ile kat degisimleri hesaplandi ve artis veya azalig
gosteren genler belirlendi. Giinlere gore regiilasyon gosteren gen sayis1 bakimindan
en fazla sayida gen regiilasyonu proliferasyon evresinde gozlenmistir. PRP ve lipid
fraksiyonu tedavi gruplar1 inflamasyon, proliferasyon ve olgunlagsmada benzer
regiilasyonlar1 gosterse de kat degisimleri agisindan PRP daha fazla fark gostermistir.
Makroskopik degerlendirmelerde lipid fraksiyonu tedavi grubuna ait yaralarin
PRP’ye gore kapanma hizinin daha az oldugu tespit edilmstir. PRP grubuna ait yara
kontraksiyon bulgular: T-test ile analiz edildi ve istatistiksel olarak anlamali bulundu.
PRP tedavi grubu ve lipid fraksiyonu tedavi grubuna ait RT-PCR verileri, molekiiler
seviyede benzerlik gostermeleri agisindan PRP’den elde edilen lipid fraksiyonu,
PRP’nin sahip oldugu igerige ve tyilestirici etkiye sahip oldugu ancak PRP’nin daha
etkili oldugu sonucuna varilmigtir.

Anahtar Kelimeler : Yara, Yara lyilesmesi, PRP, Lipid Fraksiyonu, mRNA Profili,
PCR Array
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THE EFFECTS OF LIPID FRACTION OBTAINED FROM PRP
ON THE WOUND HEALING CARE AND TO EVALUATE
EXPRESSION PROFILES OF mRNA RELATED GENES

SUMMARY

Nowadays, there are many wound healing therapy methods but yet to increase rate of
wound contraction, to provide least scar forming and to decrease feeling pain lots of
studies on wound and wound healing are going on. In recent years, it is revealed that
the ingredients of PRP have an intensifier effect on regeneration and therefore PRP
treatment has become a popular topic for wound healing. Protein and lipid structured
bioactive biomolecules are components of PRP and they accelerate healing via
stimulating wound healing at the molecular level. According to an in vitro study in
literature, during wound healing protein structured components of PRP are being
degraded by protease enzymes’ activity, therefore healing effect of PRP is going on
with lipid structured components of PRP that is lipid portion of PRP. On the basis of
this hypothesis, thesis’s idea is designated as to evaluate the macroscopic and
molecular effects of lipid portion of PRP on the wound healing via in vivo
experimental set up. For macroscopic testing, wound contraction calculations
dependent on nwound areas were registered while for the molecular testing, mMRNA
expressions of 84 different genes related with wound healing were analyzed. mMRNA
that is RNA molecule trasporting genetic code for protein synthesis, assesment of
MRNA expression profiles provide the information about the molecular level protein
synthesis during the wound healing.Animal experiments part of our study have been
completed with 20 Sprague Dawley rats as four different groups with 1.2 diameter
circular full thickness wounds were defected on their’s dorsum region. Groups were
PRP, lipid portion, DMSO and SHAM (as control).Then, biopsy samples have been
taken from wounds on 3., 7., ve 14. days. After mRNA isolation from biopsy
samples and cDNA synthesis from mRNA, w a PCR array technique, real-time PCR,
were made to analyse expression levels of genes related with wound healing.
2"AACT procedure has been used with fold change values to determine which genes
upregulate and downregulate their expression. When regulations’ results were
analyzed with respect days of biopsy taken, the most number of gene expression
alterations were seen at proliferation phase as percentaged. Although PRP and lipid
portion treatment groups show similar regulation at the stages of wound healing as
inflamation, proliferation and maturation, PRP group’s fold changes on some genes
were more than lipid portion. According to macroscopic evaluations, rate of wound
contraction of lipid portion treatment group’s wounds were less than PRP treatment
group’s wounds. PRP group’s wound contraction data were analyzed with T-Test
and it was meaningful statistically. As a result, RT-PCR data belong to PRP and lipid
portion treatment groups have appeared similar at the molecular level, lipid portion
obtained from PRP has component and healing effect of PRP but PRP is more
effective on the wound healing.

Key Words : Wound, Wound Healing, PRP, Lipid Portion, mMRNA Profile, PCR
Array
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1. GIRIS ve AMAC

Hayvanlarin ¢ogunda ve insanlarda bulunan deri yiizey alan1 bakimindan en biiyiik,
pozisyon bakimindan ise en dista bulunan organ olup organizmayi disardan
gelebilecek her tiirlii zararli girisime karsi1 korumakla gorevlidir. Ancak, istenmeyen
travmatik sebeplerle derinin biitiinliigli bozulabilmekte ve yara olusabilmektedir.
Deri biitiinliigiiniin tekrardan saglanabilmesi a¢isindan yara ve yara iyilesmesi tip
biliminin her zaman en ¢ok ilgilendigi alanlardan biri olmustur. Yara iyilesme hizinm
artttmak, yara izi olusumunu azaltmak ve yaraya bagl agrilar1 dindirmek ig¢in
geemisten glinlimiize kadar yara iyilesmesi konusunda birgok calisma yapilmistir ve

literatiir bu konuda oldukg¢a zengindir.

Yara iyilesmesi, travmaya bagli deri biitlinliigiiniin bozulmasi sonrasi1 yara bélgesinin
olugmasi ile baslayan ¢ok sayida hiicresel ve biyokimyasal siireglerin bulundugu
molekiiler olarak sirali, diizenli bir olaylar zinciridir. Yara iyilesmesinde gorev alan
fibroblastlar , miyofibroblastlar, diiz kas hiicreleri, keratinositler ve immun hiicreler
kendi aralarinda efektif sekilde kolarasyon saglarlar ve derinin bozulan biitlinliigii
geri saglanmasinda etkin rol oynarlar. Yara iyilesmesi birbirleriyle iliskili li¢ temel
evreden olusan karmasik bir siirectir [1 ,2]. Inflamasyon, proliferasyon ve
olgunlagma (yeniden sekillenme) yara iyilesmesinin fazlar1 olup bu siireclerin her
birinde birbirleriyle baglantili molekiiler yolaklar gorev almaktadir. Son yillarda
yapilan ¢aligmalar ile bu siireclerde gorev alan genlerin varlig: tespit edilmis olup
mesajct RNA(mRNA) ve mikro RNA(miRNA) seviyelerinde cesitli bulgular elde
edilmistir. Yapilan molekiiler analiz c¢aligmalar1 ile yara iyilesmesiyle yakindan
iliskili 100 civarinda farkli genin ekspresyonu bilinmektedir [3].

Yara iyilesmesi tedavisine alternatif ve modern tibbin c¢esitli yaklasimlari ve
¢Ozlimleri bulunmakla beraber ; yeni arayislarda devam etmektedir. Amag iyilesmeyi
arttirmak, enfeksiyonu onlemek ve onarimi saglamaktir. Yara tiplerine gore farkl
tedaviler uygulanmaktadir [4]. Son zamanlarda literatiire yeni katilan plateletten
zengin plazma (PRP) tedavisi, lizerinde hala calismalarin devam ettigi yara

iyilestirici etkisi de gesitli galismalarca kanitlanmistir [5].



PRP tam kanm belirli kosullarda santrifiij edilmesiyle elde edilen trombosit
bakimindan zengin ve yogun miktarda biliylime faktorlerinden olusan bir
komponenttir [6]. PRP nin iyilestirici etkisi otolog uygulamalar ile in vivo ve in vitro
caligmalarla defalarca gézlemlenmis ve literatiire katilmistir. Sonug olarak PRP’ nin
dogal iyilesmeyi ve yumusak doku yapimimi hizlandiric1 etkiye sahip oldugu
bilinmektedir [6].

PRP ile ilgili yapilan bazi ¢alismalar incelendiginde PRP yi olusturan zengin igerigin
protein yapili oldugu ve yara bolgesinde bulunan proteinaz enzimlerinin aktivasyonu
ile yikima ugrayabilecegi iizerinde c¢alisgilmaktadir. Buna bagli olarakda asil
iyilestirici etkiyi PRP de bulunan yag asitlerinin gosterdigi iizerine yapilan in vitro
calisma da literatiire katilmistir [7].

PRP ile ilgili literatiir bilgisine dayanarak calismamizda PRP ve PRP’ den elde
edilen lipid fraksiyonunun yara iyilesmesi tedavisindeki etkisi, yara iyilesmesiyle
ilgili genlerin MRNA ekspresyon profilleri molekiiler seviyede incelenmistir. Bu
konuda yapilan in vitro ¢aligmayi, ¢alismamizla beraber in vivo olarak da calisarak
literatiire bu konuda yeni bilgiler kazandirmak yaptigimiz aragtirmanin kisa vadeli
hedeflerindendir. Calismamizin uzun vadeli hedefi ise var olan yara iyilesmesi
tedavilerine alternatif ¢oziimler ve yenilikler katarak klinik diizeyde kullanilabilir bir

yontem Onermektir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Deril

Tiim insanlarda ve hayvanlarin ¢ogunda ortak olarak bulunan organlardan biri olan
deri kendine 06zgii bir¢ok fonksiyona sahip olup organizmayi en distan saran,
merkeze en uzak ve hacim olarak en biiyiik organdir. Yetiskin bir insan derisi
yaklasik 2,7 kg agirligindadir ve 1,7 m? alana sahiptir [8]. Derinin yiizdl¢iimii miktari
kan hacmi, vital kapasite ve metabolizma hizi1 hesaplamalarinda 6nem tagimaktadir.
Derinin bulundugu bélgeye gore kalinligir degiskenlik gosterebilir ve bu deger 0,5
mm’den 4 mm’ye kadar ulasabilir. Yas, cinsiyet, beden iriligi derinin yiiz dl¢limiinii
degistiren etkenlerdendir ve derinin rengi “melanin” maddesinin yogunluguna bagh

olarak organizmadan organizmaya degiskenlik gosterebilir [9].

2.1.1. Derinin gorevleri

Deri genel anlamda organizmayr disaridan gelebilecek her tiirlii tehlikelereden
korumakla gorevli olup kendine 6zgii fonksiyonlara sahiptir. Organizmay: biitiin

olarak orten ve bu haliyle dinamik bir organ olan deri ;

e Duyu sensorleri sayesinde ¢evrenin algilanmasinda ve korunmasinda,

e Viicut sicakligiin korunmasinda,

e Sivi kaybinin 6nlenmesinde,

e Zararli UV 1sinlarindan korumada,

e Mikroorganizmalara karsi savunmada,

e D vitamini tretiminde,

e Ikincil cinsiyet 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasinda ve bdylece tiiriin neslinin

devaminin saglanmasinda,

ve daha birg¢ok viicut regiilasyon sisteminde gorev alir [10]. Derinin kimyasal icerigi

ise % 70 su, % 25 protein ve % 2 yaglardir [11].



2.1.2 Derinin yapisi

Dinamik bir organ olan deri en distan igeriye dogru sirasiyla epidermis, dermis ve
hipodermis tabakalarindan olusmaktadir (Sekil 2.1). Bu tabakalar birbirleriyle
baglantili olup fonksiyonlar1 birbirleriyle iliskilidir.

Sekil 2.1: Derinin katmanlar1 [12].

2.1.2.1 Epidermis

Epidermis derinin en iist tabakasi olup organizmayi distan gelebilecek her tiirli
fiziksel ve kimyasal tehlikelere karsi korurken, su gecirmez bir bariyer olusturarak
savunma ve permeabiliteyi saglamaya yardimei olur. Siirekli agindigindan ve ¢evre
ile etkilesim halinde oldugundan en fazla rejenerasyon bu katmanda olur. Buna bagl
olarak ta en sik yenilenen katmandir ve kendini onarma hizi olduk¢a yiiksektir.
Epidermis tabakasinda kan damarlari bulunmaz ihtiyaci olan besinleri bir alt tabaka
olan dermisle birlesme noktalarindaki epidermal kavsaklardan saglar. Is1 ve sivi
kaybin1 onleyen epidermis tabakasi % 95 holoklon, merokrin ve paraklon hiicreler
igeren keratinositlerden olusmustur ve bes alt gruba sahiptir [13 ,14]. Bu tabakalar
latince olarak asagidan yukariya sekildeki gibi siralanir:

e Stratum bazale

e Stratum spinozum

o Stratum graniilozum
e Stratum lusidum

e Stratum korneum



Epidermis tabakasinin en dnemli olan iki alt tabakalart Stratum korneum ile Stratum
bazale 'dir. Stratum korneum epidermisin en {iistiinde bulunur ve yapisinda keratin
denilen keratinositlerin tirettigi protein yapili molekiiller bulundurarak deriye sertlik
kazandirir. Bu tabaka suda sisme Ozelligine sahip olmakla birlikte cansizdir.
Keratinler 30 farkli genin sorumlu oldugu 30 farkli proteinden olusan molekiillerdir.
Farkli yerlerdeki epidermislerde farkli keratinler bulunur. Stratum bazale ise
epidermisin en alt tabakasidir ve dermisle komsudur. Rejenerasyon bu tabakada
bulunan ¢ogalabilme Kkabiliyetine sahip hiicreler sayesinde meydana gelir.
Keratinositlerin iretildigi ve bulundugu tabaka olmakla birlikte deriye renk veren
melanin pigmentlerini sentezleyen melanositlerde bu tabaka hiicreleri arasinda yer
alir. Biitlin insanlarda aym1 miktarda melanosit vardir ancak derinin farkli
koyuluklarda olusu melanin pigmantinin miktarina baglhidir. Bu pigmentler
organizmay1 giinesin zararli UV 1sinlarindan korur. Bu tabakada bulunan hiicreler
zamanla Stratum korneum tabakasindan dokiilen hiicrelerin yerine geger bu sekilde

deri yiizeyi yenilenir. Epidermise ait alt tabakalar gosterilmektedir (Sekil 2.2).

e Stratum corneum

— Stratum granulosum

— EPIDERMIS

e STRIUN SLINGSLT

= Sratum basal

—_—
_}- DERMIS

Sekil 2.2: Epidermisin tabakalar1 [12].



2.1.2.2 Dermis

Derinin orta tabakasi olan dermis, epidermis tabakasindan 20-30 daha kalin olup
derinin en kalin tabakasidir. Yapisinda bulunan sikica baglanmis saglam kollejen ve
elastik fibriller bu katmanda yer alan 6nemli protein molekiilleridir. Kollejen yapisal
destek noktasinda, elastinler ise deriye esneklik kazandirma noktasinda onemlidir.
Fibrillerin bulundugu proteinden zengin bolgeye ekstraselular matriks (ECM) denir.
Dermis tabakasinin anahtar sayilabilabilcek hiicre tipi fibroblastlardir. Kollejenleri,
elastinleri ve diger yapisal molekiillerin yapiminda rol alirlar. Fibroblast hiicrelerinin
etkinligi tim derinin saglig1 acisindan onemlidir. Bu hiicreler yara iyilesmesinde rol
alan proteaz ve kolajenaz gibi enzimleri iiretebilme yetenegine sahiptirler [11 ,15].

Dermis yapisal olarak 2 tabakadan olusur:

Papiller tabaka: Epidermisin hemen altinda yer alan papiller tabaka igerisinde,
dermisin bir kism1 uzantilar yaparak bir iist tabaka olan epidermise girintiler yaparak
baglanti1 kurar. Bu boélgede yogun sekilde terminal kapiller ve sinir uglar
bulunmaktadir. Papiller tabakada kollejen fibriller deri yiizeyine dik dogrultuda ve

gevsek demetler halinde uzanir ve deriye saglamlik katar.

Retikiiler tabaka: Bu tabaka dermisin alt tabakas1 olan hipodermisin {izerinde yer alir.
Kollejen fibriller papillerin aksine deri yiizeyine paralel ve daha sik1 demetler halinde
uzanmistir. Dermise ait retikiiler tabaka deriyi i¢ kisimlarda bulunan derin dokulara

birlestirmeye yardimei olur [16].

Dermis tabakasinin ECM bolgesinde kilcal damarlar, lenf nodiilleri, sinir uglar1 ve
baz1 salgi bezleri bulunur. Dermiste bulunan kilcal damarlar epidermise besin ve
oksijen tasirken, lenf nodiilleri deriyi mikroorganizmalara kars1 korumakla gorevli
olup deriye bagisiklik saglarlar. Barindirdigi duyu reseptorleri sayesinde dokunmaya,
basinca, aciya ve sicakliga duyarlilik kazandirir. Dermisin yapisinda bulunan sebasoz
bezler kil folikiillerinin (pilosebasdz birim) etrafinda lokalize olmuslardir ve az
miktarda yag (sebum) iiretir. Uretilen yag ve ter deri yiizeyinin nem dengesini
saglamakla sorumludurlar. Dermisin yapisinda ekrin ve apokrin olmak iizere iki ¢esit

ter bezi bulunmaktadir [11].

Ekrin bezler, 6zellikle avug i¢inde ayak tabanlarinda ve alinda bulur. Bu bezlerin
aktivitesi viicut sicakligina ve fiziksel egzersiz veya direkt olarak ortamin sicaklik
artisina bagl olarak artmaktadir. Apokrin bezler, ekrin bezlerden daha biiyiik olup

koltuk altinda, kasiklarda ve meme etrafinda bulunur. Kil folikiillerinde sonlanacak



sekilde konumlanirken, bu bezlerden salgilanan ter igerisinde proteinler ve yag
asitleri bulunur [11]. Dermisin yapisinda bulunan kil folikiilleri kok ve gévde olmak
tizere iki yapiya sahiptir. Govde kismi keratin denilen 6lii ve kati halde bulunan
protein yapilidir. Kil yiizeyinin hemen altinda dermis tabakasinda ise kil kokii
bulunur. Bu yap1 ise kilcal damarlarla beslenir. Papillada bulunan keratinosit

hiicrelerinin hizli béliinmesiyle kil formu olusur [11].

2.1.2.3 Hipodermis

Derinin en alt tabaks1 olup ayn1 zamanda subkutis olarak da adlandirilir. Destek doku
ve yag molekiillerinden olusur. Hipodermisi olusturan gevsek bag dokusu derinin alt
dokulara (kas ve kemik) baglanmasini saglar. Viicudu ¢evresel travmalardan sicaklik

degisimlerinden korumakla beraber besin deposu olarak da gorev alir [11].

2.2 Yara

Yara ve yara iyilesme tedavisi insanligin varolusundan beri tip biliminin 6nemli
arastirma alanlarindan biri olmustur. Yara iyilesmesine ait tarihteki ilk bulgular
giiniimiize uyarlanmis haliyle MO 2200’ lii yillarda Siimerlere ait tabletlerde yaraya
uygulanmasi gereken 3 basamak ; yaray1 yika, pansuman yap ve bandajla seklindedir

[17].

Degisken sebepler sonucunda derinin veya bir baska organin anatomik yapisinin ve
islevselliginin bozulmast durumuna yara denir. Herhangi bi sebeple yaralanip
biitlinliigiinii kaybeden dokunun tekrardan islevsel hale gelmesi i¢in gerceklesen bir
dizi siralt diizenli ve muntazam biyokimyasal yolaklarin toplamini1 kapsayan siire¢

ise yara iyilesmesidir [18].

2.2.1 Yara iyilesmesi asamalari

Yaralanan bolgeye kaybedilen anatomik ve fonksiyel yapinin tekrar kazandirilmasi
icin baglatilan yara iyilesmesinin 3 temel evresi bulunmaktadir. Bu evreler
Inflamasyon, proliferasyon ve olgunlasma (yeniden sekillenme) seklindedir.

Bu asamalarin her biri biribirine bagli olup gérev bakimindan muntazam ve karmagsik
bir  korelasyon gosterirler. Asamalarin hepsi yaralanma sonrasi rejenerasyon
acisindan organizma i¢in vazgegilmez ve hayatsaldir. Bu asamalar ve gorev alan yara

iyilesmesi elamanlar1 gosterilmektedir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: Yara iyilesme donemleri [19].

2.2.1.1 inflamasyon evresi

Travma veya cerrahi bir miidahale sonrasi yeni olusan yaraya karsi organizmanin
verdigi ilk dogal cevap; bir alarm durumu olan inflamasyon asamasidir. Yara
tyilesmesinde bu donemin kendi icinde iki basamagi vardir ; hemostazis ve
inflamatuar infiltrasyon [18]. Hemostazis asamasinda yaralanmadan hemen sonra
yara igerisi kan ile dolar, burada toplanan kan bu evrenin en énemli elemeanidir. Kan
ile dolan defekt olmus yara bolgesinde kan, hageman faktoriiniin aktivasyonu ile
pihtilasmaya baslar. Pihtt olusumunu yonlendiren ve piht1 igerisinde bulunan

trombositler trombiis olusumunu saglar ve yara iyilesmesini baslatict faktorleri



salgilamaya baglarlar. Trombositlerin a graniillerinden platelet-derive growth faktor
(PDGF), insiilin benzeri growth faktor- | (IGF-I), epidermal growth faktoér (EGF) ve
transforming growth faktor-p (TGF-B) gibi protein yapisinda biiylime faktorleri
salinir. Bu faktorler fibroblast gogiinii ve ¢ogalmasini saglar. Ayn1 zamanda ¢ok
sayida vazoaktif ve kemotaktik mediatorler ortama salinir. Boylece iyilesme denilen

muntazam biyokimyasal yolaklar siireci baglatilmig olur [20 ,21].

Inflamasyon sirasinda aktiflesen uyaricilarin etkisiyle yara bdlgesine yogun bir
sekilde hiicre gocli baslar. Hiicre bakimindan zengin olan bdlgeye ilk olarak gelen
hiicreler kemotaktik uyaricilarin etkisiyle notréfillerdir olup yaralanmadan yaklasik 6
saat sonra yara bolgesinde goriiliirler. Maksimum sayiya 1-2 giinde ulasirlar ve eger
yara bolgesinde enfeksiyon yoksa 2-3 giin sonra sayilari azalmaya baslar.
Notrofillerin fonksiyonu ise fagositoz yetenekleri sayesinde olasi bir enfeksiyonu
onlemek ve proteaz enziminin salinmasi ile ortamdaki 6li dokuya ait proteinlerin
uzaklastirilmasidir [20 ,21]. Nétrofillerin ardindan yara bolgesine lenfositlerde gelir
ve lenfositlerden salgilanan sitokinler fibroblast gociinii ve aktivasyonunu uyarici

etkiye sahiptir.

Notrofiller ve lenfositlerden sonra yara bolgesindeki hiicre zenginligine katilan
hiicreler makrofajlardir. Yara iyilesmesinin temelini olusturan baglica biiylime
faktorleri, makrofaj derive growth faktor (MDGF) temel fibroblast growth faktor
(bFGF) ve heparine bagh epidermal growth faktér (HB- EGF) bu asamada notrofil
ve makrofajlardan salgilanir. Salgilanan biliylime faktorleri epitel hiicrelerinin
fibroblastlarin ve vaskiiler endotel hiicrelerinin yara bolgesine go¢ etmesi i¢in uyarir.
Makrofajlarin hiicre migrasyonuna katkisinin yanisira anjiyogenez ve kollajen

sentezini uyarict mitojen maddeleri serbest birakilmasini saglar [22 ,23].

Inflamasyon asamasinda yaralanan dokuda olas bir enfeksiyonu énlemek amaciyla
zarar goren Olii doku, patojenler ve bakteriler yara bolgesinden uzaklastirilir. Gorev
alan hiicreler ve hiicrelerin salgiladigi sitokinlerin etkisiyle yara bolgesinde sisme,

181, ac1 ve kizariklik meydana gelir.

2.2.1.2 Proliferasyon evresi
Yaralanmanin ardindan alarma gecen yara bolgesi inflamasyon asamasini takiben
proliferasyon evresini baslatir. Bu evre yaralanmadan sonraki 3. giin baglar ve yara

iyilesmesinin anahtar sayilabilecek bes farkli asama be evrede gerceklesir.



Graniilasyon dokusunun olusmasi, migrasyon-fibroblazia, anjiyogenez ve
epitalizasyon proliferasyon evresinde gerceklesen siireglerdir. Yaralanmadan
ortalama 4 giin sonra tahrip olan ECM ile yer degistiren dokuya graniilasyon dokusu
denir. Normal yara iyilesme silirecinin en Onemli gostergelerinden biri diizenli
olusturulmus graniilasyon dokusu olup fibroblazi ve yeni olusan kan damarlar
tarafindan meydana getirilir. Graniilasyon dokusu kapali yaralara oranla agik
yaralarda daha belirgindir ve yaralanmadan sonraki 3-6. giinden sonra ortaya ¢ikar
[18 ,24]. Graniilasyon dokusunun yapiminda fibroblastlar, kollejenler kan damarlari
ve makrofajlar gorev alir. Olusumu ise kollejen, fibronektin ve hyaluronik asidin
hiicre dis1 matriks igerisine gomiilmesi ve yeni kilcal tomurcuklanma ile yara
bolgesine go¢ eden fibroblastlar ve inflamasyon hiicrelerinin birlesiminden olusur ve
yaraya parlak kirmizi graniiler goriiniim kazandirir [18]. Yara bolgesini orterek olasi
bir enfeksiyona karsi korur ve yenilenen epitel hiicrelerinin go¢ etmesine de zemin
olusturarak yardimci olur.  Fibroblastlarin yaralanma sonrasi uyarilip yara
kenarlarindan koken alarak yara bolgesine go¢ etmelerine migrasyon denir. Diisiik
oksijen basinci ve laktik asit birikmesine baglh pH diisiisii fibroblastlerin gocii icin
alarm veren kosullardir. Fibroblastlarin migrasyonu ve proliferasyonu IL-1, PDGF,
EGF, TGF-B1, TGF-g,, TNF- a, CTGF ve Cyr 61 gibi biiylime faktorleri tarafindan
situmile edilir. Fibroblastlarin temel metabolik fonksiyonu kollejen, proteoglikon ve
elastin sentezidir. Yara bolgesindeki fibroblastlar tarafindan {iretilen kollejenlerin
bolgede birikmesi fibroblazia olarak tanimlanir [18 ,20 ,25]. Yara iyilesmesinin en
onemli elemani olan fibroblastlar iyilesme siirecinde fabrika ve makine gorevi
tstlenirler. Fabrika olarak kollejen bazli ECM firetirler ve gegici fibrin bazl
matriksle yer degistirirler. Makine olarak ise kasilabilme yetenekleri sayesinde yara
sinirlarinin tekrardan yakinlastirilip yaranin kapanmasina yardimei olurlar [24].
Fibroblastlarin trettigi kollejenlerin ¢arpraz baglanabilmesi icin oksijen zorunlu bi
kofaktordiir ancak ortamin hipoksi olusundan kollejenler biriktikten ve protein
tiretimi bittikten sonra fibroblastlar fenotiplerini degistirerek miyofibroblast formuna
dontisiirler ve onarimin ikinci haftasinda yara kapanmasina katilirlar. Fibroblastlar
yaralanmadan sonraki 3-4. giinlerde goriiliirler ve 7. giinde maksimum seviyeye
ulasarak 15-21. giine kadar aktif kalirlar. Go¢ etmeleriyle birlikte yara bolgesindeki
fibrin pihtisn1 gecici matriks olarak kullanirlar. Yiikselen oksijen seviyesi ve asitligin
azalmastyla yara bolgesindeki fibroblast sayisinda diisiis gézlenir. Yaralanma sonrasi

besinsiz kalan doku gorsel olarak iskemiktir ve bozulan kan damarlarin yenilenip
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tekrardan kan akis1 saglanmadan iyilesme tamamlanamaz. Inflamasyon asamasindan
yara bolgesine yi1gilan makrofajlar siddetli hipoksi ve artmig laktik asit iceren ortama
dayanabilen hiicrelerdir. Makrofajlar boylesi bir ortamla karsilastiklarinda kan
damarlarinin olusumunu ve fibroblast gogiinli tetikleyen bliylime foktorlerini
salgilarlar [20 ,25]. Yara bolgesinde yer alan endotel hiicreleri tarafindan hasar
goren kan damarlarinin yerine yeni kan damarlarinin olusumuna anjiyogenezis denir
[26 ,27 ,28]. Anjiyogenesiz migrasyon ve fibroblazia ile es zamanli gergeklesir.
Proliferasyon asamasinda gorev alan mezankimal hiicre olan fibroblastlarin ihtiyaci
olan gerekli oksijen ve enerji anjiyogenez ile yeni olusan damarlar ile saglanir.
Anjiyogenezis asamast VEGF, TGF ve FGF gibi biiyliime faktorlerince uyarilir.
Yaralanmasnin 3. giiniinde makrofaj ve trombositlerden salinan o6zellikle bazik
fibroblast biiyiime faktorii (bFGF) proteaz enzimlerini aktiflestirerek mikrokapillerin
bazal membranlarinin par¢alanmasini saglayarak serbest endotel hiicreleri meydana
getirir ve yara bolgesine dogru migrasyonu baslatir. Anjiyogenezisin baslamasiyla
birlikte  endotel hiicreleri salgiladiklar1 kollejenaz, plasminojen aktivatorii ve
stromelizin gibi mediatorler ile veniil bazal membrani yikarlar [18]. Kilcal damar
uclarinda konumlanan endotel hiicreler yara igine go¢ etmesi ve  ve ardi ardina
dizilmeleriyle kilcal tomurcuklanmay: saglarlar. Olusan bu tomurcuklanmalar
yaranin diger bolgelerinden gelen tomurcuklarla birlesip kilcal sebekeyi olustururlar
[26]. Derinin en iist katmani olan epidermis organizmanmn i¢ ve dig ortamini
birbirinden ayiran bariyer olusturur. Yaralanma sonrasinda epidermisin onarilmasi
tekrardan bariyer 6zelligini kazanmasi igin gergeklesen siire¢ epitelizasyon evresidir.
Proliferasyonun bu asamasi saglikli epitel hiicrelerinin hasarli bodlgeye gog¢iinii,
¢ogalmasini, organize ve Keratinize olmasini igeren bir siirectir [26]. Yaralanmayla
birlikte yara ¢evresinden gerceklesen hiicresel go¢ ve fenotipik degisimler sonucu
epitel hiicrelerin hem birbirleriyle olan hemde bazal membranla olan baglantilari
kesilir. Kanamanin durdurulmasi i¢in olusturulan piht1 epitelizasyon igin engel teskil
eder. Bu sebeple yara iyilesmesinin erken agsamalarinda epitelizasyon baslamaz [29].
Keratinositler, tip V kollejen, notral proteazlar, plazminojen aktivatorii, kollejenaz ve
fibronektin iireterek epitelizasyon evresinde yardimci olurlar. Fibronektin molekiilii
yara tabanina dogru haraket etmelerini saglar [30]. Notral proteazlar ve kollejenaz
enzimleri ise (epitel hiicreler 6lii ylizeylerde degil yanlizca canli yiizeylerde haraket
edebildikleri i¢in )hasarli 61t piht1 ortami ile canl yiizeyi ayirarak epitel hiicrelerinin

rahat haraket edebilecekleri go¢ zeminini hazirlarlar [30 ,31]. Epitelizasyonun
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baslamasiyla birlikte epitel hiicreler yara kenarlarinda ilerler ve ilerleme bagka bir
noktadan gelen epitel hiicrelerle kasilasincaya kadar devam eder. iki faklh
dogrultudan gelen ve karsilasan epitel hiicreler arasinda kontak inhibisyon kurulur ve
ilerleme durur [28 ,32]. Yaralanan bolgede kabuk olusmussa epitelizasyon bu kabuk
altinda devam eder ve buraya go¢ eden epitel hiicreleri fenotipik olarak degismis ve
sutiinumsu bir goriiniimde olup mitotik aktiviteleri 17 kat artmistir. Olusan tek katli
epitel ortii sonrasinda gé¢ eden yeni epitel hiicrelerle iist iiste binecek sekilde ikinci
ve lglincii kat1 olustururlar [28 ,33]. Bu sekilde serbest yara gevresinde epitel
hiicrelerin gdcliyle olusan ve tabakalasan epitelin yiizeyi zamanla keratinize olur ve
saglamlasir. Ancak olusan bu tabaka asla normal epitel veya epidermis yapisinda
degildir, dyle ki epitel deri eklentileri bakimindan yoksun ince ve kirillgan bir
haldedir [33 ,34] Yara kontraksiyonu, agik deri yarasinin iyilesme siirecinde spontan
bir sekilde gerceklestirilen yaranin kapatilmasini kolaylagtirmak amaciyla yara
cevresindeki tam kalinlikta bulunan yara dudaklarinin merkeze dogru hareketi
sonucu yaranin kiiciilmesidir. Yaralanmadan sonraki 72 saat boyunca yara
bolgesinde elastik gerilme meydana gelir [18]. S6zkonusu gerilmenin etkisiyle yara
kenarlarinda olusan hafif ¢ekilmeyle birlikte yara alaninda artig goriiliir.
Yaralanmadan sonraki 5-7. Giinlerde baslayan kontraksiyon hareketi 5-15. giinlerde
maksimum seviyelere ulasir ve yaranin fiziksel 6zelliklerine bagli olmaksizin gilinde
ortalama 0,6-0,7 mm ilerleyerek sabit bir hizla 39. giine kadar devam eder [25 ,30
,35]. Doku kontraksiyonu ile yara Once orijinal boyutuna gelir ve yara
kontraksiyonunun etkisiyle yaranin boyutu zamanla azalir. Yara kontraksiyonunda
bir fabrika gibi calisan fibroblastlarin fenotip degistirerek ulastiklar miyofibroblast
formlart gorev alir. Bu 0Ozellesmis hiicreler sadece hasar goren yarali bolgede
bulunurlar, saglam bag dokuda bulunmazlar [31]. Miyofibroblastlar yara bolgesinde
birbirlerine, kas tabakasmna ve yara dudaklarindaki dermise baglanarak yara
kenarlarin1 yaranin merkezine c¢ekerek yara alaninin kiigiilmesini gerceklestirirler.
Derinin siki olmadig1 yerlerde kontraksiyon en efektif sekilde c¢alisir ve yara izi
olusumu mimimumdur. Derinin siki olan yerlerinde kontraksiyon yavastir ve yara izi

olusumu fazladir [36].

2.2.1.3 Olgunlasma ve yeniden sekillenme evresi
Yara olgunlasmasina ait klinik bulgular incelendiginde yara bdlgesinde kontraksiyon,

kizarikligin azalmasi, kalinligin ve sertligin azalmasi ile birlikte saglamlilliginin
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artmast gozlemlenir. Olgunlagsma (maturasyon), proliferasyon asamasina ait olan
graniilasyon dokusunun skar dokusuna doniismesini ve yenilenen ekstraselliilar
matriksin olgunlagsmasini igeren yara iyilesmesinin son asamasidir. Bu evrede
inflamasyon ve proliferasyon boyunca yara bolgesine biriken hiicreler sayica azalir,
anjiyogenez tamamlanir, fibroblazi ve kollejen iiretimi doygunluga ulasr,
epitelizasyon sonlanir, yara renginde acilma gozlenir skar dokusunun hacmi azalir ve
iyilesmesini tamamlamis skar dokusu gozlenir [30 ,36 ,37 ,38]. Bu evrede
graniilasyon dokusu programli hiicre 6liimii olarak adlandirilan apoptozis ile yerini
skar dokusuna birakir. Hiicre bakimindan azalma go6zlenirken damarlara sahip bir
skar dokusu olusturulur. Proliferasyon evresinde fibroblazia ile biriken fazla ancak
ince olan kollejenler bu asamada kovalent baglarini arttirarak stabilizasyon saglar ve
stabil orgli halini alirlar[25]. Fazla olan kollejenler ise kollejenaz enzimiyle yikilir.
Yara bolgesi normal derinin taklidini yapmaya baslar [21]. Azalan kollejene bagl
olarak yara gerilme direnci artar ancak bu diren¢ normal derinin gerilme direncinin

% 80 nine 3. ay ve sonrasinda kavusur [39].

2.2.2 Yara iyilesmesinde rol oynayan faktorler

Yaralanmanin ardindan gergeklesen iyilesme siirecinin kalitesini hiicresel veya
biyokimyasal olarak etkileyen bir¢ok énemli faktor bulunmaktadir. fyilesen dokunun
morfolojik ve fonksiyonel biitiinliigliniin kazandirilmasinda s6z konusu faktorler
olumlu veya olumsuz gelismelere neden olmaktadir. Bu faktorlerden bazilari

sunlardir [21] :

¢ Beslenme, organizmanin ihtiyact olan proteinler karbonhidratlar, yaglar,
vitaminler ve mineraller yeterli seviyelerde oldugunda yara iyilesmesi
reaksiyonlarinin kalitesi artacaktir. Proteinler iyilesmenin inflamasyon evresi i¢in
onemli olup eksikligi fibroblaziyi bozar ve maturasyonda etkilenir. Yara
lyilesmesi siirecinde tiim aminoasitler onemlidir ancak metionin, sistin ve arginin

aminoasitleri zorunludur [40].

Karbonhidratlar ve yaglar ise hiicrenin temel enerji kaynagi olup hiicre zarinin
yapiminda kullanilirlar. Yara iyilesmesinde sodyum, potasyum, kalsiyum, klor,
fosfor, ¢inko ve magnezyum gibi minerallerde gerekli olup eksiklikleri kollejen
yapimint olumsuz etkiler [21]. Vitamin eksikligine bagli olarak ise cildi

problemler olusur [41 ,42].
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¢ Dolasim, yara iyilesmesi evrelerinin diizenli ve muntazam olabilmesi i¢in kan
dolagimi da biiylik 6neme sahiptir. Herhangi bir sebeple dolasim bozuklugu
yasayan organizmalarda oksijenin ge¢ gelmesinden Otiirii iyilesmenin
tamamlanmasi gecikir [43].

¢ Oksijenizasyon, yara iyilesmesinde hayati 6nem tasir ve eksikligi kollejen liflerin
stabilitesini bozar. Oksijenizasyonun bozulmasi bagisiklik sistemini de olumsuz
etkiler ve enfeksiyona karsi direng azalir [21].

¢ Enfeksiyon, yaralanma durumunda disardan veya kan yoluyla bakterilerin yara
bolgesinde bulunmasiyla ve belli bir orani ge¢mesiyle olusan iyilesmeyi
geciktiren durumdur. Her kontaminasyon enfeksiyona sebep olmaz, bir gram
dokuda sayica 100.000 bakteriye (yangi olasiligt %50 ) kadar enfeksiyon
olmadig1 kabul edilerek vuciit direnciyle beraber iyilesme gergeklesir [44].

¢ Yas ve cinsiyet, yara iyilesmesine agikar bir etkileri olmamasina ragmen biiyiime
cagindaki ¢ocuklarda iyilesmenin daha hizli oldugu bilinmektedir [21].

¢ Hormonlar, tiroid, siirrenal hipofiz ve pankreas hormonlarinin yara iyilesmesine

etkisi oldugu ileri siiriilmektedir. Diyabet hastaligina bagli anjiyopati bulunan

durumlarda dolagim bozuklugu, enfeksiyon ve noropati nedeniyle yara iyilesmesi

olumsuz etkilenir [45 ,46].

2.2.3 Yara iyilesme seKkilleri ve tedavileri

Bir dizi sirali ve diizenli olaylar zinciri yara iyilesmesi kapanma sekillerine gore 3’¢
ayrilir ; primer iyilesme, sekonder iyilesme ve tersiyer iyilesme.

Primer iyilesme, yara kenarlarininn siitiire edilerek bir araya getirilmesi sonucu
gerceklesen iyilesmedir ve yara izi olusumu minimumdur.

Sekonder iyilesme, yara kenarlarinin herhangi bir sekilde birlestirilmeden agik
birakilarak iyilesmeye birakilan yaralardir. Yara kontraksiyon, graniilizasyon ve
epitelizasyon ile kapanir. Olusan yara izi daha biiyiiktiir.

Tersiyer iyilesme, sekonder iyilesmeye birkilan yaranin enfeksiyon gelismesini
onlemek amciyla yaranin bikag giin sonra kapatilmasiyla iyilesen yaralardir.

Yara iyilesmesi tedavilerinde oncelikli amag¢ enfeksiyonu onlemek, iyilesmeyi
hizlandirmak ve en az skar izi olusumunu saglamaktir. Her hastaya ve yarasina
uygun tedavi uygulanmalidir. Yaranin akut veya kronik olmasi uygulanacak tedavi

metodunu degistiren bir etmendir [4 ,47]. Yara bdlgesine uygulanan tedaviler;
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2.3.3.A Hiperbarik oksijen tedavisi : Bu tedavi modeli problemli yaralarin
iyilesmesini arttirmak amaciyla 30 yili askin bir siiredir kullanilmaktadir. Uygulanan
bu tedavi ile kanin dokulara oksijen tasima kapasitesi arttirilir. Tasinan oksijen yara
bolgesinde hiicre yenilenmesinde rol oynar. Zararli anaerob bakterilere karsi
Oldiiriicii olup yara bolgesine lokosit migrasyonunu ve fagositozunu diizenler.
Hiperbarik oksijen tedavisi hastaya %100 oksijen solutulularak basing odalarinda

uygulanan bir yontemdir [48].

2.3.3.B Negatif basin¢ tedavisi :Yara bolgesinde bulunan sivinin drenajini,
graniilasyon formasyonunu, stimiilasyonunu ve bakteri kolonizasyonu miktarini
azaltmak amaciyla uygulanan bir tedavi modelidir. Negatif basing vakum yardimeili
yara kapatma (Vacuum Assisted Closure) (VAC) pompast ile uygulanir. Steril,
poliliretan kopiik siinger yara alanina gore Kesildikten sonra drenaj tiipii yaraya
konulur ve koptik siingerle kaplanir. Bu tiip VAC pompastyla baglantilidir ve okliizif
ortityle kaplanir. Sivi ve eksiida bir kutuya toplanir. VAC uygulamadan Once yara

nekrotik dokudan temizlenmelidir [48].

2.3.3.C Biiyiime Faktorleri : Yara bolgesine insandan elde edilen veya rekombinat
DNA teknolojisi ile tiretilen biliylime faktorlerinin uygulandigi tedavi yontemidir.
Biiytime faktorleri yara iyilesme hizinin arttirilmasini, graniilasyon dokusunun
olusumunu hizlandirilmasi, yaranin hiicresel ve molekiiler ¢evresini olumlu
etkileyerek yara bolgesindeki doku tamirini baglamalarini saglar [4 ,49]. Bu tedavi
yontemine dayanarak gelistirilen PRP tedavisinin de yara iyilesme tedavisine olan
olumlu etkisi yapilan bircok c¢aligmayla gosterilmistir. Calismamizda PRP tedavisi

lizerine yapilmustir.

2.3 PRP (Plateletten Zengin Plazma)

Plateletler (trombosit) peiferal kan bilesenlerinden biri olup ¢ekirdegi olmayan kan
hiicreleridir. Kan pulcuklar1 olarak da adlandirilan plateletler hemoztaz sirasinda
kanin pihtilagmasinda gorev alirlar. Plateletler ¢ok sayida protein, sitokin ve yara
iyilesmesini baglatan ve temel reaksiyonlar1 regiile eden biyoaktif faktorleri icerirler
[50]. Plateletler diger kirmizi kan hiicrelerine oranla oldukga kii¢iik molekiiller
olamalarina ragmen graniil denilen gesitli faktorler salgilayabilen salgi vesikiillerine

sahiptirler [51 ,52]. Plateletlerin yapisinda bulunan membrana bagli a-graniiller
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hiicreici depolama yaparak yara iyilesmesi i¢in hayati 6neme sahip trombosit tlirevli
biiyiime faktorlerini (PDGF), transforming biiylime faktorlerini (TGF-B) ve insiilin
benzeri biiytime faktorlerini (IGF-I) igeren bir havuz gorevi istlenir [51]. Yara
tyilesmesinin hiicresel asamasinda o-graniillerden salgilanan polipeptit yapidaki
biiyiime faktorleri kemotaksis, farklilagsma, mitogenez ve hiicrelerin salgi
proteinlerini aktiflestirmek amaciyla yara bolgesinde birikirler ve iyilesmeyi
baglatirlar [53]. Salgilanan uyaric1 proteinler epidermal hiicreler, mezankimal
hiicreler ve fibroblast gibi hedef hiicrelerin tarnsmembran reseptorlerine baglanir.
Artan sinyal transdiiksiyonu ile hiicre igerisinde, proliferasyon, doku tamiri,
farklilasma, kollejen sentezi ve antiapoptozis gibi metabolik yolaklarda gorev alan
cesitli genlerin ekspresyonlarinda artis goriiliir [51]. Literatiire gére 16 adet baslica
biiylime faktorleri ailesi bulunmakla beraber, platelet a- graniillerden salgilanan 250

den fazla farklilagmis bityiime faktorii vardir [52].

Normal kosullarda periferik kanda 150.000/ Ml — 350.000/ ml sayida platelet vardir.
Periferik kanin antikoagulanh tiiplerde belirli hiz ve siirede santrifiij edilmesiyle elde
edilen trombositten zengin kisma plateletten zengin plazma (PRP-Rlatelet Rich
Plasma) denir. Santrifiij sonrasinda PRP % 1 lik kisimdadir [54] (Sekil 2.4).
Trombositten zengin olan bu kisimda yaklasik (8 kat) 1.000.000/m1 platelet ve 3-5
kat daha fazla biiytime faktorleri bulunmaktadir[50].

4@ PPP (Plateletten fakir plazma)

PHRF [Plateletten zengin plazma)

Red Kirmizi kan hiicreleri

Sekil 2.4: PRP eldesi [54].
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2.3.1 PRP’ nin icerigi ve avantajlari

Periferal kandan elde edilen PRP igerisindeki graniillerin degraniilasyona
ugramasiyla aktiflesir ve biiyiime faktorleri salinmaya baslar. ilk 10 dakida igerisinde
depolanmis olan biiylime faktdrlerinin % 70 1 ilk bir saat igerisinde de %100 e yakin1
saliir. 8 giin boyunca plateletler tiikenip 6lene kadar ekstra salinim olur ancak PRP

hazirlandig1 anda uygulanmalidir [55].

Plateletten zengin PRP, iceriginde bulunan biiyiime faktorleri ve sitokinler nedeniyle
klinikte bir¢ok kullanim alanina sahiptir. Hastanin kendisinden alinan otolog kandan
elde edildigi i¢in giivenilirdir ve herhangi bir hastalik bulagma riski bulunmaz.
Herhangi bir immun redde sebep olmaz. Uygulandigi bolgede icerdigi biiyiime
faktorlerinin aktiflesmesiyle doku onarimini, hiicre yenilenmesini ve iyilesmeyi
hizlandirir. Elde edilisi ve uygulanmasi ucuz ve kolaydir. Kanayan yara bolgelerinde,
anti-platelet  ilaglarla  birlikte = veya  kronik  karaciger  hastaliklarinda
kullanilmamaktadir [56].

Tablo 2.1: PRP’ yi olusturan baslica bilesenler [50 ,57 ,58 ,59].

Bilesen Gorevi

Platelet tiirevli biiylime faktorii | Erken inflamasyon evresinde hiicre olgunlagmasina,
(PDGF) protein  sentezine,  fibroblast ve  miyoblast

proliferasyonuna katilir.

Doniistiriicii Bliylime faktorii f | Fibroblast sayisini ve tip I, III kollejen ekspresyonunu

(TGF-B) arttirir, anjiyogenez ve fibrogenezin kontroliinii yapar

Basic fibroblast biiyiime faktorii | Hiicre olgunlagmasi, migrasyon, kan damarlarinin

(FGFb) olgunlagsmasini saglar

Interlokin 8 (IL-8) Erken inflamasyon mediyatorliigi ve inflamasyon

hiicrelerinin katiliminin uyarilmasina katkida bulunur.

Insiilin benzeri biiyiime faktdrii | Hiicre olgunlasmasi, farklilasmasi, PDGF ile kollejen
1 (IGF-1) sentezini  arttirmak,  fibroblastlarm  kemotaktik
insiilin benzeri biiyiime faktori yetenegine ve protein sentezine katkida bulunur, kemik
2 (IGF-1) olusumunu arttirir
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Tablo 2. 1 (devam) : PRP’ yi olusturan baslica bilesenler [50 ,57 ,58 ,59].

Bilesen Gorevi
Vaskiiler endotel biiyiime Hiicre  olgunlagmasi  migrasyonu, yeni  kan
faktori (VEGF) damarlarinin ~ olugsmasim1  arttirir, ~ anti-apoptozis

aktivasyonu yapar

Epidermal biiyiime faktorii Hiicrelerin proliferasyonu,farklilagsmast ve canliliginm
(EGF) saglanmasi fibroblastlarin veya mezankimal hiicrelerin

mitogenezi, kollejen yapiminin regiilasyonunu saglar.

Keratinosit biiyiime faktorii Endotel hiicrelerinin  olgunlagmasi, migrasyonu,
(KGF) adhezyonu ve canhiligim korumasini saglar ve

anjiyogenezise yardimci olur.

Konektif doku biiyiime faktorii | Anjiyogenezi diizenlemede ve kikirdak rejenerasyonu
(CTGF) fibrozis ve trombosit adezyonunun saglanmasina

katkida bulunur.

2.3.2 PRP’ nin kullanim alanlari

PRP icerdigi biiylime faktorleri ve zengin plateletten 6tiirli rejenerasyonu hizlandirici
etkiye sahip oldugu bilinmekte olup literatiirde de yer almaktadir. Klinik olarak ¢ok
fazla kullanim alanina sahip olan otolog PRP tedavisi ilk olarak 1987’ de acik kalp
operasyonunda uygulanmigtir [60]. Takip eden yillarda 6zellikle dental alaninda
yaralarin iyilesmesinde kullanilmigtir. 20 yili agkin siiredir ise doktorlar kemik
onariminda, omurga hasarlarinda, yumusak doku hasarlarinda ve plastik cerrahide
kullanmiglardir [61]. PRP tedavisi giiniimiizdeki tintine 2009 yilinda Amerikan
futbolu takimi Pittsburgh Steelers sampiyon olduklari donem oyuncularin ayak
bileklerine PRP uyguladiklarini agiklamalariyla kavusmustur [62]. Son yillarda
kullanim alanlar1 olduk¢a genislemistir; ortopedi, kardiyovaskiiler cerrahi, kozmetik
ve liroloji alanlarinda hekimlerin uyguladigi tedavi yontemi haline gelmistir [63].
PRP tedavisi ile kanserin iliskisi de incelenmistir. PRP nin hiicresel proliferasyonu
uyaran bliylime faktorlerinin ve kemik morfogenetik proteinlerin (BMP’s) kanser
hiicrelerini de uyarabilecegi diisniilmiistiir. Ancak biiylime faktorleri ¢ekirdekte degil

hiicre zarinda etkilerini gosterdiklerinden kanserle iligkisi bulunamamistir. Biiylime

18



faktorleri normal gen ekspresyonuyla sentezlenen sitoplazmik sinyal proteinlerini
aktiflestirir, anormal gen ekspresyonlarini tetiklemez. Biiylime faktorleri kanserojen
olan radyasyon veya UV isinlar1 gibi mutajen degildir. PRP bireyin kendi periferik

kanindan fazlasi degildir; trombosit bakimindan zengindir [55].

2.3.3 PRP’ den elde edilen lipid fraksiyonu

Bircok aragtima PRP’ nin cerrahi uygulama ve yanik sonucu olusan yaralarin
iyilesme tedavilerinde kullanildigini desteklemektedir [64 ,65]. PRP’ nin iyilestirici
etkisinin kaynaginin icerigindeki peptid yapili bliylime faktorleri(TGF-p ve PDGF)
oldugu da bilinmektedir [66]. Ancak yapilan son ¢aligmalar kronik yara bolgesinde
bulunan yogun proteaz aktivitesinden dolayr peptid kaynakli biiyiime faktorlerinin
hizla degrade oldugunu desteklemektedir [67 ,68]. Bunula birlikte gelisen yeni
diisiince ise PRP’ nin igeriginde peptid kaynakli olmayan biiyiime faktorleri proteaz

aktivitesinden etkilenmez ve yara iyilesmesine kaktkida bulunur olmustur.

Son 30 yil igerisinde yapilan ¢aligmalar, lipid yapidaki sinyal molekiillerinin ¢ok
yonlii hiicresel yolaklarin ¢alismasinda gorev aldigini gésterir niteliktedir [69 ,70].
Proteolitik aktivasyona olan dayaniklilig1 sayesinde PRP’nin i¢eriginde bulunan lipid
porsiyonu da son zamanlarda yara iyilesmesi tedavisi lizerine yapilan ¢alismalarda
arastirilan bir konu haline gelmistir. PRP’ den elde edilen lipid fraksiyonunun yara
iyilesmesi sirasinda migrasyon ve mitojenez Oncesinde olumlu katkilarinin oldugu
2015 yilinda yapilan in vitro c¢alismayla literatiire kazandirilmistir [7]. Ancak soz
konusu etki daha 6nce in vivo olarak ¢alisilmamis olup tez ¢alismamizda PRP’ den
elde edilen lipid fraksiyonunun yara iyilesmesine olan etkisi in vivo olarak

caligilmistir.

2.4 Yara lIyilesmesi Siirecinde Gorev Alan Molekiiler Mekanizmalar

Yara iyilesmesi yaralanmadan itibaren yaranin tamamen kapanmasma kadar
hemostaz, inflamasyon, hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve dokunun yeniden
sekillenmesi asamalarini igeren uzun, diizenli ve karmasik bir siirectir. Yara
iyilesmesi c¢alismalarinin ¢ogu bu siirecte etkili olan genler ve proteinler iizerine
yapilmis olup yaklasik 100 farkli gen ve bu genlerle iligkili proteinlerin varligi bu
caligmalarla gosterilmistir [3]. Ancak s6z konusu genleri etkileyen faktorler ve

birbirleriyle olan iligkileri tam olarak agiklanmis degildir. Calismamizda PRP’den
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elde edilen lipid fraksiyonunun yara iyilesmesi siirecindeki etkisini incelemek
amaciyla yalagik 84 tane ilgili genin mRNA profillerine bakilmistir ve kendiliginden
tyilesen yaralar ile kiyaslanarak gen ifadelerindeki farkliliklar tespit edilmistir. Bu
genler bliylime faktorleri, ekstraseliilar matriks bilesenleri, proteaz aktivitesi, c¢esitli
hiicre proliferasyonlari, migrasyonlar1 ve islevselligiyle iliskilidir. incelenen 84 farkli

gen fonksiyonel olarak gruplandirilip anlatilacaktir.

2.4.1 Biiyiime faktorleri

Hiicresel aktiviteyi etkilemek icin ¢ok az miktarlar1 dahi yetebilen agirliklar1 4,000-
60,000 dalton arasinda degisen ptotein yapili molekiillerdir. Biiylime faktorleri ii¢
farkli mekanizma ile hiicresel fonksiyonlar1 saglar; endokrin, parakrin, otokrin veya
intakrin. Biiyiime faktorlerinin hedef hiicreyi etkileyebilmesi ve istenen cevabi
olusturabilmesi hiicrenin sahip oldugu spesifik reseptorlere baglhdir. Biiylime
faktoriiniin kendine 6zgii hiicre reseptorlerine baglanmasi ile birlikte hiicre igerisinde
6zglin bir yanit olusumuna neden olan bir dizi sinyal ortaya ¢ikar. Birbirinden farkli
bliylime faktorlerine 6zgli olan reseptorler her hiicrede sayica farklilik gosterir.
Biiyiime faktorlerinin spesifik ve belirli sayida baglanmasi istenen 6zel yanitin
olugsmasini saglar. Hiicrelerin ve biiylime faktorlerinin bulundugu matriks de yanitin
olugmasinda rol oynar. Matriks, biiyiime faktorlerinin baglanmasina ve ¢oziilmesine
etki ederek ortamdaki faktorler i¢in depo gorevi goriir [71]. Calismamizda ticari
olarak iretilen PCR array panelini baz alarak hazirlamig oldugumuz yara iyilesmesi
panelinde bulunan “Angptl, Csf2 (GM-CSF), Csf3 (GCSF), Ctgf, Egf, Fgf10, Fgf2,
Fgf7, Hbegf (Dtr), Hgf, Igfl, Mif, Pdgfa, Tgfa, Tgfbl, Tnf, Vegfav” genleri biiyiime

faktorleri genleridir.

2.4.2 inflamatuar sitokin ve kemokinler

Farkli hiicre tipleri tarafindan sentezlenebilen ve salgilanan polipeptid yapili olan
sitokinler enflamasyon, hiicre olgunlasmas1 ve yaralanmaya kars1 gelisen sistemik
cevabi da igerisinde bulunduran bagisiklik ve enflamatuar olaylar1 diizenmekte gorev
alir. Sitokiner hormonlara benzemesine karsin hormon degildir [72]. Sitokinler genel
olarak onciil molekiiller olarak depolanmazlar ve salimmalar1 yeni gen
transkripsiyonuna baghdir. Yeni gen sentezi genellikle gegici olup sitokinleri
kodlayan mRNA’lar stabil degildir. Bu sebeple sitokin salimmi kisa ve gegicidir.

Sentezlenmesi bir kez basladiginda hizla salinirlar. Sitokinlerin etkinligi genellikle
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gerektiginden fazladir ve aym hedef hiicrede bircok farkli etkiye sahip
olabilmektedir. Baz1 etkiler salinmayla ayni anda meydana gelirken, bazi etkiler
farkl1 zaman araliklariyla meydana gelebilmektedir. Birbirinden farkli sitokinler
genellikle birbirlerini de etkileyerek ¢alisirlar. Sitokinlerde diger polipeptid
molekiillerde oldugu gibi hiicre yiizeyinde bulunan spesifik reseptorlere baglanarak
etkilerini gosterirler. Bu reseptorler transmembran proteinlerdir ve ekstraseliiler
altbirimleri sayesinde kendilerine 6zgili biiylime faktorlerini ve sitokinleri taniyip

baglarlar [72 ,73 ,74].

Sitokinler igerisinde son yillarda kesfedilen, yaklagik 8-10 kDa agirligindaki
kemokinler birbirine benzeyen bir ailedir. Kemokin molekiilleri, lokositlerin
hareketlerini (kemokinez) ve yonlendirilmis hareketi (kemotaksis) uyarirlar. Ayni
etkiyi monositler ve fibroblastlar icin de gosterirler. Bazi arastiricilar kemokinleri
amino uctaki sistin aminoasitlerinin komsu olmasi (c-c)(a) ya da aralarinda bir amino
asit bulunmasi (c-X-¢)(B) durumunu géz oniinde bulundurarak a ve B seklinde iki alt
gruba ayirmiglardir [75]. Birgok kemokin reseptorii yeni kesfedilmis olup hepsinin
yedi transmembran o-heliks reseptor ailesine ait oldugu saptanmistir. Ligandin
baglanmasiyla birlikte bu reseptorler GDP’yi GTP’ye ¢evirmede gorev aldiklari
distintilmektedir [74]. Calismamizda yara iyilesmesi panelinde yer alan “Ccl12, Ccl7
(Mcp-3), Cd40lg (Tnfsf5), Cxcll, Cxclll (I-TAC/IP-9), Cxcl3, Cxcl5, Ifng, 1110,

I11B, 112, 114, 116" genleri inflamatuar sitokin-kemokin genleridir.

Tablo 2.2: Biiyiime faktorleri ve sitokinlerin doku onarimindaki islevleri [76].

Islevler Bityiime faktorleri ve sitokinler

Notrofil infiltrasyonu | TGF-B, IL-8, IL-6, IL-10 (-)

Makrofaj TGF-B, IL-10 (-)

infiltrasyonu

Anjiogenezis VEGF-A, FGF-2, HGF, GM-CSF

Fibroplazi PDGF, TGF-B, GM-CSF, IGF

Matriks depozisyonu | FGF-2, IGF-1, TGF-p

Skar olusumu IGF-1, TGF-B, IL-6, IL-10 (-)

Reepitelizasyon FGF-2, FGF-7, FGF-10, EGF, TGF-a, IGF, IL-6, GM-CSF,

TGF-B (-), IP-10 (immun protein-10)(-)

Not: (-) isaretle gosterilenler negatif diizenleme yaparlar.
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2.4.3 Ekstraseliiler matriks ve hiicre adezyonu

Dokularin ve organlarin yapisinin ve biitiinligliniin korunmasinda, hiicreler
arasindaki ileitsimin ve koordinasyonun saglanmasinda ekstraseliiler matriks (ECM)
bliyiik 6neme sahiptir. Protein ve polisakkaritlerin ayrintili bir sekilde 6zel olarak
bicimlenmesiyle olusan karmasik bir yapiya sahip olan ECM besin ve madde
aligverisini saglayan ortamdir. Basglica bilesenleri ise kollejenler, lamininler,
fibronektinler, vitronektinler ve elastinlerdir. En 6nemli bileseni olan kollajen
molekiilii a-zincir ad1 verilen {i¢ polipeptidin birbiri etrafina sarilmasi ile olusmus
tclii heliks yapidadir [77]. Bu fglii heliks yapidaki zincirlerin Dbirbirlerine
dolanmasiyla kendisine es boyuttaki c¢elik bir telden daha fazla gerilim kuvveti
olusturur. Biyokimyasal yapilarina gore birbirinden farkli kollejen tipleri bulunur
[78]. Bilesenlerin islevselligi acisindan ECM sentezi ve yikimi arasinda kurulan
denge derinin tamiri agisindan énemlidir Calismamizda hazirlamis oldugumuz yara
iyilesmesi panelinde bulunan “Coll4al, Collal, Colla2, Col3al, Col4al, Col4a3,
Col5al, Col5a2, Col5a3, Vtn” genler ECM bilesenleri genleridir.

Proteaz aktivitesi normal gelisim siirecince kritik kontrol altinda olup yara iyilesmesi
stirecinde olgun dokularda meydana gelen hemostazin doku bazinda siirdiiriilmesini
saglar, ECM wyikimi proteaz aktivitesi ile proteolitik kaskadlar tarafindan
gerceklestirilir. Primer yapisi, hiicresel lokalizasyonu ve substrat spesifitesine gore
birbirleriyle yakindan iliskili en az bes farkli alt gruba sahip olan matriks
metalloproteazlar (MMPs) birden fazla matriks dinamiklerini etkileyen endopeptidaz
enzim grubudur [79]. En c¢ok bilinenleri kollejenazlar, jelatinazlar ve
metalloelastazlardir. MMPs’ler ECM’nin yapisinda bulunan biitiin bilesenleri yikma
kabiliyetine sahiptir. MMPs’ler sitokinlerle uyarilarak hiicre proliferasyonu ve gogii
farklilagsma apoptoz ve anjiyogenez gibi metabolik olaylarda gorev alirlar [80 ,81].
Calismamizda hazirlamis oldugumuz yara iyilesmesi panelinde yer alan “Ctsg, Ctsk,
Ctsl1, F13al, F3 (Tissue Factor), Fga (Fibrinogen), Mmpla, Mmp2, Mmp7, Mmp9,
Plat (tPA), Plau (uPA), Plaur (UPAR), Plg, Serpinel (PAI-1), Timpl” genler
dokunun yeniden rejenerasyonu ile ilgili genlerdir.

Yara iyilesmesi siiresince gerceklesen anabolik (yapim) - katabolik (yikim) siiregler
arasinda kurulan denge sayesinde islevsiz hale gelen hasarli hiicreler yikilir, yeniden
doku sekillenmesi saglanir ve hiicreler arasinda sitoiskelet ve adezyon yeniden

olusturularak doku tamiri tamamlanir [79]. Sitoiskelet ve adezyon hiicrenin
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cevresiyle koordinasyonu iletsimi ve hareketini saglayan bir olgudur ve hiicre icin
vazgecilmezdir. Yara iyilesmesi panelinde bulunan “Cdh1 (E-cadherin), ltgal, Itga2,
Itga3, Itgad, Itga5, Itga6, Itgav, Itgbl, Itgbh3, Itgb5, Itgh6, Acta2 (a-SMA), Actcl,
Racl, Rhoa, Tagln” genleri adhezyon ve sitoiskelet ile ilgili genlerdir.

Calismamizda hazirlanan yara iyilesmesi panelinde bu gen gruplarinin disinda
bulunan “Tgfbl, Tgfbr3, Stat3, Ctnnbl, Wispl, Wnt5a, Mapkl (Erk2), Mapk3
(Erkl), Pten, Egfr, 116st (Gp130), PTGS2” genleri sinyal doniistirme ve iletme ile

ilgili baz1 genlerdir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gerecler

3.1.1 Cihazlar

Tez agamasinda kullanilan cihazlar asagidaki tabloda yer almaktadir.

Tablo 3.1: Kullanilan cihazlarin listesi.

Cihaz Ad1 Cihazin Firmasi Kullanim Amaci
Laboratuvar malzemeleri
Otoklav Niive sterilizasyonun da
kullanilmagtr.
Santrifii Hettich Tiim molekiiler ¢alismalar da
kullanilmustir.
) ¥ Yag fraksiyonunun elde
Etily pruve edilmesinde kullanilmustir.
. Orneklerin sakl d
Derin dondurucu (-20°C) Vestel rnexierin saklanmasin ¢a

kullanilmagtr.

Azot Gazi Tiipi

Taylor-Wharton Gas
Eqgalpment

Alkoliin ugurulmasinda
kullanilmustir.

Derin dondurucu (-80°C)

Haier

Biyopsi 6rneklerinin
saklanmasin da kullanilmistir.

Trombosit miktarinin

Spektrofotometre Thermo Scientific ..
tayininde kullanilmustir.
- guk ortamd klestiril
Buz makinesi Scotsman Soguk ortamda gergeklestirilen
caligmalar da kullanilmustir.
. Ki 11 miktar tayinin
Hassas tarti Precisa Hiyasa tarn tar tay
de kullanilmistir.
Biyopsi 6rneklerinin
Homojenizator Heidolph par¢alanmasinda
kullanilmastr.
. mMRNA izolasyonunda
Sogutmali santrifiij Niive y
kullanilmastir.
Nanodrop Maestro mRNA konsantrasyonlarinin

Olciimiinde kullanilmistir.
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Tablo 3.1 (devam): Kullanilan cihazlarin listesi.

Cihaz Ad1 Cihazin Firmasi Kullanim Amaci
RT-PZR Cihaz1 Biorad Hec'lef ge.nl.e rin regiilasyon
seviyelerinin bakilmasinda
Tiim molekiiler sentez
PZR Cihazi Biorad tepkimelerinin
inkiibasyonunda kullanilir.
o Tiim molekiiler ¢alismalar da
tomatik Pipetler Eppendorf
Otomatik Pipetle ppendorf, kullanilmustir.
. Soliisyonlarin ve 6rneklerin
+
Buzdolabr (+4°C) Beko saklanmasinda kullanilmustir.
Vorteks Stuart Orneklerin homojenizasyonun
da kullanilmgtir.
- Trombosit k i¢i
Hemogram Abacus Junior vet rorubostt saymt yapimak lein
kullanilmustir.

3.1.2 Ticari kitler ve sarf malzemeler

Ticari olarak satin alinan kitler ve sarf malzemeler asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 3.2: Kullanilan ticari kit ve sarf malzeme listesi.

Kitler

Marka

Kullanim amaci

Direct-zol™ RNA
MiniPrep

Zymo research

Dokudan RNA izolasyonu i¢in
kullanilmustir.

Applied Biosystems™
High-Capacity cDNA

Reverse Transcription Kit

Thermo Fisher Scientific

RNA dan cDNA
transkripsiyonu i¢in
kullanilmugtr.

GAPDH primerleri (F ve

Thermo Scientific

Verim ve kontrol RT-PZR

R) reaksiyolarinda kullanilmigtir.
Sso Advanced Universal Biorad Kantitatif PCR analizlerinde
SYBR Green Supermix kullanilmistr.
iTag Universal SYBR . Kantitatif PCR analizlerinde
. Biorad
Green Supermix kullanilmustir.
ZR BashingBead Lysis Biyopsi dokularinin
Zymo research parcalanmasinda
Tubes (2.0 mm Beads)
kullanilmustir.

Vacusera 1.8 ml coagulation

Kanin hemoliz olmasini

Sitrath Tipler 3.2 % Sodium Citrate - DT onlemek amaciyla
kullanilmastr.
. 2 . Gergek zamanli PCR
Yara Paneli Qiagen RT" Profiler PCR reaksiyonlarind
yonlarinda
Array
kullanilmastir.
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Tablo 3.2 (devam): Kullanilan ticari kit ve sarf malzeme listesi.

Crio tiipler

NEST Cryogenic Vial

Biyopsi 6rneklerinin — 80 °C
de saklanmas1 amactyla
kullanilmagtr.

3.1.3 Kimyasallar

Tez agamasinda kullanilan kimyasallar asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 3.3: Kullanilan kimyasallar listesi.

Kimyasal Ad1 Marka Kullanim Amaci
B 1 temizligi
Etanol Emsure en¢ ve malzeme temizligi
de kullanilmistir.
Trombositleri aktiflestirmek
CaCl, Santa Cruz axtitiestiime

i¢in kullanilmustir.

Trombin Multifibren U

Siemens Healthcare

Trombositleri aktiflestirmek

Diagnostics icin kullanilmistr.
Molekiil 1 1
Absolute Etanol Emsure olekaler galismalar da
kullanilmastir.
PBS (Fosfat tamponlu . Hiicre yikama soliisyonu
Applichem
tuz) PP olarak kullanilmustir.
Lipid fraksiyonunun
DMSO Santa Cruz ¢ozmek amaciyla
kullanilmastir.
. D h lar1 igi
. Ketasol %10 Richer eney hayvanat I¢i
Ketamin anestezik olarak
Pharma
kullanilmustir.
Deney hayvanlari i¢in
Ksilazin Rompun %2 Bayer anestezik olarak
kullanilmastir.

Steril apirojen Izotonik
NaCl ¢ozelti

Medifleks Eczacibasi

Biyopsi dokularinin
yikanmasinda kullanilmstir.
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3.2. YONTEM

Calisma i¢in gerekli geregler temin edildikten sonra deneysel ¢alismalar boyunca

izlenen protokol de yer alan diyagramda gosterilmistir (Sekil 3.1)

I-Hayvan Deneyleri I1-Genetik Analiz Deneyleri
A Vv,
Tedavi gruplarina uygulanacak Biyopsilerden total RNA izolasyonu ve
soliisyonlarin hazirlanmasi konsantrasyon tayini
Hayvanlarda tam kat yara modelinin | | c¢DNA sentezi ve cDNA havuzlarinin
olusturulmasi hazirlanmasi

Hayvan deneyleri — RT-PCR (Ger¢ek zamanh PZR)

| Yaralarin takibi, biyopsi almu ve deney = L Elde edilen CT degerleri ile her bir gen

o o -AACT - o o
hayvanlarinin sonlandirilmasi icin 2 degerlerinin hesaplanmasi

Sekil 3.1: Calismamiza ait diyagram.
3.2.1 Tampon soliisyonlar ve ¢ozeltiler

o CacCl; cozeltisi
1,1 gr CaCl, ve 10 ml dH, O karistirilarak 10 mM CaCl, soliisyonu elde
edildi. PRP bilesenlerinden trombositlerin aktiflestirilmesinde kullanildi.

o Trombin hazirlanmasi
2 ml Multifioren U Trombin, 2 ml dH, O ile sulandirilmistir. PRP

bilesenlerinden trombositlerin aktiflestirilmesinde kullanildi.
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o PBS (Phospahte Buffered Saline) (pH 7,2)
Hiicre kiiltiirii aplikasyonlarinda kullanilan dengeli tuz soliisyonudur. Potasyum
fosfat monobazik, NaCl ve sodyum fosfat dibazik igerir. PRP ve lipid
fraksiyonunun tedavi amacli hazirlanmasi sirasinda kullanildi.

o % 25 lik DMSO (Dimethyl sulfoxide) ¢ozeltisinin hazirlanmasi
3 ml PBS + 1 ml DMSO karistirilarak hazirlanan seyreltik DMSO ¢ozeltisi

lipidlerin ¢6éziilmesinde kullanildi.

3.2.2 PRP ve PRP’den Elde Edilen Lipid Fraksiyonu

3.2.2.1 PRP’ nin hazirlanmasi

o Rastgele secilen sicanlardan bir tanesinin literatiire uygun sekilde
anestesizikler enjekte edildikten sonra, kalbinden yaklasik 10 ml tam kan
(periferik kan) hemoliz olmamasi i¢in 3.2 % 1.2 ml (0.109 M) sodyum sitrat
igeren tiiplere alindi.

o 18°C de 750 rpm de 15 dk santrifiij yapildi.

o Sekil 2.4> de gosterildigi sekilde santrifiij sonrasinda olusan seffaf renkli
plazma kism1 ayri bir tiipe toplanir. Elde edilen bu kisim plateletten zengin
plazmadir [82].

3.2.2.1 Lipid fraksiyonunun hazirlanmasi

o Ik santrifiijden elde edilen PRP’ nin trombositlerinin uyarilmasi amaciyla
inkiibasyonu yapildi ; 0,5 ml PRP + 5 ml (10mM) CaCl, + 5 ml (1 U/ ml)
Trombin ayn1 ependorfta birlestirilerek 30 dk 37 °C de inkiibe edildi.

o Inkiibasyon tamamlandiktan sonra 3000 rpm hizda 15 dk 21 °C’ de santrifiij
yapildi ve lst faz (supernatant) alindi; 200 ml supernatant + 1000 ml saf
(%100) etanol eklendi.

o Karisim10 dk sonikasyon ve 5 dk vorteks yapildiktan sonra -20 °c ye
overnight (16 saat) birakild1 [7].

o Overnight inkiibasyondan sonra 12.000g/ 14.000 rpm hizda +4 °C’ de 30 dk
santrifiij yapildi. Elde edilen supernatant lipid fraksiyonu iceren kisimdir.

o Azot gaz1 kullanirak lipid fraksiyonunun igerdigi alkol ucuruldu. Tiipiin alt

kenarlarinda kalan beyaz ¢okeltiler PRP’den elde edilen lipid fraksiyonudur.

28



o Lipid fraksiyonu tedavi i¢in kullanilmadan 6nce % 25 lik DMSO igerisinde

¢ozdiiriildil.

3.2.2.3 Lipid fraksiyonunun konsantrasyonunun belirlenmesi
o Elde edilen lipid fraksiyonu i¢in spektrometre cihaziyla 200-240 dalga
boylar1 arasinda spektrum taramasi yapilarak 204-208 nm arasinda beklenen

pik egrisi 206,9 nm dalga boyunda (1,138 ABS) gézlemlendi.

3.2.2.4 PRP ic¢in trombosit sayim
o Hemogram cihaziyla yapilan trombosit sayimi i¢in elde edilen PRP 4 kat
sulandirildiktan sonra cihaza verildi ve yaklasik 222,5 x 10% trombosit sayildi.
o Literatiire gore 1 yaraya uygulanacak toplam trombosit sayis1 280 x 10’ (28
milyon ) olacacak sekilde PRP ve lipid fraksiyonu igeriginde bulunan
trombosit miktarlar1 hesaplandi ve her yara i¢in 50 M1 (280 milyon trombosit

igerecek sekilde) hazirland1 [83].

3.2.3 Hayvan Deneyleri

Calismamiz Bezmi-Alem Vakif Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 2016 / 251 No’ lu kararla onaylanmistir. Bezmi- Alem Vakif Universitesi
Deney Hayvanlar1 Laboratuvarindan 25 tane saglikli Sprague-Dawley tiirii yetiskin,
disi, 200-240 gr agirliginda sicanlar temin edilmistir. Bezmi- Alem Vakif
Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda bakimlar1 yapilmistir ve hayvan
deneyleri 31 Ocak 2017 - 21 Subat 2017 tarihleri arasinda yiiriitiilmiistiir. Siganlar
21-24 °C* de 12 saat aydinlik/ 12 saat karanlik fotoperiyodunda polikarbon yapili
sican kafeslerinde bireysel olarak % 18-20 protein igeren pelet sican yemi ve su ad-

libitum olacak sekilde muhafaza edilmistir.

3.2.3.1 Gruplarin olusturulmasi
Iki grupta 6’sar, iki grupta 4’ er olmak {iizere siganlar rastgele olarak; lipid

fraksiyonu, PRP, DMSO ve kontrol grubu seklinde 20 hayvan 4 gruba ayrilmistir.

3.2.3.2 Modellerin olusturulmasi
Gruplar belirlendikten sonra literatiire dayali olarak anesteziklerin etki stireleri de
g6z Onilinde bulunduruldugunda yara agilmasi esnasinda ve her biyopsi alinimindan

10 dakika once siganlara 10 mg/kg (intraperitonal) dozda ksilazin HCI ve 50 mg/kg
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(intraperitonal) dozda ketamin HCI anestezisi uygulanmistir [84 ,85 ,86]. Literatiire
dayal1 olarak hayvanin yarasina ulagsmamasi i¢in sirt bolgesi tirag edildikten sonra %

70 lik alkolle dezenfeksiyon islemi yapilmistir.

Hayvanlarin sirt bolgelerinde olusturulan yaralarin konumu gosterilmektedir (Sekil
3.2). Olusturulan yaralarin ilk alanlarmin standart olmasi i¢in 6ncelikle kalip bir
levha olusturulup yara sekilleri doku kalemi ile tiiysiiz deriye ¢izilmistir. Daha sonra
puch biyopsi teknigi ile 1,2 cm ¢apinda sirkiiler 3 tane tam kat yara acilarak yara
modeli olusturulmustur. Yaralarin iki tanesi orta hattin sag tarafinda, bir tanesi sol

tarafinda birbirine yaklasik esit uzakliklarda olacak sekilde agilmistir.

Sekil 3.2: Yara alanlarinin olusturulmasi ve konumu.

3.2.3.3 Tedavi ve biyopsi alim1

Yara modeli resim 1’ deki gibi olusturulduktan sonra, her gruptan cerrahi makasla
kesilen deri parcasi 0. Gilin biyopsisi kabul edildi ve 0. Giin tedavileri yapildi.
Yaralar acik birakildi ve hayvanlar kafeslerine yerlestirildi. Yaralanmanin 3 giin
sonra tim hayvanlarin 3. giin yaralarindan biyopsi alind1 ve geriye kalan 2 yaraya da
tedavi grubuna gore uygulandi. Yaralanmadan 7 giin sonra ayni saatlerde 7. giin
biyopsileri alindi ve kalan son yaraya tedaviler grubuna gore tedavi uygulandi.
Yaralanmadan 14 giin sonra aymi saatlerde 14.glin biyopsileri alindi ve tiim
hayvanlar etige uygun bir sekilde yiliksek dozda anestezik madde verilerek
sonlandirildi. Tedavilerde kullanilan PRP 0. ,3. ve 7. Giinlerde taze hazirlandi ve
uygulandi. Lipid fraksiyonu ve DMSO ise hayvan deneylerinden dnce hazirlandi.
Tedavi ¢ozeltileri ve icerikleri gosterilmistir (Sekil 3.3).
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Tablo 3.4: Giinlere gore tedavi ve biyopsi alimi.

Grup Giin Biyopsi Uygulanan Tedavi / Miktar Fotograf
0. v PRP / 50 ml v
PRP 3. v PRP / 50 Ml v
6 Hayvan 7. v PRP /50 ml v
14. v PRP / 50 ml v
0. v Lipid fraksiyonu / 50 ml v
Lipid Fraksiyonu 3. v Lipid fraksiyonu / 50 ml v
6 Hayvan 7. v Lipid fraksiyonu / 50 ml v
14. v Lipid fraksiyonu / 50 ml v
0. v DMSO /50 ul v
DMSO 3. v DMSO /50 ml v
4 Hayvan 7. v DMSO /50 ml v
14, v DMSO /50 ml v
0. v Tedavi Yok v
SHAM 3. v Tedavi Yok v
4 Hayvan 7. 4 Tedavi Yok v
14. v Tedavi Yok v

l;’ PRP (6 Hayvan)
!- * Trombosit sayimi1
» Trombosit sayisina gore PBS ile seyreltme yapildi veya 3500 rpm
] de 5 dk santrifiij ile ¢oktiiriiliip yogunlagtirildu.
« 280 x 107 (trombosit)/50 ml olacak sekilde yaralara uygulandi.

Lipid Fraksiyonu (6 Hayvan)
* Trombosit sayim1 ve Spektrum taramasi (ABS 6l¢iimii)
* 0,5 ml alkolii ugurulmus lipid fraksiyonu % 25 lik 80 Ml DMSO ile
¢cozdiirildi.
+ 280 x 107 (trombosit)/50 Ml olacak sekilde yaralara uygulandi.

DMSO (4 Hayvan)

* % 25 lik olacak sekilde hazirlandi ve bir yara icin 50 ml uygulandi.
F

=

SHAM -Plasebo-kontrol (4 Hayvan)
* Higbir tedavi uygulanmadi.

SHAM
GRUBU

Sekil 3.3: Gruplara ait tedavi plan1 (Resimler deneyler sirasinda ¢ekilmistir.).
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3.2.3.4 Yaralarin makroskopik olarak izlenmesi ve fotograflanmasi

o Yaralanma ve biyopsi gilinlerinde tiim gruplara ait hayvanlarin yaralar

makroskopik olarak incelendi. 0. , 3. , 7. ve 14. giinlerde tiim yaralarin
fotograflar1 yaradan 20 cm uzaklikta yukaridan, sabit ayarlar ve 1s1k altinda

cetvel yerlestirilerek ¢ekildi.

3.2.3.5 Yaralara ait alanlarin takibi

o Yara modeli olusturulmasini takiben ve biyopsi giinlerinde yaralarin boyutlari

milimetrik asetat kagidima S olgiilii kalict marker kalemi kullanilarak

¢izilmistir. Cizilen yara bdlgesinin i¢indeki alan Bluebeam®

programu ile
hesaplanmis ve yara iyilesmesi siiresi takip edilmistir. Kontraksiyon (yara
kapanma) yiizdelik oran1 literatiirde kullanilan asagidaki formiille
hesaplanmustir [87 ,88].
Yara kontraksiyon yiizdesi = (A0 — At ) / A0Ox 100

= Ag yaraya ait hesaplanan ilk alan

= At; yaraya ait hesaplanan son alan

3.2.3.6 Biyopsilerin saklanmasi

o Alinan yara biyopsileri ivedi bir sekilde izotonik NaCl ile temizlendikten

3.2.4

sonra pargalanip krio tiiplere konuldu ve -80 %C’ de saklandi. Toplam biyopsi
Ornegi sayist 61 tanedir. 60 tanesi 3., 7. ve 14. giinlerde alinan yara biyopsi
ornekleri olup 1 tanesi ise 0. giine ait deri 6rnekleridir hepsi ayni crio tilipte

toplanmustir.

Genetik Analiz Deneyleri

Deney hayvanlar1 sonlandirildiktan sonra g¢alisgmamizin ikinci kismi olan

genetik analiz deneyleri asagidaki sekilde tamamlanmustir.

3.2.4.1 Total RNA izolasyonu

o RNA izolasyonu sirasinda RNAase aktivitesini inhibe edebilmek tiim

asamalar buz {izerinde yapildi. Direct-zol™ RNA MiniPrep kiti kullanilarak

tamamlanmustir. Izolasyon basamaklari:

32



o -80 °C’ de bulunan biyopsi drnekleri buz iizerinde parcalanarak 40-50 mg
olacak sekilde tartildi ve ticari olarak satin alinan Bashing Bead Lizis
tiiplerinin igerisine yerlestirildi.

o Tiip igerisindki biyopsi Orneklerinin iizerine 700 Ml kit icerisinde bulunan
Reagent - Trizol eklendi ve homojenizatérde 30* 1 /s frekansta 3-6 dk
parcalandi.

o 14.000 rpm hizda 5 dk +4 °C’de santrifiij yapildi ve st faz yeni toplama
tiiplerine alinarak {izerine bire bir oraninda saf (%100 liik) etanol pipetaj
yapilarak eklendi. Tiipler kolonlara yerlestririldi ve 14.000 rpm hizda 30 sn
+4 °C* de santrifiij yapildu.

o Kolonlara DNA lan parcalamak i¢in 75 ml DNAase Tamponu ve 5 ml
DNAase ile hazirlanan reaksiyon karigimi eklendi ardindan 15 dk inkiibasyon
edildi. Inkiibasyon sonrasinda 14.000 rpm hizda, 15-30 sn, +4 °C’de santrifijj
yapildi.

o Kolonlara 400 ml Pre-Wash soliisyonu eklendi ve 14.000 rpm hizda 30 sn +4
°C’de santrifiij yapildi. Bu step tekrarlandi.

o Kolonlara 700 ml Wash soliisyonu eklendi ve 14.000 rpm hizda 30 sn +4
°Cde santrifiij yapildi. Yikama iglemlerinin sonunda kolonlar bos ve steril
toplama tiiplerine yerlestirildi.

o Kolonlara 50 ml eliisyon soliisyonu ( niikleazsiz su) emdirildi ve 14.000 rpm
hizda 2 dk +4 °C’de santrifiij yapildi ve tiim total RNA Srnekleri -20 °C” de

saklanmugtir.

3.2.4.2 Total RNA miktarlariin tayini
o Nanodrop cihazt  kullanilarak 260 nm  dalgaboyunda  RNA

konsantrasyonlariin 6l¢timii yapildi ve kaydedildi.

3.2.4.3 cDNA sentezi
o Applied Biosystems™ High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
kullanilarak total RNA igerigindeki mRNA’dan cDNA elde edildi.
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Tablo 3.5: cDNA sentezi reaksiyon karigimi.

icerik/ Reaksiyon 1 X Reaksiyon 65 X Reaksiyon
10 X RT Buffer 1,5 ml 97,5 ml

dNTP Mix 0,6 ml 39 Ml

Random primerler 0,7 ml 45,5 ml

Reverse transkriptaz enzim 1,5 ml 97,5 ml

dH,0 7,7 ml 500,5 ml

RNA 3m e

Toplam 15 ml 780 ml

o Reaksiyon karisimi 8 tane stripli tiipte 61 tane kuyucuga 12 ml gelecek
sekilde dagitildi daha sonra 3 ml total RNA eklendi. Karisim PZR cihazinda
asagidaki kosullarda inkiibasyona birakildi.

25 °C de 10.00 dakika,

37 °C de 2.00.00 saat,

85°C d 0.05 saniye,

+4°C de .

YV V V VY

3.2.4.4 GAPDH housekeeping gen primeri
o Calismamizda RT-PZR verim testinde ve elde edilen cDNA larin kontrol RT-
PZR reaksiyonlarinda kullanilan GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase) gen primerleri ratlar igin housekeeping bir gene ait
primerlerdir [89]. GAPDH iiriinii enzimler solunumda gorev alan yasamsal

oneme sahip glikolitik enzimlerdir.

Tablo 3.6: GAPDH gen primerleri.

(F) Illeri (forward) primer 5'-CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3'

(R) Tersine (reverse) primer 5-'GGCATGGACTGTGGTCATGA-3'

3.2.4.5 Housekeeping gen ile kontrol RT- PZR
o Housekeeping bir gen olan GAPDH gen primerleri kullanirak elde edilen tiim
cDNA lar i¢in RT-PZR yapildi. cDNA lardan hazirlanacak gen havuzlarinin

olusturulmasi i¢in sonuglar degerlendirildi.
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Tablo 3.7: Kontrol RT-PCR reaksiyon karigimi.

RT-PCR igerigi 1 X Reaksiyon 75 X Reaksiyon
Syber green mix 10 ml 750 Ml

R ve F primerler (GAPDH) 1 ml+1ml 75 ml+ 75 ml
Kalip cDNA S5ml -

dH, O 3 Ml 225 ml

Toplam 20 ml 1215 ml

o Hazirlanan RT-PZR karisimindan 15 ml, 61 PZR tiipiine paylastirildi ve
tizerine 5 Ml cDNA eklendi. RT-PZR asagidaki kosullarda gerceklesti.
95°C de 2 dk

95 °C de 5 sn p \
X 39 Dongii /

60 °C de 10 sn Gérﬁnti(i)r;ium1 Amplifikasyon evresi

72°C de 15 sn \ J

55 °C de 0.05 sn

95 °C de 0.02 sn Erime egrisi

o Elde edilen RT-PCR sonuglari kaydedildi ve c¢DNA havuzlarinin

hazirlanmas1 asamasinda kullanildu.

3.2.4.6 cDNA havuzlarimin hazirlanisi
o 4 farkli gruba ait hayvanlarin biyopsileri giinlerine gore gruplandirilarak
havuzlar belirlendi ve bir havuzda 3000 ng / 60 Ml olacak sekilde biitiin
ornekler i¢in havuza koyulacak miktarlar hesaplandi. Toplam 13 tane havuz
olusturuldu.
o Olusturulan ¢cDNA havuzlari -20 °C de PZR array (yara paneli) kullanilmak

uzere saklandi.
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Tablo 3.8: Biyopsi giinlerine gore olusturulan cDNA havuzlari.

Grup/ P1L P2 P3 P4 PS5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13

Havuzlar

PRP 3. 7. 14

gin gun giln

Lipid 3. 7. 14

Fraksiyonu giin giin giin

DMSO 3. 7. 14

gin gun giln

SHAM 3. 7. 14,

gin gin gin

Sifiriner 0.

giin giin

3.2.4.7 Yara panelinin hazirlanmasi
Ticari olarak sunulan (Qiagen, Rat Wound Healing PCR Array) yara iyilesmesi

calismalarinda kullanilmak amaciyla hazirlamis oldugu PCR array panelinde bulunan
genler dikkate alinarak yara paneli hazirlanmigtir. Hazirlanan panel igerigi (Tablo
3.9) niikleazsiz su ile sulandirildiktan sonra kuyucuklarda bulunan genlere ait
primerler her kuyucukta 5 er ml primer olacak sekilde 96 kuyucuklu well platelere
(kuyucuklu plaka) dagitildi. Bu sekilde 13 havuz i¢in birbirinin ayni olan 15 tane

panel hazirlandi.

Tablo 3.9: Yara iyilesmesi panelinin plate {izerinde gen-primer dagilimi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Actal | Actcl | Angptl | Ccll2 Ccl7 | Cd40lg | Cdhl (Coll4al| Collal | Collal | Ceol3al | CoMal

B ColMa3 | ColSal | Col5al | Col5a3 | Csf2 Csf3 Ctgf | Ctnmbl | Cisg Ctsk Ctsll Cxcll

¢ | Cxcll| Cxd3 | CxcS | Egf | Egfr | Fl3al | F3 Fea | Feflo | Fef?2 | Fef? | Hbegf

D Hgf | Img | Igfl 1o oib m 4 16 N6st | Ttgal | Ttga2 | Ttga3

E Itgad Itgas Itgad Itgav Itgbl Itgh3 Itghs Ltgh6t | Mapkl | Mapk3 Mif | Mmpla

F Mmp2 | Mmp7 | Mmp9 | Pdgfa Plat Plau Plaur Plg Pten Ptgs2 Racl Rhoa

G Serpinel| Stat3 Tagin Tefa Tegfbl | Tefbwd | Timpl Tnf Vegfa Vin Wispl | Wat5a

H Actb B2m Hmtl Ldha Rplpl

36



3.2.4.8 Paneller ile kantitatif PCR (qPCR)
o Onceden hazirlanan 13 tane cDNA havuzu primerleri icersinde bulunduran
yara panelleriyle gPCR yapildi. Tiim qPCR reaksiyonlar1 ayni kit kullanilarak
ayni kosullarda gergeklestirildi.

Tablo 3.10: Bir cDNA havuzu i¢in hazirlanan qPCR reaksiyon karigimi.

RT-PCR icerigi 1 x Reaksiyon 100 x Reaksiyon
SYBER GREEN MiX 10 Ml 1000 Ml
cDNA (Havuz) 0,3 ml 30 ml
dH,0 4,7 ml 470 ml
Primerler 5ml
TOPLAM 20 ml 1500 ml

o -20 °C saklanan yara panelleri gPCR dan énce santrifiij yapildi ve hazirlanan
100X’ liikk gPCR karigimi 90 kuyucuga 15 ml olacak sekilde dagitildi.

o Well plate in lizeri film ile kapatilip santrifiij yapildi ve qPCR cihazina
yerlestirildi ve asagidaki kosullarda tim ¢cDNA havuzlari igin yara paneli
calistirildi.

95 °%C de 1.0 dk

95 °C de 5 sn r \

60 °C de 30 sn X 40 Déngii / Amplifikasyon

0 Goruntu alimi evresi
65 "C de 5sn L )

55 °C de 0.05 sn
95°C de 0.5 sn

Erime egrisi

3.2.5 istatistiksel analizler

Elde edilen yara kapanmas1 ylizdelikleri ile kontrol ve tedavi gruplari arasindaki
farkinin anlamlilig1 Student t testi ile hesaplanmustir.
Hazirlanan tiim yara panellerinin RT-PZR ile ¢alisilmasindan elde edilen veriler

2724CT metodu kullanilarak analiz

Livak ve Schmittgen’in (2008) tanimladig1 sekilde
edildi [90]. RT-PZR c¢alismasinin sonuglar1 degerlendirildiginde her gen igin esik
degerde yogunluga ulasip sinyal verdigi dongii sayis1 (Ct) degeri olarak ifade

edilmektedir. Bu deger PZR cihazi tarafindan kalibrator olarak tanitilan genlerin
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referans alinmasi ile hesaplanmaktadir. Calistirilan her bir gen i¢in elde edilen Ct
degeri referans olarak kullanilan housekeeping gene ait Ct degeri ile karsilastirilarak
ACt degeri hesaplanir. Calismamizda 5 tane housekeeping gen bulunmakta olup
birden fazla housekeeping kullanma durumunda bu genlere ait Ct degerleri normalize
edilir ve tek bir Ct degeri olarak hesaplandiktan sonra ACt degerleri bulunur. Yapilan
normalizasyon islemelerinden sonra asagida yer alan denklemler kullanilarak 2 #4¢T
degerleri hesaplanmustir.

> K: Kontrol grubu, T:Tedavi grubu, R:Housekeeping gen X: Ilgili

gen olmak tizere ;
» ACtKx = CtKx — CtR, ACtTx = CtTx — CtR
» AACtx = ACtTx — ACtKx

> Kat degisimi = 2- *4°™

Bu islemler sonucunda ¢ikan deger eger 1’den biiyiikse ekstra islem yapmadan gen
ifadesi kontrole gore o kadar kat artmis diyebiliriz. Ancak islemler sonucunda ¢ikan

deger 1’den kiigiikse su islem uygulamr; 1/Kat degisimi (1/2"**™

) islemi yapilir ve
¢ikan deger 1’den biiyiik olacaktir ancak bu defa genin ifadesi igin arttigini degil
azaldigini soyleyebiliriz. Deger kag ise gen ifadesi kontrole gore o kadar kat azalmis
demektir. Elde edilen tiim sonuglara ait veriler ¢alismamizin bulgular kisminda
aciklanmustir.

Kontrol ve tedavi gruplarmin ACt degerleri arasindaki farkin anlamliligi Student t

testi ile hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Makroskopik Bulgular

Gruplara ait tiim hayvanlar biyopsi giinlerinde makroskopik incelemeye tabi tutulup
yaralarin fotograflar ¢ekildi. 15 giinliik hayvan deneylerimiz siiresince denek kaybi
meydana gelmedi ve komplikasyonsuz iyilesme goriildii (Sekil 4.1).

PRP tedavisi uygulanan grup hayvanlarinin yaralarinda digerlerine oranla
inflamasyon ve anjiyogenezin daha erken basladigi buna bagli olarak kapanma
hizinda ve epitelizasyon hizinda da artis gozlemlenmistir. Olusturulan bazi yaralar
yaranin sirt iizerindeki pozisyona bagli olarak geniglemistir. Bu sebeple ayni

pozisyondaki yaralar kendi i¢lerinde karsilastirilmistir.

0. GIN 3.GUN 1.6UN 14. GIN

PRP

Jipid
‘raksiyonu

DMSO

SHAM

Sekil 4.1: Hayvan deneyleri siiresince izlenen yaralara ait fotograflar.
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PRP tedavi grubunda yara iyilesmesinin diger gruplara oranla daha hizli ger¢eklestigi
gozlemlenmektedir. Ozellikle 14. giin iyilesmenin son evrelerinde yaralar PRP
grubunda tiiylerle kaplanmis ve tamamen kapanmistir.

Lipid Fraksiyonu grubunda ise 3. ve 7. giinlerde kabuklanma daha fazla oldugu tespit
edilmistir ancak 14. giinde yara hala agiktir. DMSO ile lipid fraksiyonu gruplari
yaralara makroskopik olarak hemen hemen ayn etkiyi gdstermistir ancak molekiiler
seviyedeki farkliliklar1 ¢alismamizin ilerleyen kisimlarinda gosterilecektir.

SHAM grubu higbir tedavi uygulanmayan grup olup yaranin dogal kosullarda nasil
kapandigimi ve yara iyilesme hizin1 gézlemlemek icin incelenmistir. Diger gruplara

oranla 7. Giinde yarasinin hala kabuk tutmadig1 goriilmektedir.

4.1.1 Yara alanlarina ait bulgular

Calismamizin hayvan deneyleri siiresince tiim gruplarin yaralanma ve biyopsi alim
giinlerine ait yaralarin alanlart ¢izilmis ve hesaplanmistir. Hesaplanan alan degerleri
ile yara kontraksiyon (yara kapanma) yiizdesi asagida yer alan formiille
hesaplanmistir [88].

Yara kontraksiyonu (%) = (A0 — At ) / A0x 100 formiilii ile kapanma yiizdesi,
Microsoft Excel programi kullanilarak ise standart sapma hesaplandi. Elde edilen

bulgular tablo ve grafikler yardimiyla gosterilmektedir. (Sekil 4.2, 4.3 ve 4.4)

Tablo 4.1: 3., 7. ve 14. giinlerde yara kontraksiyon yiizelikleri (+ standart sapma).

Giinler/ Gruplar 3 7 14
PRP 35,40 + 8,02 67,74 £ 5,99 96,70 £ 2,14
Lipid Fraksiyonu 3,27 + 24,56 29,97 + 15,86 88,44 + 8,01
DMSO 24,28 +£7,22 56,56 +£ 12,46 94,91 +2,33
SHAM 5,52+ 6,14 38,96 + 11,92 85,29 + 9,26




888 38 3 8

10

|3- Gun Yara I{nntraksivnnu|

B PREF ®Lipidfraksyonu DM @ SHAM

1

Sekil 4.2: 3. Giine ait yara kontraksiyon verileri.

{7. Gun Yara Kontraksiyonu[

1
W PRP ®lipidFraksyonu = DMSO = SHAM

Sekil 4.3: 7. Giine ait yara kontraksiyon verileri.
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14 Gun Yara Kﬂntrakswﬂnu|

B PRF M Lipid Fraksyonu B DM3D @ SHAM

1

o5

&

75

Sekil 4.4: 14. Giine ait yara kontraksiyon verileri.

4.1.2 Yara kontraksiyonlarina bagh istatistiksel bulgular

Elde edilen yara kapanma yiizdeliklerine bagli “p” degeri “T Test” ile
hesaplanmistir. Gruplar arasindaki karsilastirmalara bagl p degerleri Tablo 4.2° de

gosterilmistir.
Tablo 4.2: Hesaplanan “p” degerleri.

Gruplar / Giinler 3 7 14
PRP-SHAM 0,0182* 0,0066* 0,4525
Lipid F. -SHAM 0,0329* 0,4942 0,7219
DMSO- SHAM 0,1105 0,0697 0,3666
Lipid F. — PRP 0,0002* 0,0174* 0,1290
Lipid - DMSO 0,0097* 0,0689 0,2155

e *p<0,05 oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamhdir.
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4.2 Molekiiler Bulgular

Calismamizda daha onceki ¢aligmalarda yara iyilesmesi siirecine katildigi bilinen ve
tespit edilmis 84 adet gen ve 5 adet kalibrator gen (house keeping) primerlerini
igeren, ticari olarak yara paneli adi verdigimiz plate kullanilmistir. Alinan yara
biyopsi 6rneklerinden toplam RNA izolasyonu tiim 6rnekler igin basarili bir sekilde
yapildi ve mRNA hedefli cDNA elde edildi. 260 nm de beklenen ve goriilen pik
seviyesi izole edilen toplam RNA lara ait egrilerden birini géstermektedir (Sekil 4.5).
Tim oOrneklere ait toplam RNA izolasyon verileri ekler kisminda (Ek A) yer

almaktadir.

Signal

Wawvelength

Sekil 4.5: Toplam RNA izolasyonuna ait spektrometrik 6lgiimde absorbsiyon egrisi
(260 nm ).

Elde edilen cDNA’larin varligi ile housekeeping gen olan GAPDH primerleri
kullanilarak yapilan kontrol gergek zamanli PCR (RT-PCR) ile dogrulanmistir
(Sekil 4.6). Yapilan kontrol RT-PCR ile elde edilen veriler degerlendirildi. Ayni
grupta bulunan ve ayni giin biyosileri alinan hayvanlara ait cDNA’ lar bir havuzda
3000 ng / 60 Ml olacak sekilde havuzlar hazirlandi ve toplam 13 cDNA havuzu ile
RT-PCR yapildi. RT-PCR sonucunda elde edilen CT degerleri ekler kisminda (Ek B)

yer almaktadir.
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Amplification

Cycles

Sekil 4.6: cDNA’ lar ile yapilan kontol RT-PCR’1na ait amplifikasyon egrisi.
Yara panelinde yer alan genlerden bazilar1 yara iyilesmesinin erken evrelerinde (3.
giin) bazilar orta evrelerinde (7. giin), bazilar1 son evrelerinde (14. giin), bazilar1 ise

birden fazla evrede regiilasyona ugramaistir.

Biitiin cDNA havuzlarinin RT-PCR lar1 yapildiktan sonra elde edilen veriler Livak

22ACT  metodu  kullanilarak

ve Schmittgen’in (2008) tanimladigr sekilde
degerlendirildi [90]. Biyopsi giinleri baz alinarak yapilan degerlendirmelere ait
bulgular yara iyilesmesinin erken (3.giin), orta (7.giin) ve gec (14.glin) evreleri

olmak tizere analiz edildi (Sekil 4.7)

Amplification

Amplification Amplification

T T T T T
FETIR PO, L e e A
3000 Lo

: 2/
=] . . . [
ool ST

BT I T Y 8

Cycles Cycles

Sekil 4.7: RT-PCR’1 yapilan 2., 7. ve 11. ¢cDNA havuzlarina ait amplifikasyon
egrilerine 6rnek.
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3. 7. ve 14. giinlerde belirli oranlarda (AACT >8 ve AACT <-8 ) regiilasyon gosteren
gen sayilart sirasiyla 22, 37 ve 21 olup, en fazla gen regiilasyonu orta evrede

gorilmektedir. Erken ve gec¢ evreleri regiile olan gen sayis1 bakimindan birbirine ¢ok

yakindir (Sekil 4.8).

3,7 ve 14 . Giinlerde Regiile Olan Genler

50 %[DEGER]
45

40
35
30 %[DEGER]

%[DEGER]

25
20
15
10

wv

3. Gun 7.Gun 14. Gin

Sekil 4.8: Biyopsi giinlerinde goriilen molekiiler gen regiilasyonlarinin yiizdelikleri.

Calismamizda bulunan 3 tedavi (PRP, Lipid fraksiyonu, DMSO) ve 1 kontrol
(SHAM) grubu i¢in kendi aralarinda 6 farkli karsilastirma parametresi olusturuldu.
Parametreler tedavi soliisyonlarinin kontrol grubuna ve birbirlerine kiyasla molekiiler
olarak nasil regiilasyon yaptiklarimi tespit edebilme ve anlamli ¢ikarimlarda
bulunabilme amaciyla belirlendi. Olusturulan degerlendirme parametrelerine ait

egriler 3. 7. ve 14. giline ait molekiiler bulgular kisimlarinda gosterilmistir.

4.2.1 Yara iyilesmesinin erken (3. giin) evresine ait molekiiler bulgular

3. giine ait molekiiler bulgular olusturulan parametreler 1518inda degerlendirildi ve
elde edilen veriler grafikler ile gosterilmistir. Tiim kat degisimleri (27*°") 8 kat ve
tizeri / -8 kat ve lizeri olanlar dikkate alinarak grafikler olusturulmustur. Bu

degerlerin disindaki kat degisimleri elenmistir.
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PRP tedavi grubunda 3. giine ait kat degisimlerine bakildiginda SHAM grubuna
oranla Collal, Colla2, Col5al, Ctnnbl, Cxcl5, Fgfl0, Fgf2 Itgal, Itga3, Plg ve
Wispl genlerinin ekspresyonunda artis meydana gelmistir. Bu genler ekstraselliiler

matriks, sitokinler ve biiyiime faktorleri mekanizmalarimi etkileyen genlerdir (Sekil
4.9).
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Sekil 4.9: 3. Giin PRP tedavi grubunun SHAM grubuna gore gen regiilasyon grafigi.

Lipid fraksiyonu tedavi grubunda 3. giine ait veriler SHAM grubuna gore
degerlendirildiginde Collal, Fgfl0, Itgal, Itga3, Plg ve Wispl genlerinde artig

goriilirken Angptl, Cxcll, I11b ve plaur genlerinde ise azalis goriilmektedir (Sekil
4.10).
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Sekil 4.10: 3. Giin LF tedavi grubunun SHAM grubuna gore gen regiilasyon grafigi.
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DMSO tedavi grubundaki 3. Giline ait gen degisimleri incelendiginde SHAM
grubuna oranla Collal, Ctnnb1,Cxcl5, Fgf10, Fgf2, Itgal, Itga3, Plg ve Wispl

genlerinde artig goriiliirken Angptl ve Ccll2 tanesinde azalis goriilmektedir (Sekil
4.11).
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Sekil 4.11: 3. Giin DMSO tedavi grubunun SHAM grubuna gore gen regiilasyon
grafigi.

3. giinde lipid fraksiyonu tedavi grubunda PRP grubuna gore Angptl, Cxcl5, Egf ve
Tgfbr3 genlerinde azalis goriilmektedir. Bu genler biiylime faktorleri ve sitokin

mekanizmalarina iliskin genlerdir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: 3. Giine ait LF tedavi grubunda PRP grubuna gore gen regililasyon
grafigi.
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3. giin PRP grubunda Angptl, Ccl12, 112, Mmp7 ve Tgfa genlerinde DMSO tedavi
grubuna gore artis meydana gelmistir. PRP tedavisi yara iyilesmesinde gorev alan
bliylime faktorleri, sitokinler ve matriks metallopepdidaz mekanizmalarina ait bu

genlerin ekspresyonunu arttirmistir (Sekil 4.13).

3. Giin PRP / DMSO
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Sekil 4.13: 3. Giin PRP tedavi grubunun DMSO grubuna gore gen regiilasyon grafigi

3. giin lipid fraksiyonu tedavi grubunda DMSO grubuna oranla Ccl12 geninde artis
meydana gelirken; Cxcl, Cxcl5 ve Hbegf genlerinde ise azalis goriilmektedir. Bu

genler biliylime faktorleri ve sitokinlerin molekiiler mekanizmalarinda goérev alir
(Sekil 4.14).
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Sekil 4.14: 3. Giin LF tedavi grubunun DMSO grubuna gore gen regiilasyon grafigi.
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4.2.2 Yara iyilesmesinin orta (7. giin) evresine ait molekiiler bulgular

Yara iyilesmesinin orta evresi olan 7. giinde diger evrelere oranla daha fazla gen
reglilasyonu tespit edilmistir. RT-PCR sonucunda elde edilen veriler ile kat
degisimleri ( 2“T ) 8 kat ve iizeri / -8 kat ve iizeri olan genler dikkate alimarak
parametrelere ait grafikler olusturulmustur. 7. Giin PRP grubundaki yara bolgesinde
SHAM grubuna oranlar Cd40lg, Angptl, Ccl12, Ccl7,Col14al, Ifng, Igfl, 112, 116,
Mmpl,Mmp9, Plat, Plg ve Wispl genlerinde artis goriiliirken; Cxcl11, Cxcl5, Egf ve
Itga3 genlerinde azalis goriilmektedir (Sekil 4.15).

7.Giin PRP/ SHAM
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Sekil 4.15: 7. Giin PRP tedavi grubunun SHAM grubuna gore gen regiilasyon
grafigi.
Lipid fraksiyonu tedavisiyle SHAM (kontrol) grubuna oranla Ccl7, Col14al, Collal
Col5a3 ve Plat genlerinde artis goriiliirken; Csf2, Cxcll1, CxclS ve Vegta genlerinde
ise azalis goriilmektedir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16: 7. Giin LF tedavi grubunun SHAM grubuna gore gen regiilasyon grafigi.
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DMSO tedavisi uygulanan gruplarda SHAM grubuna oranla Col14al, Ifng, Cxcl3 ve
Timpl genlerinde artis gézlemlenirken; Collal, Plat, Cxcll, Vitn, Csf2, Cxcl5 ve
Cxcll 1genlerinde azalis goriilmektedir (Sekil 4.17).

7. Giin DMSO / SHAM

1,5

1
~ 0,5
. 0
(\é 1 E 8 (6] (6] = (6] 5
co; -1,5
| -2

-2,5

-3

-3,5

REGULE OLAN GENLER

Sekil 4.17: 7. Giin DMSO tedavi grubunun SHAM grubuna gére gen regiilasyon
grafigi.

7. glin lipid fraksiyonu ve PRP tedavi gruplar arasinda yapilan bir degerlendirme
olup lipid fraksiyonu grubunda PRP grubuna oranla Angptl, Ccl12 Csf3, Cxcl11,
Fgf10, 112, Mmp1, Mmp7, Plg Tgfa, Tgtbr3, Tnf, Vtn ve Wisp1 genlerinde azalis
goriilmektedir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18: 7. Giin LF tedavi grubunun PRP grubuna gore gen regiilasyon grafigi.
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7. giinde PRP tedavi grubunda DMSO grubuna oranla Ccl12, Cd40lg, Csf3, Cxcll1,
Cxcl3, 112, 116, Itga5 Itgh5, Mmp1, Mmp7, Tgfa, Timp1, Tnf ve Vtn genlerinde artis
goriiliirken Itga2 ve Itga3 genlerinde azalis olmustur (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19: 7. Giin PRP grubunun DMSO grubuna gore gen regiilasyon grafigi.

7. giinde lipid fraksiyonu tedavi grubunda DMSQO’ ya oranla 1110, Itga5 ve Timpl
genlerinde artis goriilmisiir (Sekil 4.20).

7. Gun Lipid Fraksiyonu / DMSO
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Sekil 4.20: 7. Giin LF tedavi grubunun DMSO grubuna gére gen regiilasyon grafigi.
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4.2.3 Yara iyilesmesinin ge¢ (14. giin) evresine ait molekiiler bulgular

Yara iyilesmesinin son evresi olan 14. Giine ait veriler degerlendirilirken kat
degisimi (2*“") 8 kat ve iizeri / -8 kat ve iizeri olanlar dikkate alinmustir. 3. ve 7.
giinlerde incelenen parametreler ile analiz edildi ve grafikler olusturuldu.

14. giin PRP grubunda SHAM grubuna oranla Cd40lg, 1110, 112, Itgb5, Mmpl,
Mmp7, Tgfa ve Tnf genlerinde artig gorilitken; Collal geninde azalis
goriilmektedir (Sekil 4.21).

14. Giin PRP / SHAM
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Sekil 4.21: 14. Giin PRP tedavi grubunun SHAM grubuna gore gen regiilasyonu.

14. giinde lipid fraksiyonu grubunda SHAM grubuna oranla 1110 ve Tgfa genlerinde
artig, Collal, Itga2 ve Timp 1 genlerinde ise azalig goriilmektedir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22: 14. Giinde LF tedavi grubunun SHAM grubuna gore gen regiilasyon

grafigi.
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14. glinde DMSO grubunda SHAM (kontrol) grubuna oranla Mmp7, Plg ve Tnf

genlerinde artig goriiliirken; Collal, Timpl ve Vegfa genlerinde ise azalis

goriilmektedir (Sekil 4.23).

14. Giin DMSO / SHAM

—~ 1,5
2 1
<
<' 0,5
AN
= 0
(@) “—
S | o5 § "Eé- & :::-' = %
'—
-1 <
-1,5
-2
REGULE OLAN GENLER

Sekil 4.23: 14. Giin DMSO tedavi grubunun SHAM grubuna gore gen regiilasyon
grafigi.

14. giin lipid fraksiyonu tedavisi uygulanan grupta PRP uygulanan gruba oranla

Csf3, Ctsg, Cxclll, 112, 116, Itgad, Itgab5, Mif ve Tgfa genlerinde azalis
goriilmektedir (Sekil 4.24).

14. Gun Lipid Fraksiyonu / PRP

g ®» =z 8 g w & & g
—1e- & & % % = & & = B
o (6]

< -0,4

<
< -0,6
N

2

S | 08

(@]
- 1

-1,2

1,4

-1,6

REGULE OLAN GENLER

Sekil 4.24: 14. Giin LF tedavi grubunun PRP grubuna gore gen regiilasyon grafigi.
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14. giinde PRP tedavi grubunda DMSO grubuna oranla Mif ve Vegfa genlerinde artis
goriilmiistiir. Bliylime faktorleri genleri olup yara kapanmasiyla iliskili genlerdir

(Sekil 4.25).

14. Giin PRP / DMSO
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Sekil 4.25: 14. Giin PRP tedavi grubunun DMSO grubuna gére gen regiilasyon
grafigi.

14. giin lipid fraksiyonu uygulanan grupta DMSO uygulanan gruba kiyasla Vegfa
geninde artig gozlenirken; Cdhl, 112, Itga2 ve Plau genlerinde azalis goriilmektedir
(Sekil 4.26).
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Sekil 4.26: 14. Giin LF tedavi gurubunun DMSO grubuna gore gen regiilasyon
grafigi.

Geg evre olarak nitelendirilen 14. giin yara kapanmasi ve yeniden sekillenmesi
mekanizmalarmi kapsar ve 7. Giine kiyasla daha az sayida gende regiilasyon
gozlenir. Gruplarda birbirine yakin sonuglar vermektedir ¢ilinkii tiim yaralar kapanma

evresinde olup yara bolgelerinde birbirlerine benzer diizenlemeler goriiliir.
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4.2.4 PRP ve LF tedavi gruplarina 6zgii bulgular

Calisgmamizda PRP ve PRP’den elde edilen lipid fraksiyonu tedavi gruplarina ait
molekiiler sonuglar incelendiginde 3., 7. ve 14. giinlerinde Collal (Kollejen, Tip I,
alfal), Cxcl5 (Kemokin (C-X-C motif) ligand 5), Itga3 (Integrin alfa 3), Plg
(Plasminojen), Wispl (WNT1 uyarilabilen sinyal yolak proteini 1), 1110 (Interlokin
10), Tgfa (Transforming biiyime faktorii alfa) ve Angptl (Anjiyopoetin 1)
genlerinde benzer regiilasyon egrileri goriilmektedir. Bu genler yara iyilesmesinde
etkin rol alan ekstraseliiler matriks, hiicre adhezyonu, sitokinler ve biiylime faktorleri
mekanizmalari ile iligkilidir. Collal (Kollejen tip I, alfa 1) , Cxcl5 (Kemokin (C-X-C
motif) ligand 5), Itga3 (Integrin alfa 3), Plg (Plasminojen), Wispl(WNT1
uyarilabilen sinyal yolak proteini 1) , Cd40lg (CD40 ligand), 112 (Interlokin 2),
Mmp1 (Matriks metallopeptidaz 1), 1110 (interlokin 10), Tgfa (Transforming bilyiime
faktorii alfa) ve Angptl (Anjiyopoetin 1) genlerinin yara iyilesmesinin erken, orta ve
ge¢ evrelerinde ki regiilasyonu gosterilmektedir. Yara iyilesmesinin son evresinde

1110 ve Tgfa genleri ciddi artig gostermistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27: 3. 7. ve 14. glinlerde PRP tedavi grubunun SHAM grubuna oranla bazi
genlerdeki regiilasyon grafigi.
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Lipid fraksiyonu grubunda SHAM grubuna gore Collal (Kollejen, Tip I, alfal),
Cxcl1l (Kemokin (C-X-C motif) ligand 11), Cxcl5 (Kemokin (C-X-C motif) ligand
5), Itga3 (Integrin, alfa 3), Plg (Plasminojen), Wispl (WNTI uyarilabilen sinyal
yolak proteini 1), 1110 (Interldkin 10), Csf2 (Koloni uyarici faktér 2
(graniilosit/makrofaj)), Itgal (Integrin alfa 1), Vegfa (Vaskiilar endothelyal biiyiime
faktorii A), Tgfa (Transforming biiyiime faktorii alfa) ve Angptl (Anjiyopoetin 1)
genlerinde meydana gelen regililasyon degisimleri gosterilmektedir. Yara
lyilesmesinin orta evresinde Cxcl5 ve Cxclll genlerinde ciddi miktarda azalig

goriilmiistiir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28: 3. 7. ve 14. giinlerde LF tedavi grubunun SHAM grubuna oranla bazi
genlerdeki regiilasyon grafigi.
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5.TARTISMA

Yara iyilesmesi bir dizi molekiiler seviyede hiicresel ve biyokimsal olaylarin
muntazam bir sekilde biyolojik makina gibi isledigi, insanlar ve ¢ogu hayvanlarin
yasamlar1 boyunca gerceklesen en kompleks biyolojik silireglerden biridir. Hasar
goren dokunun tamirinin kalitesi, en az yara izi olusumu, aci hissinin azaltilmasi ve
iyilesmenin hizlandirilmas: gibi amagclarla yapilan caligmalar yara iyilesmesi

tedavilerine alternatif tedavi yontemleri kazandirmay1 hedeflemektedir.

Yara iyilesmesinin yaraya sebep olan travmadan hemen sonra baslayan evreleri
inflamasyon, proliferasyon ve olgunlasama olup bu siiregler birbirleri igine gecerek
molekiiler anlamda karmasik ancak diizenli bir yara tamiri gerceklestirirler. Dogal
olarak gelisen yara iyilesmesine destek olmak amaciyla disardan uygulanan tedaviler
arasinda bulunan biiylime faktorlerinin yara iyilesmesine olan olumlu katkis
bilinmektedir. Kemotaksis, hiicre proliferasyonu ve iyilesmeye 6zgii proteinlerin
tiretiminin uyarilmasi gibi etkilerinin yaninda ECM sentezinin yapimi, planli hiicre
olimi ve matriks degisimlerine karar verici rolleri-de bulunmaktadir. Proliferasyon
evresinde hizli ve dramatik sekilde gerceklesen hiicresel aktivitenin amplifikasyonu
biiylime faktorlerinin salindiklari hiicreleri uyarmasiyla gerceklesir [91]. Bu sebeple
ozellikle iyilesmeyen kronik yaralarda biliylime faktorleri uygulanmasi tedavisi 6n
plana ¢ikmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda trombosit bakimdan zengin olan
PRP de bulunan biiyiime faktorlerinin a- graniiller tarafindan salinmasiyla birlikte

yara lizerindeki iyilestirici etkisi tespit edilmistir [50 ,52].

PRP tedavisi ile ilgili ¢ok ¢esitli alanlarda calismalar yapilmis olup dermatoloji, dis
hekimligi ve ortopedi gibi tibbi alanlarda kullanimi yayginlagmistir. Hayvanlarda
olusturulan deneysel modeller {izerinde yapilan caligmalar ile yara iyilesmesinin
makroskopik ve molekiiler diizeydeki gerceklesen olaylar incelenmektedir. PRP ve
iceriginin anlasilmasi, biiylime faktorlerinin molekiiler maknizmalarinin anlagilmasi
amciyla yapilan calismalar PRP tedavisinin klinik uygulamalardaki kullanimina dair

yeni fikirler ortaya ¢ikarmaktadir.
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Calismamiz PRP’nin igeriginde bulunan lipid fraksiyonunu PRP ile karsilastirmak
amactyla yapilmis olup kisa vadede hedefi literatiire bu konuda yeni bilgiler katmak
iken, uzun vadede hedefi ise PRP nin klinikteki kullanimina kolaylik ve yenilik
getirmektir. Bu konuda 2016 yilinda yapilan in vitro bir c¢alismada PRP’nin
bilesenlerinden protein yapili olanlarin yara bdlgesindeki proteaz aktivitesinden
dolayr parcalandigi ancak lipid porsiyonunun iyilestirici etkiyi siirdiirdii§ii one
strilmistiir [7]. Calismamiz ise ayni hipotezi in vivo olarak test etmek tizere
yapilmis olup orijinalligini bu noktadan almaktadir. Calismamizin sonucunda yapilan
makroskopik hesaplamalardan ve molekiiler analizlerden elde edilen veriler

degerlendirilmistir.

Yaralanma ve biyopsi alim giinlerinde kaydedilen yara alanlarina ait veriler ile yara
kontraksiyonu yiizdeligi literatiirde yer alan formiil yardimiyla hesaplanmis ve 3., 7.

ve 14. giin bazinda yara iyilsemesi agsamalar1 karsilastirilmistir [88].

Hesaplanan yara kontraksiyonu ytizdelikleri ile elde edilen bulgular incelendiginde 3.
giinde PRP ve lipid fraksiyonu grubunda SHAM grubuna gore anlamh bir fark ile
birlikte DMSO ve lipid fraksiyonu arasinda da anlaml farklilik gortilmektedir. Yara
iyilesmesinin inflamasyon agamasi olan 3. giinde yaralarda kizariklik ve hafif
kabuklanma izlenmistir. Lipid fraksiyonu grubundaki tiim yaralarda 0.-3. giin
araliginda alansal olarak artis olmustur. Yara bolgesinde yaralanmadan sonraki 72
saat boyunca devam eden gerilme, yara alaninda artisa sebep olabilmektedir [18].
S6z konusu gerilme biitiin gruplar i¢in gecerlidir ancak lipid fraksiyonu grubunda
yara alaninda artis diger gruplara oranla daha fazla gozlenmistir. Bu sebeple yara

kapanmasi en azdir.

Yara iyilesmesinin proliferasyon evresi olan 7. giine ait makroskopik bulgular
incelendiginde ise SHAM grubu ile karsilastirildiginda sadece PRP tedavi grubu
anlaml bir fark gostermistir. Bu asamada ger¢eklesen yogun hiicre gogii ile meydana
gelen 1iyilesme belirtileri ve yaranin kiiclilmesi, en fazla PRP tedavi grubunda
gdzlenmistir. Iyilesmenin habercisi olan kabuklanma durumu incelendiginde ise

diger gruplara oranla lipid fraksiyonunda daha fazla kabuk olusumu izlenmistir.

Yara iyilesmesinin son evresi olan 14. giine ait sonuclar incelendiginde, higbir tedavi
grubunda SHAM grubuna goére anlamli bir degisim gozlemlenmemistir. Ciinkii yara

lyilesmesinin son agamasi olan maturasyonda tiim gruplarda yaralar tamamen
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kapanmaya baslamistir bu sebeple benzer sonuglar elde edilmistir. ilk 3 giin yara
alanindaki genislemeye ragmen yara kontraksiyon yiizdelikleri karsilastirildiginda
lipid fraksiyonu grubuna ait yaralar 14. giin SHAM grubundan daha fazla kapanma
gostermistir. PRP grubu yaralari ise % 96 oraninda kapanarak makroskopik anlamda

en iyl sonucu vermistir.

PRP’den elde edilen yag asitleri DMSO igersinde ¢ozdiiriilmesi sebebiyle DMSO
tedavi grubu lipid fraksiyonu grubuna kontrol olmasi amaciyla gruplara eklenmistir.
Literatiir bilgisi incelendiginde belirli oranlarda ¢6zdiiriicii olarak kullanilan DMSO
zararli etkiye sahip olmayip SHAM ile benzer sonuclar1 verdigi ve hatta SHAM
grubu gibi kontrol grubu olarak ¢alisildig: tespit edilmistir [92 ,93]. Makroskopik
anlamda ise DMSO, 3. giin SHAM grubuna gore anlamli goriilmektedir. Sebebi ise

yara bolgesini nemli tutarak iyilesmeye yardime1 olmasidir.

Lipid fraksiyonu tedavisinin igerigi ve fonksiyonu agisindan makroskopik anlamda
PRP tedavi grubuna yakin iyilestirici etkiye sahip olmasi beklenmistir ancak yara
iyilesmesinin erken ve orta evrelerinde bu etki gdzlenememistir. Bunun sebebi ise
yaralanmadan sonraki ilk alanlarin hayvandan hayvana ¢ok az dahi de olsa degismesi

ve gerilme kuvvetinin lipid fraksiyonu grubunda daha fazla olmasidir.

Sonug olarak ¢caligmamizda makroskopik anlamda PRP yara iyilesmesinin ilk ve orta
evresinde yara kapanmasi ve yara izi olusumu ile ilgili en fazla iyilestirici etkiye
sahip oldugu goriilmiistiir. Lipid fraksiyonu ile tedavi grubu ise PRP kadar etkili

olmamistir fakat kontrol grubundan daha hizli bir kapanma gostermistir.

Herhangi bir biyolojik yolagin mRNA profilinin incelenmesi o siiregte biyogenezi
yapilan proteinler hakkinda bizlere bilgi vermektedir. Yara iyilesmesiyle ilgili
bilinen 100 den fazla gen ifadesine bagli protein bulunmakla birlikte ¢calismamizda
bu genlerden 84 tanesinin ekspresyonlarinda 3., 7. ve 14. giin meydana gelen
molekiiler diizenlemeler incelenmistir. Realtime PCR’da 3 CT’ye denk gelen sekiz
kat ve tizeri farkli ekspresyonlar dikkate alinarak genlerin kat degisimleri analiz

edilmistir.

Ekspresyon seviyelerinde anlamli bir degisiklige ugrayan genler sayr bakiminda
degerlendirildiginde % 46,25’1 (37 tanesi) yara iyilesmesinin orta evresi olan 3.
giinde meydana gelmistir. Hiicre gocli, hiicre proliferasyonu, fibroblazia,

graniilasyon dokusunun olusmasi ve anjiyogenezis gibi biyolojik siire¢lerden dolay:
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en fazla sayida gen ekspresyonu bu evrede gerceklesmistir. En az sayida gen
regiilasyonu ise yara iyilesmesinin neredeyse tamamlanmasidnan 6tiirii son evre olan

14. giinde meydana gelmistir.

Yara iyilesmesinin inflamasyon evresine denk gelen 3. giine ait molekiiler bulgular
incelendiginde PRP, lipid fraksiyonu ve DMSO grubunda SHAM grubuna gore
karsilagtirillmasinda 6 ortakgenin ekspresyonunda artis goriilmektedir. Gruplardaki
kat degisimleri incelendiginde bu genlerde en fazla artis PRP, lipid fraksiyonu ve
DMSO sirasiyla olmustur. Bu genler kollejen tip 1 alfal, fibroblast biiyliime faktorii
10, integrin alfal, integrin alfa 3, plazminojen ve WNT1 uyarabilen sinyal yolak
proteini 1 genleridir. Yaralanmanin ardindan baglayan inflamasyon evresinde
aktiflesen bu genlerin her biri, yara iyilesmesi siirecinde olduk¢a énemlidir. Collal,
kollejen tip 1 alfal, hasar goren ekstraselular matriksin tamiri agisindan 6enmli olup
inflamasyon evresinde tiim gruplarda ekpresyonunda artis goriilmiistiir [94]. Fgf10,
fibroblast biiylime faktorii 10, doku tamiri sirasinda fibroblast hiicrelerinin mutajenik
aktivitelerini arttirici role sahiptir. Yara iyilesmesinde etkin bir gendir [95]. Itgal ve
Itga 3 genleri integrin kodlayan genler olup hiicre adhezyonu ve sitoiskleti
olusturmada gorev alirlar. Son olarak Wispl geni, WNT1 uyarabilen sinyal yolak
proteini 1 geni, acil durum geni olup téropatik stratejilerin olusturulmasinda etkin
rolii vardir. Hiicresel go¢, anjiyogenesiz, apoptozis ve kok hiicre proliferasyonunda
gdrev almaktadir [96]. Inflamasyon evresinin basarist doku tamirinin kalitesini

belirler bu sebeple bu asama yara iyilesmesi i¢in dnemlidir.

PRP grubunda SHAM grubuna gore diger gruplarda farkli olarak Colla2 (Kollajen,
tip I, alfa 2 ) ve Col5al (Kollajen, tip V, alfa 1) genlerinde artis meydana gelmistir.
S6z konusu bu genler yara bolgelerinde ECM tamir mekanizmnasinda gorev alan
genlerdir. ECM yapiminda diger gruplara oranla PRP grubunda daha fazla
aktivasyon goriilmektedir.

Lipid fraksiyonu grubunda SHAM grubuna goére meydana gelen regiilasyonlar
incelendiginde artig goriilen tiim genler PRP tedavi grubu ile ortak iken, PRP’den
farkl1 olarak 4 tane gende azalis goriilmektedir. Azalis gosteren genler Angptl,
Cxcll, Il1b ve Plaur’ dir. Anjiyopoetin 1 geni, anjiyopoetin ailesine bagl
glikoproteinlerin iiretilmesini saglayan gen olup kilcal gelisimi ve anjiogenezde
gorev alirlar [97]. Inflamasyon evresinde yara bolgesinde kilcal olusumunu

durdurucu bir etki gostermistir. Cxcl5 ve Il11b (kemokin C-X-C motif ligand 3 ve
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interlokin 1 beta) genleri ise inflamatuar sitokin-kemokin genleridir. Yara bolgesini
iyilesme yolunda uyarici etkilerde bulunur. Son olarak Plaur, plaminojen aktivator
iirokinaz reseptdor , geni plasminojen aktivasyonunu saglayan reseptOor protein
genidir. Bu gende meydana gelen azalis lipid fraksiyonunun inflamasyon evresinde
plasminojen aktivasyonunu diisiirmeye yonelik etkisi oldugu anlamina gelebilir.
DMSO grubunun SHAM grubuna goére 3. giline ait molekiiler bulgulari
incelendiginde, artis gosteren tiim genler PRP grubu ile ortaktir. Ancak kat
degisimleri acgisindan PRP daha fazla artis gostermistir.CxclS geninde DMSO
grubunda 68 kat PRP grubunda ise 85 kat artis goriilmesi dikkat ¢eken tek gen
olmustur. Lipid fraksiyonu ve DMSO gruplan SHAM grubuna gore
karsilagtirildiginda, Angptl geni i¢in DMSO grubunda 21 kat, lipid fraksiyonu
grubunda ise 11 kat azalig goriilmektedir. Bu genin ifadesi de PRP grubunda anlamli
bir degisim gostermemistir. Buna gore anjiyogenezin baskilanmasi en az PRP
grubunda daha sonra lipid fraksiyonunda ger¢eklesmistir.

Inflamasyon asamasi olan 3. giinde PRP, lipid fraksiyonu ve DMSO tedavi gruplart
kendi aralarinda gen ifadesi bakimindan benzer etkiye sahip olsalar da ozellikle
kollejen yapimindan sorumlu (Collal ve Colla2) genlerde ve anjiyogenezin
baskilanmasindan sorumlu (Angptl) genler bakimindan PRP’nin diger gruplara gore
daha iyilestirici oldugu tespit edilmistir. Bu konuda PRP grubunu lipid fraksiyonu ve
DMSO grubu takip etmektedir.

Yara iyilesmesinin orta evresi olan proliferasyon asamasi ¢alismamizda, 7. giine
denk gelmektedir ve bu evreye ait molekiiler bulgular analiz edildiginde yogun gen
reglilasyonu gozlenmektedir. Tiim tedavi gruplarinda benzer ydnde ekspresyon
gosteren Ccl7, Coll4al, Cxclll, Cxcl5 ve Plat genleri dikkat ¢ekmektedir. Ccl7
geninde artig goriilirken bu gen (kemokin C-C motif ligand 7) inflamasyon ve
metastaz siirecinde makrofajlar1 harakete gecirir. Bu gende en fazla artis 32 kat ile
PRP grubunda olmustur. 21 kat lipid fraksiyonunda ve 6 kat DMSO grubunda artis
gostermistir. Proliferasyon evresinin en belirgin 6zelligi olan hiicre gogii ve hiicre
olgunlagmasi genleri PRP grubunda daha sonra lipid fraksiyonunda en fazladir. Artis
goriilen Colll4al geni (kollejen tip 14 alfal) fibrillogenez olusumunda rol alarak
ECM yapimina katkida bulunur. Bu gen ise en fazla artisi lipid fraksiyonunda 21 kat
ile gostermistir. En fazla dikkat ¢eken gen ekspresyonu CxCll11 (kemokin C-X-C
motif ligand 11) geninde olmustur. DMSO tedavi grubunda yaklasik 1396 kat, lipid
fraksiyonunda 526 kat ve PRP grubunda ise 28 kat azalis gostermistir. Cxcll1 geni
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yara iyilesmesinin anahtar regulatérii konumunda olup ECM ve membrane
bilesenlerinin yapiminin yonlendirilmesinde kollejen matriksin tekrar organize
edilmesinde gorev alir [98 ,99]. Cxclll kemokinleri yara iyilesmesi sirasinda
fibroblast ve endotel hiicre migrasyonunu inhibe ederken keratinositlerin gogiinii
saglar [100]. Bu genin ekspresyonu aktif lezonlarda artig gosterdigi insanlar tizerinde
yapilan ¢alisma ile literature katilmistir. Bizim ¢alismamizda ise bu gen
proliferasyon asamasinda azalis gostermistir [101]. Cxcl5 geni de Cxcl11 ile benzer
bir regiilasyon gostermistir;, DMSO tedavi grubunda 302, lipid fraksiyonu tedavi
grubunda 285 ve PRP grubunda ise 140 kat azalis gostermektedir. Cxcl5 gen ifadesi
(kemokin C-X-C motif ligand 5) inflamasyon ve anjiyogenez arasinda anahtar
regiilator olarak gorev yapar [102]. CxclS geni lizerine yapilan bir ¢alismada Cxcl5
geninin azalis gostermesiyle inflamator sitokinlerin iiretimi de azalis gostermistir.
Buna bagli olarak inflamasyon asamasindan proliferasyona gecis i¢in bu gen
ifadesindeki azalis olduk¢a onemlidir [103]. Cxcll1 ve Cxcl5 genleri igin en fazla
azalis DMSO grubunda daha sonra lipid fraksiyonu grubu son olarak an az azalis ise
PRP de goriilmiistiir. DMSO grubu bu gen ifadesi bakimindan proliferasyona daha
hizl1 gegmistir. Plat geninde ise artis goriilmistiir ve en fazla artisin 23 kat ile PRP
grubunda daha sonra 11 kat ile lipid fraksiyonunda olmasi da iki grubun benzer
etkileri acisindan Onemlidir. Bu gen (plasminojen aktivatér doku) plazminojeni
plasmine g¢evirerek fibrinolitik etkiye sebep olur. Bu etki fibrin birikimlerinin
parcalanmasii saglayarak hemaostoza katkida bulunur ve dolagimdaki dengeye
yardimc1 olur. Yara iyilesmesinin orta evresi olan proliferasyon asamasinda PRP ve
lipid fraksiyonu tedavisinin bu genlerdeki regiilasyonu benzerdir. Bu bulgular lipid
fraksiyonunun da yara iyilesmesi tedavilerinde kullanilabilecek bir tedavi olma
potansiyelini destekler niteliktedir.

PRP grubunda SHAM grubuna gore Egf (Epidermal biiyiime faktor) gen
ekspresyonunda 227 kat azalis ve yine PRP grubunda lipid fraksiyonuna gore Tgf-a
(Transforming biiyiime faktor o) geninde 90 kat artis goriilmiistiir. Efg bir biiyiime
faktorli olup hiicre biiyiimesi, hiicre proliferasyonu ve doku tamirinde gorev alir.
Literatiirde yer alan ¢alismalarda Egf’nin akut olusan yara bolgesinde ekspresyonun
artis gostererek epitelizasyonu arttirdigi, kronik yaralarda ise azalis gostererek
epitelizasyonu geciktirdigi test edilmistir [104]. PRP tedavi grubunda Egf gen
ekspresyonu diger gruplara oranla azalis gdstermistir. Bu bakimindan literatiirden

farkli bir sonu¢ elde edilmistir. Tgf-a proteini mitojenik bir polipeptid olup
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epidermal biiylime faktorleri ailesindendir. Tgf-o epidermal biiyiime faktor
reseptoriine baglandiginda hiicre proliferasyonunu, faklilasmasini ve gelismesini
saglayan sinyaller {iretir. Yara iyilesmesinde ©nemli rol oynayan bu genin
ekspresyonu lipid fraksiyonu grubunda PRP grubuna gére daha az ekspresyon

gostermistir.

Proliferasyon asamasi olan 7. giinde gergeklesen gen ekspresyon regiilasyonlarina
gore sonug olarak Egf ve Tgf-a genleri disinda ¢ogu gende PRP tedavi grubu ile lipid
fraksiyonu tedavi grubu benzer etkiyi goOstermislerdir. Yara iyilesmesinin kritik
donemlerinden olan orta evrede PRP ile ayn1 dogrultuda gen regiilasyonu saglamis
olmasi, lipid fraksiyonu ile ilgili hipotezimizi gii¢clendirmistir.

Yara iyilesmesinin son evresi olan olgunlasma ve yeniden sekillenme asamasi
calismamizda 14. giine tekabiil etmektedir. Bu giine ait veriler analiz edildiginde
PRP, lipid fraksiyonu ve DMSO tedavi gruplarinda ortak olarak Collal gen
ekpresyonunda azalma goriilmektedir. Bu azalis PRP’de 16 kat, lipid fraksiyonunda
11 son olarak DMSO da 9 kat seklinde olup en fazla azalis PRP’de tespit edilmistir.
Collal geninin yara kapanmaya baslamasiyla azalmasi doku tamirinin
tamamlandiginin dogal bir sonucudur ve en hizli kapanan PRP grubunda en fazla
azalis goriilmiis olup lipid fraksiyonu takip etmistir.

Bu evrede en c¢ok dikkat ¢eken iki gen 1110 ile Tgfa olmustur. S6z konusu genler
PRP ve lipid fraksiyonu tedavi gruplarinda ortak bir sekilde artis gostermistir. PRP
grubunda 1110 geni 130 kat lipid fraksiyonunda ise 30 kat iken, Tgfa geni PRP
grubunda 158 kat lipid fraksiyonunda ise 15 kat artis gostermistir. IL10 gen ifadesi
yara bolgesinde yara izi olusumunu indirgenmesinde rol oynar [105] . S6z konusu bu
genler yara iyilegsmesinin son evresinde en az skar izi olusturmaya yonelik genler
olup PRP ve lipid fraksiyonunda artis1 gézlenmistir.

PRP tedavi grubunda, lipid fraksiyonu grubundan farkli olarak MMP1 ve MMP7 gen
ifadelerinde SHAM grubuna gore 10 ve 22 kat artis goriilmiistiir. Bu genler matriks
metallopepditaz 2 ve 7 enzimlerinin sentezlenmesini saglayan genlerdir. Matriks
metallopeptidaz enzimleri (MMPs) metal bagimli enzim ailesine mensup olup ECM
bilesenlerinin  katabolizmasinda gérev  alirlar  [106]. MMPs enzimleri,
embriyogenesiz ve doku tamiri gibi ¢esitli fizyolojik siireclerede gorev alirlar [107].

Proteaz aktivitesi ile yara iyilesmesinin son evresinde ortamda bulunan hasarli yara
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bolgesinden uzaklastirllmasina yardimci olurken hiicre proliferasyonu, gogii,
farklilagmasi, apoptoz ve anjiyogenesiz gibi metabolik olaylarda gorev alirlar.

Olgunlagsma ve yeniden sekillenme evresi olan son evrede (14. giin) PRP ve lipid
fraksiyonu tedavi gruplar1 yara iizerinde benzer etkiler gostermistir. Bazi genler
ozellikle MMP’ler acisindan PRP daha efektiftir. Ancak lipid fraksiyonu da yara izi
olusumunun indirgenmesi agisindan PRP ile benzer regiilasyon gostermistir. 14. giin

i¢in makroskopik bulgular ile molekiiler bulgular kolerasyon igindedir.

Yara iyilesmesinin inflamasyon, proliferasyon ve olgunlagsma evrelerine ait PRP ve
lipid fraksiyonu, tedavi gruplarinda SHAM grubuna gore bazi genlerde gergeklesen
regiilasyon takip edilmistir. PRP tedavi grubu icin 11 tane genin 3. 7. ve 14. giin kat
degisimleri (sekil 4.27) gosterilmektedir. Collal geni yara iyilesmesi boyunca 6nce
artmig daha sonar azalmistir, ¢linkii onarimla birlikte kollejen birikimi tamamlanmis
ve ihtiya¢ kalmamistir. Benzer etki lipid fraksiyonu tedavi grubunda da gézlenmistir
(sekil 4.28). CxclS5 geni PRP ve lipid fraksyonu grublarinda 3. giin artis gosterirken
7. glin azalma egilimindedir, ¢linkii inflamasyonda l6kositleri aktiflestirmistir ve
inflamasyonun bitmesiyle azalmistir. Itga3 geni Cxcl5 ile benzer bir regiilasyon
gostermistir. Yara iyilesmesi siirecinde hasar sebebiyle yikilan sitoiskelet ve
adhezyonun tamiri i¢in gerekli olan Integrin alfa 3 proteinleri inflamasyonda sayica
artarken sonrasinda azalmistir. 1110 (interlokin 10) geninde ise PRP ve lipid
fraksiyonu tedavi gruplarinda benzer regiilasyon goriilmiistiir ve 14. glin artis
gozlenmistir. Tgf-a geni se 3. ve 7. giinlerde anlamli bir regiilasyon gostermezken,
PRP ve lipid fraksiyonu tedavi gruplarinda 14. giin artis gostermistir. Tgf-a
epidermal hiicrelerin proliferasyonunu uyarici rolii vardir ve makrofaj, fibroblast,
keratinsit ve trombositler tarafindan iiretilirler. Kendilerine spesifik reseptorlere
baglanarak inflamasyon hiicrelerinin aktivasyonunu arttirirlar [108 ,109].

Sekil 4.27 ve 4.28 incelendiginde PRP ve lipid fraksiyonu tedavi grublarinin ayni
giinlerde bazi genler lizerinde benzer regiilasyon gosterdikleri goriilmektedir.
PRP’den elde edilen lipid fraksiyonu molekiiler seviyede bazi genler lizerinde
PRP’nin sahip oldugu 1iyilestirici etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Ancak
makroskopik anlamda PRP tedavi grubunun yaralari daha hizli bir kapanma
gostermistir.

Caligmamizin sonuglarin1 etkileyen bazi sinirlayict yonler de bulunmaktadir.

Oncelikle kontrol grubu olan SHAM grubu yaralarina diger gruplarda oldugu gibi
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nemli bolge olusturulmamis ve kuru halde birakilmistir. Literatliire gore yaranin
nemli olmasi proliferasyon asamasina gegiste rol oynayarak yaralarin kapanma hizin
etkiler. Calismanin standardize olmasi ag¢isindan SHAM grubu yaralar1 PBS veya saf
su ile nemlendirilmesi gerekirdi. Ayrica literatiirde yer alan PRP’den elde edilen
lipid fraksiyonu tedavisinin yara iyilesmesine olan etkisinin arastirildigi ¢aligma
kronik yaralar iizerinde yapilmistir [17]. Calismamizda ise saglikli hayvanlarda
olusturulan eksizyon yara modeli olup yara iyilesmesinin son asamasinda SHAM
grubunda % 85 kapanma goriilmiistiir. PRP’den elde edilen lipid fraksiyonu
tedavisinin yara iyilesmesine olan etkilerine ait daha kapsamli ve net sonuglar elde
etmek ic¢in kronik yara modeli iizerinde calisilmalidir. Son olarak ise ¢alismamizda
sadece lipid fraksiyonunun yara iyilesmesine olan etkisi molekiiler olarak mRNA
profillerinin incelenmesiyle yapilmistir ancak miRNA profilleri bakilmamistir. Bazi
miRNA’larin yara iyilesmesinin ECM yapimi, hiicre proliferasyonu ve gogii,
anjiyogenez ve inflamasyon siiregleriyle ilgili oldugu bilinmektedir. miRNA
profilleri incelenerek PRP’den elde edilen lipid fraksiyonunun yara iyilesmesine
bagli gen ekspresyon profili calismalari mekanizmanin daha iyi anlasilmasi i¢in

gerekli goriilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Tez calismamiz yara iyilesmesi tedavilerinden biri olan PRP tedavisinin igerik
bakimindan yaraya olan etki mekanizmasinin anlasilmasi amaciyla yiiritilmiistiir.
Bu amagla molekiiler seviyede PRP’den elde lipid fraksiyonunun uygulandig
yaralarda 84 gene ait ekspresyon verileri analiz edilmis ve PRP tedavisi uygulanan
yaralar ile bazi genlerde benzer ekspresyon gosterdigi tespit edilmistir. Ancak yara
kontraksiyonu anlaminda PRP tedavisinin yara {izerinde daha fazla iyilestirici etkisi
oldugu gozlenmistir. PRP tedavi grubu ve lipid fraksiyonu tedavi grubunun yara
iyilesmesi siirecinde ekspresyonunda artis beklenen bazi genlerde her iki grubta artis
goriilirken PRP tedavisinde daha fazla artis goriilmiistir . Bu sebeple yara

kapanmasi PRP uygulanan yaralarda daha hizli olmustur.

Literatiirde PRP’den elde edilen lipid fraksiyonu tedavisi ile ilgili ¢caligmalar hiicre
kiiltiiriinde in vitro yapilmistir. Tez ¢alismamiz in vivo olmasi agisindan 6zgiin olup

molekiiler seviyede ¢alisilmast agisindan da literatiire yeni bilgiler katacaktir.

PRP tedavisi uygulamalarinda, PRP’nin otolog ve taze hazirlanmas1 gerekmektedir.
Ciinkii PRP eldesinden sonra ki 1 saat icerisinde trombositlerin %100 e yakini salinir
ve bu durum zamanla PRP’nin etkinligini azaltir. Ancak PRP’den elde edilen lipid
fraksiyonu, tedaviigin allojenik olarak hazirlanabilir ve uzun siire saklanabilir. Bu
yoniiyle PRP’den elde edilen lipid fraksiyonu gelecekte PRP’den daha ucuz ve daha
kolay uygulanabilir 6zelliktedir.

Tim bu bilgilerin 1s18inda, PRP’nin iyilestirici etkisinde lipid fraksiyonunun
oneminin daha da iyi anlasilmasi i¢in histolojik calismalar yapilarak elde edilen

sonuclar desteklenmelidir.
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EKLER

EK A: Toplam RNA izolasyonunda elde edilen konsantrasyon verileri
EK B: cDNA havuzlari ile yapilan RT-PCR sonucu elde edilen Ct degerleri

EK C: Etik Kurul Onay Belgesi
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410,4
269,2
628,2
450,6
359,5
59,69
697,3
338,2
634,9
291,4
39,15
20,85
627,2
149,6
75,92
300,9

206
218,5
163,6
256,3
307,9
160,9
240,4
99,69
350,7
132,4
7,846
42,08
51,15
116,6
509,1
93,85
284,3
218,4
156,8
146,2
227,1
556,7
89,92
58,08
248,5
231,3
78,08



DMSO 4.7 251,7
DMSO 1 14 440,8
DMSO 2 14 78,85
DMSO 3 14 161,6
DMSO 4 14 296,9
SHAM 13 69,38
SHAM 2 3 349,3
SHAM 33 86,15
SHAM 43 35,77
SHAM 17 223,2
SHAM 2 7 150,5
SHAM 37 63,69
SHAM 47 38,54
SHAM 1 14 381,7
SHAM 2 14 374,8
SHAM 3 14 113,0
SHAM 4 14 267,8

Ek A: Gruplara ait hayvanlar 2 rakam ile numaralandirilmistir. ilk rakam hayvanin
bulundugu gruptaki sira numarasini, ikinci rakam biyopsi materyalinin alindig1 giinii

temsil etmektedir. Olgiimler 260 nm dalgaboyunda yapilmustir.
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Ifng
Igfl
1110
l11b
112
114
116
116st
Iltgal
Itga2
Itga3
Itgad
Itga5
Iltga6b

Itgav

33,09

32,06

32,59

29,69

28,85

28,25

38,47

29,88

30,58

28,21

22,44

34,13

33,82

31,30

29,54

27,25

29,31

28,10

28,85

32,33

31,54

33,38

30,92

30,58

30,08

24,83

35,17

34,97

35,66

32,01

32,52

32,07

30,69

31,16

29,41

22,77

35,24

32,97

34,13

29,25

29,75

29,24

30,26

35,48

34,86

37,08

33,34

33,22

31,10

27,58

34,17

34,63

36,16

32,69

32,90

32,25

32,17

33,05

31,16

23,57

36,63

34,78

33,48

30,90

32,18

30,53

31,42

35,13

34,01

33,95

34,40

32,66

32,96

28,77

33,50

34,28

35,12

29,64

27,70

27,77

29,73

30,59

2791

22,93

35,02

33,60

31,34

29,91

27,48

30,28

27,59

27,57

31,24

31,00

30,49

29,38

30,19

29,80

23,24

35,60

34,22

32,25

31,14

30,31

33,07

32,38

29,35

23,49

35,19

36,05

33,75

30,88

28,45

34,06

38,13

29,25

29,34

35,21

32,26

33,09

31,32

31,28

31,49

25,47

32,82

31,52

31,86

31,33

39,44

33,34

32,70

30,95

23,52

36,16

38,12

34,28

34,50

30,07

35,90

32,47

30,22

34,54

35,59

32,56

33,94

34,60

31,45

27,31
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35,22

34,33

32,05

31,98

30,03

32,57

33,66

30,87

23,48

38,05

33,47

33,22

29,44

34,96

39,64

31,30

30,51

35,64

34,03

34,97

33,40

32,61

31,79

26,85

38,33

35,34

33,19

33,01

31,08

39,11

32,12

33,03

30,38

22,32

34,24

34,56

35,04

30,34

32,82

31,70

30,09

33,54

31,07

32,01

32,07

35,70

30,67

28,96

35,33

34,27

33,53

34,89

36,55

33,38

24,86

35,69

33,33

36,26

34,27

33,17

38,23

35,61

36,15

34,56

35,43

33,59

30,66

37,21

39,95

31,18

30,66

29,18

36,73

36,25

31,51

23,65

35,98

33,46

30,91

26,52

30,04

30,00

39,06

32,51

38,69

34,06

33,73

30,80

25,32

34,89

33,79

33,04

32,75

34,57

31,45

23,54

37,06

38,98

38,02

34,24

28,84

35,76

32,70

31,08

34,58

32,89

34,47

35,50

34,41

32,35

29,07

33,95

35,59

30,32

31,83

31,06

32,39

34,39

30,55

22,29

36,38

34,03

39,30

31,18

35,50

30,37

29,18

33,04

32,31

34,89

32,39

33,16

31,23

26,40



Itgh1
Itgh3
Itgb5
Itgb6
Mapk1
Mapk3
Mif
Mmpl
Mmp2
Mmp7
Mmp9
Pdgfa
Plat
Plau
Plaur
Plg
Pten
Ptgs2
Racl
Rhoa
Serpinel
Stat3
Tagln
Tgfa
Tgfbl
Tgfbr3

Timpl

26,89

31,60

30,03

28,53

29,14

30,09

28,07

27,79

29,24

29,16

30,16

27,60

31,64

28,93

33,49

26,66

28,50

28,20

26,71

27,74

30,31

28,30

30,65

30,43

31,16

26,32

29,49

33,95

30,73

30,44

30,81

2,41

28,56

29,00

29,70

29,46

31,74

29,21

33,93

31,04

33,86

27,82

29,90

32,69

30,23

29,83

32,51

29,22

31,34

35,14

32,54

28,28

30,54

35,68

32,03

31,32

32,21

31,34

29,67

28,51

31,06

31,37

32,18

30,51

33,35

32,81

34,80

29,07

31,39

31,33

29,91

30,89

32,10

30,76

33,11

33,71

30,63

26,24

30,27

30,11

33,85

28,15

29,03

29,05

27,68

26,50

29,21

28,35

30,35

27,08

30,13

28,51

32,88

26,93

28,61

27,20

25,43

26,79

29,27

28,20

30,69

29,51

32,62

25,11

27,91

33,23

31,77

30,07

31,02

31,87

32,47

26,35

32,27

29,44

31,67

28,47

31,22

29,26

36,77

28,43

29,31

29,68

27,67

28,08

30,24

29,29

36,05

32,36

34,91

26,74

29,19

33,02

35,10

30,20

32,06

33,37

31,09

27,41

31,15

31,17

29,27

34,69

31,82

35,13

29,02

32,36

30,56

28,52

30,83

31,57

30,20

35,33

33,15

29,40
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28,62

33,32

30,42

31,35

32,46

31,72

29,57

35,01

31,30

32,08

29,50

33,88

30,31

35,78

28,96

31,32

30,30

28,58

29,22

31,31

29,79

36,61

33,00

34,76

28,07

28,83

34,89

33,49

39,53

29,62

31,52

32,65

31,43

27,28

33,15

29,87

33,07

29,91

34,89

30,53

35,21

27,36

30,13

30,78

29,64

29,79

30,20

28,60

35,49

34,49

34,33

31,65

31,33

36,49

35,70

36,17

32,11

33,95

37,62

32,61

30,14

34,49

33,71

34,24

32,78

34,55

35,23

36,33

30,80

34,20

34,49

32,27

32,85

33,18

32,74

36,24

33,94

28,57

32,40

34,18

31,92

30,93

33,11

31,83

29,80

30,18

32,27

28,82

33,25

27,83

39,60

28,67

28,86

31,86

27,54

30,24

31,30

31,98

32,02

29,00

30,55

33,08

35,04

31,15

31,97

32,88

28,67

33,03

32,62

34,19

33,63

28,72

38,96

29,53

29,34

31,24

29,95

32,25

32,89

31,11

35,15

28,04

29,28

32,67

34,63

28,86

31,59

33,06

31,92

28,47

34,31

30,03

30,45

29,14

34,12

31,07

36,13

28,34

30,00

28,85

28,16

30,99

31,90

30,87

39,22

32,75

34,11

26,99



Tnf

Vegfa

Vin

Wispl

Wnt5a

Actb

30,24

29,34

31,20

29,33

34,12

25,09

30,14

32,25

31,82

29,47

31,33

27,83

33,11

32,74

34,04

31,28

33,21

28,47

29,56

29,30

30,94

28,80

32,40

23,47

31,85

31,69

34,07

30,68

31,76

26,06

33,51

32,28

33,74

32,07

27,33

32,64

31,29

33,12

33,34

33,55

27,04

33,89

30,96

36,66

31,07

31,23

27,10

34,45

39,83

36,39

34,19

34,73

30,88

32,75

30,15

36,66

32,80

26,55

32,39

29,94

34,13

32,97

32,29

28,28

35,90

30,19

33,16

30,80

30,89

27,26

Ek B: ¢cDNA havuzlarinin olusturulmasindan sonra hazirlanan yara panelleri ile

yapilan RT-PCR sonucunda elde edilen Ct degerleridir. dCt hesaplamalarinda ACTB

geni housekeeping gen olarak kabul edilmistir.
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[i]
R R T 0

Jalo o
BEZMIALEM

Vo kLl 1

T.C.
BEZMIALEM VAKIF UNiVERSITESI
HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIiK KURULU
KARAR METNi

SAYT: 2016/ 251 26.10.2016

KONU: Sn, Doc. Dr, Fahri AKBAS
Saymn, Do¢. Dr. Fahri AKBAS
“PRP’den elde edilen lipid fraksiyonunun yara iyilesme tedavisinde etkisi ve iligkili

genlerin mRNA ekspresyon profillerinin degerlendirilmesi” baglikli projenize ait bagvurunuz
26.10.2016 tarihinde yapilan Yerel Etik Kurul toplantisinda degerlendirilmis ve onanmmistir.

Dog. Dr. Fahri AKBAS Prof. Dr. BELCE Prof. Dr. E YSAN
Etik Kurul Baskan ve
o gppeb VPR )5S
i ﬁf}éﬁ]_, ¥rd. Dog.Df .Fatemeh BAHADORI Yrd.Dog.Dr. Omer UYSAL
' Uye Uye
" L
Serife GONCU

=3

e  Etik kurnlumuzdan onam alan her proje igin, galisma baslamadan ii¢ ay o6nce cahsilacak
hayvan rezervinin uygunlugunu (tiir, yas, cinsiyet) belirlemek amaciyla Deney Hayvanlan

Laboratuvarina basvurulmalidir.
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