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IN VIVO YARA MODELLEMESINE ALTERNATIF IN VITRO YARA
MODELLEMESI

Kirikkale Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitlisu
Veteriner Patolojisi Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi
Danigsman: Prof. Dr. Oguz KUL
Ocak 2022, 71 sayfa

Bu tez ¢aligmasinda canli hayati sona ermedigi siirece her zaman glindemde ve
guncel olacak yara ve yara iyilesmesinin in vivo modellemeye gerek kalmadan
hiicreler kullanilarak modellenmesi amaclanmistir. In vivo modellemelerde yara
tyilesme fizyolojisinin farkli olmasinin ortaya ¢ikardigi dezavantajlar1 kaldirmak ve
canlidaki organoid yapiyr hiicre kiiltliriinde olusturmak i¢in 3B kiiltiir ¢aligmasi
yapildi. Fibroblast ve HaCaT hiicre hatt1 kullanildi. PRP — fibroblast, matrigel
fibroblast ve fibroblast- PRP -HaCaT seklinde i¢ grup yapildi. Sferoid olusturularak
matrigel ve PRP jel hiicre iskelesi tabanina olusturulan sferoidlerden ekim yapilarak
Klinikte yara iyilesmesinde kullanilan aktivator ve inhibitér maddeler etkisinde
gelisimleri ve ¢ogalmalar1 incelendi. 0,24,48 ve 72. Saatlerdeki gelisimleri
fotograflanarak ‘Image J ¢ programu ile alan ve ¢evre bakimindan degerlendirildi.

Sonug olarak: Kontrol gruplar1 ve aktivator gruplarinda sferoid olusumunun arttigi
ve olusan sferoid yapilarin biiyiidiigii gorildu. Inhibitér madde etkisinde olan
gruplarda sferoid olusumunun belirgin bir sekilde azaldigi olusan sferoid yapilarin
ise bozuldugu belirlendi. Olusan sferoid yapilarin biyiikligii ve ¢oklugu hicre
hiicre etkilesimlerin ve hiicre matriks etkilesimlerinin artmasi ve iyi bir gostergesi
olarak kabul edildi aktivator maddenin eklendigi gruplardaki gelisme yara
iyilesmesinde fibroblast etkinligi ile dogru orantili olarak degerlendirildi. Yara
hattina uygulanacak aktivator maddenin o bdlgede hiicre etkinligini artirarak
bolgedeki hiice hicre etkilesimlerine destek olacagi inhibitér maddenin ise bu
etkilesimleri azaltarak ya da bozarak yara iyilesmesini geciktirecegi sonucu elde
edildi. Boylelikle in vivo yara ¢aligmasina alternatif ve farkli hiicre hatlari ile ya da
farkli hiicre iskeleleri kullanilarak yapilacak olan 3B kiiltirlerin insan organoid
yapisin1  daha iyi yansitacagi ve hicre hicre etkilesimlerinin daha iyi
gosterilebilecegi in  vitro modellemelerin yapilabilecegi ve modellemelerin
gelistirilebilecegi kanisma varildi.

Anahtar sozciikler: in vivo, in vitro, 3B, hiicre Kkiiltiiri, yara, yara iyilesmesi



ABSTRACT
ALTERNATIVE TO EXPERIMENTAL ANIMAL STUDIES
IN VITRO WOUND MODELLING
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January 2022, 71 pages

In this thesis study, it is aimed to model wound and wound healing, which will
always be on the agenda and up-to-date, using cells without the need for in vivo
modeling, as long as the living life does not end. In vivo modeling, a 3D cultural
study was carried out to remove the disadvantages of different wound healing
physiology and to create the organoid structure in the living in cell culture. Fibroblast
and HaCaT cell line were used. PrP — fibroblast, matrix fibroblast and fibroblast-
PRP -HaCaT were made in the form of internal group. Spheroids were created and
sedimented from spheroids created at the base of matrigel and PRP gel cell
scaffolding and their development and proliferation were examined under the
influence of activators and inhibitors used in wound healing in the clinic. Their
development in the hours 0,24,48 and 72 hours was photographed and evaluated in
terms of area and environment with the 'Image J' program.

As a result: It was seen that spheroid formation increased and spheroid structures
grew in control groups and activator groups. It was determined that the formation of
spheroids decreased significantly in the groups under the influence of inhibitors and
the spheroid structures were disturbed. The size and multiplicity of spheroid
structures formed were considered to be a good indicator of the increase in cell cell
interactions and cell matrix interactions, and the development in the groups in which
the activator substance was added was evaluated in direct proportion to fibroblast
efficacy in wound healing. It was concluded that the activator substance to be applied
to the wound line will increase cell activity in that region and support cell
interactions in the region, while the inhibitory substance will delay wound healing by
reducing or disrupting these interactions. Thus, it was concluded that 3D cultures,
which will be done with alternative and different cell lines or using different cell
scaffolds, will better reflect human organoid structure and in vitro modeling can be
done and modeling can be improved, where cell cell interactions can be shown
better.

Keywords: In vivo, in vitro, 3D, cell culture, wound, wound healing

v



TESEKKUR

Bu ¢aligmay1 yapmamda bana fikir veren ve desteklerini esirgemeyen, bir bilim
insan1 olarak bilgisine ve g¢aligmalaramna her zaman saygi, hayranlik duydugum,
akademik hayata adim attigim bu ilk ¢alismada yol gosterici olan ¢ok saygi deger
danigsmanim Prof. Dr. Oguz Kul’a ¢ok tesekkiir ediyorum.

Tezimin her asamasinda, en zorlandigim anlarda yanimda olan ve bana bildigi
herseyi usanmadan sikilmadan 6greten tezimin bu giinlere gelmesinde emegini asla
azimsayamayacagim hem hocam hem ablam olan Ars. Go6r. Merve Biskin
TURKMEN’ e,

Hocam olmayacak galiba, yetismeyecek galiba diye kapisini her ¢aldigimda
bana bir abla hatta bir anne sevkatiyle kucak agan ve her zaman beni destekleyip
‘gerekirse hepimiz oturur yapariz’ diyen beni her daim yiireklendiren Dr. Ogretim
Uyesi Tugce SUMER’e,

Patoloji Anabilim Dalina adim atmamda onci olan ve patolojiyi sevmemi
saglayan her zaman her tiirli sorunumda arayabildigim tecriibelerini ve bilgisini
benimle paylagmaktan asla sakinmayan ¢ok degerli hocam Prof. Dr. Zafer
OZYILDIZ a,

Kirsumizde ne zaman istersem kapisini calabildigim her zaman tecriibe ve
bilgisinden yararlandigim degerli hocam Dog¢. Dr. Mehmet Eray ALCIGIR’a

Benim bu giinlere gelmemde maddi ve manevi higbir destegini esirgemeyen her
animda yanimda olan desteklerini hep hissettiren her bagarimda benden daha ¢ok
mutlu olduklarmi bildigim ve hissettigim canim annem Behiye UNAL ve ‘kizim sen
oku okumaya devam et gerekirse ceketimi satarim yine okuturum’ diyen babam
Mustafa UNAL’a

Benimle tez yapim ve yazim agamasindaki olumsuzluklar1 paylasan, zorluklarda
destek olan ve benim hirslanmami saglayan sevgisini ve destegini hep hissettiren
cok sevgili esim Serkan AKKAY A’ya

Tesekkiirlerimi ve sevgilerimi sunarim.



ICINDEKILER DiZiNi

ABSTRACT e ae e
TESEKKUR ........ooviiiiitieiee oottt s an st an st nens s
ICINDEKILER DIZINT ........cooiiiiceececeeeeeeee e,
CIZELGELER DIZINT .........ooovivieiieeeeceeeeeeee e
SEKILLER DIZINIL....oovovcciirrrerercrneneeesessssesesessssssesessssssssssessssssssesesns
KISALTMALAR. ...ttt e
| 2 1 7SO
1.1. DENEY HAYVANI VE DENEYSEL HAYVAN MODELI...............
1.1.1. In Vitro MOAellEmME .......c.cooveveveeeeeeeeeeeeeeeeee e
1.1.2.Matrigel — PRP (Platelet Rich Plasma) . .........ccccccevveiievinnciiecie
1.13.G60 ... A A S W W
1.1.4.Yara IyileSmeSi....ceuerereeseeisieieisieieieeetee et te e tes s sssssssssnan s s enensnen s s
1.1.5.Yara Iyilesme EVICIeTi......cocvvuivriiieiiiiiiieieieseesessssseseseeesssesesseeeeens
I. Hemostaz ve Koagiilasyon Fazl ccceececeeecsseecsssesessnnsssnnesssnsssssnsssess .
I1. Inflamatuvar FAZl ......ccccoveieieiicieiiece et
I11. Cogalma (proliferasyon) Fazi .........cccccccviiininiiiiiie e,
IV. Yeniden Sekillenme (Remodeling) Fazi..........ccccooevvveiieiiiiinnnns
1.2.DENEYSEL YARA MODELLERI ......ccccccoovviieiiiiiieiiiieceet e,
1.2.1.In Vivo Yara Modellemeleri .........cccceeveveiiiereiieeeeeeiceee e
1.2.2.Granuloma MOdelleri .........ccocoviiiiiiiciic e
1.2.3.Insizyonel Yara ve Eksizyonel Yara Modelleri ...........ccccceuevreunene.
1.2.4.Yanik Yaras1 ve Donuk Yarast Modelleri..........cccecveviiiiiiineinnne,
1.2.5.Yara lyilesme Stirecinde Gecikmelere Neden Olan Durum
MOAEHEMEIETT ...ve e

1.3.IN VITRO MODELLEME VE TARIHCESI.......cccooeviieeeeeee e,

VI

w N O o O p w N Rk - X

- NN
w B B K N o



1.3. 1. HUCre KURTIT. ....c.viieiiiieiie e 16
1.3.2.Huicre Kultirt Laboratuvar Ekipmanlart...........cccccevereneneiinesinnnnen 18
1.3.3.In Vitro Yara lyilesmesi Modellemeleri.............c.cccoevreverecnerrierrennnne, 18
1.3.4.CizIK Yara MOGEH. ........ccooiiiiiiiciice e 18
1.3.5.Damgalama Yara Modeli..........cccocriiiiiiiniinii e 19
1.3.6.Termal Yara MOGeli.........ccccuvriiiiiieiie e 19
1.3.7.Elektriksel Yara Modeli...........ccoviiiiiini e 19
1.3.8.0ptik Yara MOdeli..........ccooiiiiiiiiiiiiece e 20
1.4.2B ve 3B HUCRE KULTURU.......cocooioiieeieeeteie ettt 20
1.4.1.2B HUCre KURUIT......c.ooeiiiiiiiiciee e 20
1.4.2.3B HUCre KURUIT. .......coeiiieiiiciiice e 21
2.MATERYAL VE METOT ... 25
2.1.L929 FARE FIBROBLAST HUCRE HATTI ve HACAT KERATINOSIT
HUCRE  HAT T leutiuiteitieneiteeneeeneenesneseeennssnsencsnsseesnnsssnnns 25
2.2.CALISMA PLAN . ..cooteeeeeeeeeeeeee et et eeveee e eee e eer s ee s s e eseeses 26
2.2.1.PRP — FIBROBLAST GRUBU.........ccceceviieeiieieieeeee e 26
2.2.2.MATRIGEL - FIBROBLAST GRUBU.......ccceceeeieeeeeee s, 27
2.2.3.PRP — FIBROBLAST — HaCaT GRUBU..........ccccceceveeviereiiirerenans 29
S.BULGULAR. ...t 31
3.1.MIKROSKOP GORUNTULERI......cceviiiiiiiiiniriciisesese e 33
[. PRP Ve Fibroblast Grubu............ccocoiiiiinencinieiiecee s 33
I1. Matrigel — Fibroblast Grubu..............ccccoovviviiiiciie e, 36
[11. Fibroblast — PRP- HaCaT GrubU...........cccceoieiiiieiieieeise e 39
3.2.0LUSAN SFEROID YAPILARIN KARSILASTIRILMASI, ALAN
ve CEVRE OLCUMLERININ DEGERLENDIRILMESI............... 42
3.3.CIZELGELER......cooioioteteeeeeeeeee ettt ettt 46
4. TARTISMA VE SONUGC ...ttt 53
KAYNAKGA ettt st e e e e e 59
(0776) 0161\ § 1 J 71

VII



CIZELGELER DiZINi

Sayfa
Cizelge 1.1.  Yara iyilesmesinde rol alan sitokinler 6
Cizelge 1.2.  Yara iyilesmesinde rol alan buyiime faktorleri 11
Cizelge 1.3.  En ¢ok kullanilan bazi hiicre hatlar1 17
Cizelge 1.4.  Hayvan modellemesi 2B hicre kilttri ve 3B hiicre kultiri 24
karsilagtirmasi
Cizelge 3.1. PRP- Fibroblast grubu alan karsilastirmasi 45
Cizelge 3.2. PRP- Fibroblast grubu ¢evre karsilastirmasi 45
Cizelge 3.3.  Fibroblast - Matrigel grubu ¢evre karsilastirmasi 46
Cizelge 3.4.  Fibroblast - Matrigel grubu alan karsilastirmasi 46
Cizelge 3.5.  Fibroblast PRP - HaCaT grubu alan karsilastirmasi 47
Cizelge 3.6.  Fibroblast PRP - HaCaT grubu ¢evre karsilastirmasi 47
Cizelge 3.7.  Kontrol gruplarinin sferoid alanlarmin olusumunun 48
karsilastirilmasi
Cizelge 3.8.  Kontrol gruplarinin sferoid ¢evrelerinin olusumunun 48
karsilastirilmasi
Cizelge 3.9.  Aktivator gruplarmin sferoid alanlarmnimn olusumunun 49
karsilastirilmasi
Cizelge 3.10. Aktivator gruplarmin sferoid ¢evrelerinin olusumunun 49
karsilastirilmasi
Cizelge 3.11. Fibroblast(PRP)-Matrigel grubu sferoid alanlarinin 50
olusumunun karsilastirmasi
Cizelge 3.12. Fibroblast(PRP)-Matrigel grubu sferoid cevrelerinin 50

olusumunun karsilastirmasi

VI



SEKILLER DIZINI

Sekil Sayfa
1.1.  Yaraiyilesme surecindeki hiicrelerin giinlere gore dagilim grafigi...... 5
1.2.  inflamasyon  evresinde  yaralanmadan 3  gin sonra  cilt
21 13 P 7
1.3.  Invivo modellemeler yapilan canli tiirleri.....................coooeennne, 12
1.4.  Invitro modellemede kullanilan hiicre kilttrleri modelleri............. 16
2.1 Laboratuvar galismasi gorselleri...........o.ooovviiiiiiiiiiiiiiiiinann.n. 27
2.2.  Asilidamla yontemiyle gémilecek olan sferoidlerin olusturulmasi... 28
3.1. PRP-Fibroblast (L929) Kontrol Grubu Sferoid olusumu Inverted Mikroskop
GOTTNEIST. .o+ v ettt et ettt et e e eee e e ees 33
3.2.  PRP-Fibroblast (L929) Aktivator Grubu Sferoid olusumu Inverted
MikroSKOPGOTUNEEST. .. .vteeeentteteet et ettt et e eeeean 34
3.3. PRP—Fibroblast (L929) inhibitér Grubu Sferoid olusumu inverted Mikroskop
(€011 1111 ] D 35
3.4.  Matrigel-Fibroblast (L929) Kontrol Grubu Sferoid olusumu Inverted
MiKroskop GOrintiisti. ........o.viriitie it 36
3.5 Matrigel-Fibroblast (L929) Aktivadr Grubu Sferoid olusumu Inverted
MiKroskop GOrintiisti. ........ovviviitiee it e, 37
3.6  Matrigel-Fibroblast (L929) Inhibitér Grubu Sferoid olusumu Inverted
MiKroskop GOTrlntlisti. ... ..o.ouveniiniit it 38
3.7  Fibroblast (L929)-PRP- HaCaT Kontrol Grubu Sferoid olusumu Inverted
MIKIrOSKOP GOTTUNEUST. ... .veveeeteeeiee et e e e aaaes 39
3.8  Fibroblast (L929) — PRP - HaCaT Aktivator Grubu Sferoid olusumu inverted
MIKIrOSKOP GOTUNEUST. ... .vevieeteeeiee et e e 40

3.9  Fibroblast (L929)-PRP - HaCaT Inhibitér Grubu Sferoid

olusumu Inverted Mikroskop GOriintiisii. ..............cc.oevueeneiineiieeinnn.. 41
3.10. PRP- Fibroblast (L929) kontrol grubu 24,48,72’nci saatlerde

olusan sferoidlerin alan ve gevre 6lgimleri ‘Image J° programi kullanilarak 42
3.11. PRP- Fibroblast (L929) aktivattr grubu 24,48,72 nci saatlerde

olusan sferoidlerin alan ve gevre 6lgimleri ‘Image J’ programi kullanilarak 42



3.12.  PRP- Fibroblast (L929) inhibitor grubu 24,48, nci saatlerde
olusan sferoidlerin alan ve ¢evre dlgtimleri................ccoooeiiiiiiiiiinnnn. 43

3.13. Matrigel -Fibroblast (L929) kontrol grubu 24,48,72’nci saatlerde olusan
sferoidlerin alan ve gevre Slglimleri...........ovuiiiiiiiiiiiiie e 43

3.14.  Matrigel-Fibroblast (L929) aktivator grubu 24,48,72’nci saatlerde olusan
sferoidlerin alan ve gevre lglimleri...........ovviiiiiiiiiiiiiieeees 44

3.15. HaCaT-PRP- Fibroblast (L929) kontrol grubu 24,48,72’nci saatlerde olusan
sferoidlerin alan ve gevre Slglimleri.........c.oovviiiiiiiiiiiiiieeeenes 44

3.16. HaCaT-PRP- Fibroblast (L929) aktivator grubu 24,48,72’nci saatlerde olusan
sferoidlerin alan ve ¢evre OlgUmleri................oooiiiii 45

3.17. HaCaT-PRP- Fibroblast (L929) inhibitér grubu 24,48nci saatlerde olusan
sferoidlerin alan ve gevre lglimleri.........oooevviiiiiiiiiiiiiieeeenns 45



TGF-a
TGF-B
C3a

Cba
PDGF
VEGF
ECM
FGF
DNA
RNA

°C

HEPA
LEAP
CO:

T75 Flask
PRP

ML

ml

MM
CaCl22H20

um

KISALTMALAR

Transforming growth factor alfa
Transforming growth factor beta
Kompleman reseptor

Kompleman reseptor

Platelet kaynakli biiytime faktorii
Vaskiler endotelyal buytime faktor
Ekstra seltiler makriks

Fibroblast bliyiime faktoru
Deoksiribonukleik asit

Ribonukleik asit
Santigrat derece

High Efficiency Particulate Arresting
Lazer etkin analiz ve isleme aleti
Karbondioksit

75 ml Hiicre kiiltiir kab1

Plateletten zengin plazma

Mikrolitre

Mililitre

Mikromolar

Kalsiyum Klor(r dihidrat

Mikrometre

Xl






1. GIRIS

1.1. DENEY HAYVANI ve DENEYSEL HAYVAN MODELI

Deney hayvani, prosedirlerde kullanilan, serbest yasayan veya ¢ogalan larva
bigimleri, canli kafadanbacaklilar ve normal fetal gelisimlerinin son ugte birlik
doneminden itibaren memeliler dahil, insan olmayan herhangi bir omurgali canliy1
ifade eder (T.C. Resmi Gazete, 15 Subat 2014, say1: 28914). Deneylerde kullanilan
hayvan tirleri genel olarak fare, rat, kobay, tavsan, kedi, kopek, tavuk, koyun,
domuzdur. Bunlarin icerisinde en c¢ok tercih edilenleri ise fare, rat ve kobaylardir

(Altun ve Keskin, 2020).

Deney hayvani (in vivo) modeli, hayvanlarla insanlar arasindaki biyolojik
benzerlikten yararlanarak bazi fizyolojik veya patolojik olgularin isleyis ya da
gelisim surecini incelemek icin tasarlanan deney diizeneginin deney hayvani adi
altindaki hayvanlar iizerinde kurgulanmasi olarak tanimlanabilir (Kaya ve Cevik,
2011). Deney hayvanlarinin tir dizeyinde anatomik ve fizyolojik 6zellikleri,
farelerde immunite; kopeklerde meme tumort ve kardiyovaskiler —sistem,
maymunlarda ise immiunite ve enfeksiyoz hastaliklar yoniinden, insana benzerlikleri
1yl tanimlanmistir (Kaya ve Cevik, 2011). Deney hayvani yara modellemeleri, yara
olusum ve iyilesme siirecinde gelisen kompleks olgularin en iyi ve en yakin sekilde
yansittigiin diisiiniilmesi nedeniyle yaygin sekilde kullanilmaktadir (Baktir, 2019).
Yara modellerine olan ilginin bir diger nedeni ise, yeni bir ekstrakt ya da molekiil
kesfedildiginde, doku iyilesme ve reparasyonu iizerine etkinliginin gdsterilebilmesi
icin kolay uygulanabilir olmasidir. Bununla birlikte, hayvan modellemesinden 6nce
ilk hedef in vitro caligmalar ile etkinligin gosterilmesi olmalidir. Deney hayvani
calismalar1 potansiyel etkinlik gosterildikten sonra planlanarak kullanilan hayvan
sayisinin azaltilmasi ve zorunlu olunmadik¢a hayvan modellemelerine alternatif

modellemelere bagvurulmasi tavsiye edilmektedir (ILAR Journal, 1989).

Hayvan modellerinde birden fazla tirde hayvan kullanilsa bile tlrler arasinda

histolojik farkliliklar gorulmektedir. Kullanilan tlrler ile insanlarda bulunan yara



olusum, gelisim ve iyilesme sireci arasinda da blyuk farkliliklar bulunmaktadir
(Baktir, 2019). Fare, rat, hamster, kobay gibi kemirgenlerde yara iyilesmesi
kontraksiyonla geligirken, domuz ve insanlarda yara iyilesme siireci graniilasyon ve
epitelizasyon tabanhidir (Reid, 2004). Yara iyilesme mekanizmasinda bulunan bu
degisiklik ¢ok belirgin olsa da, bakimi ve Uretimi kolay olmasi, ayn1 zamanda
direncli hayvanlar olmalar1 nedeniyle en sik tercih edilen deney hayvanlari
kemirgenlerdir (Kaya ve Cevik, 2011). Epidermis, dermis, hipodermis kalmligi ve
papillalar, subdermis, kil siklusu insana yakin oldugundan yara iyilesmesinin
incelenmesi bakimindan insana en yaki deney hayvani ise domuzdur (Harunari ve
ark., 2006;Dorsett-Martin, 2004). Her ne kadar domuz insana benzer 0Ozellik
gostersede bu iki tiir arasinda da belirgin farkliliklar vardir; 6rnegin insanda ekrin ter
bezleri bulunurken domuzda bulunmaz ayrica apokrin ter bezleri insanda ve
domuzda ortak olmakla birlikte bulunduklar1 bolgeler farklidir. Apokrin ter bezleri
insanda, perineal ve aksillar bdlgede, domuzlarda ise tim vicut bdlgelerinde yer alir
(Zhu ve ark., 2007;Wong ve ark.., 2011).

1.1.1. in Vitro Modelleme

In vitro, laboratuvar ortaminda ya da yapay kosullarda anlam1 tasiyan bir terimdir. In
vitro modelleme ise kontrollii bir ortamda, genellikle petri kaplari, flasklar ya da test
tipleri kullanarak canli organizmanm disinda olusturulan modellemelerdir. In vitro
yara modellemeleri, hiicre ve doku klturleri ile 3D matrisleri kapsar ve genellikle
hiicreler arasi iletimi ve hiicre i¢i sinyal iletimini degerlendirmek i¢in kullanilir (Jing
ve ark., 2014). Yara iyilesmesinde en etkin hiicreler; fibroblast ve keratinositlerdir. In
vitro olarak yapilan yara modellemelerinde en ¢ok kullanilan hiicre tipleri endotel,
fibroblast ve keratinosit hicreleridir; bu modellemelerde hiicreler tek tek ya da
kombine olarak kullanilirlar. ki boyutlu bir hiicre kiiltiiriinde hiicresel aktivitenin
izlenmesi cevresel faktorlerden etkilenmeden olgunun direk incelenebilmesine ve
daha dogru sonuglar elde edilmesine olanak saglar (inan ve Duman, 2020). Yara
iyilesmesi slrecinde gelisen buyime faktorlerine karsi fibroblastlarca ortama
salgilanan kollajenin tipi ve miktari, endotel proliferasyonu, yara bdlgesinde iyilesme
slirecinin baglamasiyla gelisen fibroblast kontraksiyonu gibi strecler in vitro
modellemelerde izlenebilir (Bettinger ve ark., 1995;Aydin ve ark., 2015). Hiicrelerin
bazi uyaranlara tek basma verdikleri cevap, diger hiicrelerle birlikte iken verdikleri

cevaptan farkli oldugundan yara iyilesmesi arastirmalarinda in vivo sartlara daha
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yakin olan organ ve doku kilturi modelleri kullanilmaktadir (Bettinger ve ark.,
1995;Aydin ve ark., 2015). 3D matrisler kullanilarak yapilan bu doku Kkulturi
caligmalarinda hicre gog¢lnun in vitro olarak G¢ boyutlu yara bdlgesinde

degerlendirilmesini saglar (Nandi ve Brown, 2017).

1.1.2.Matrigel — PRP (Platelet Rich Plasma)

Matrigel, 1983’te Gelisimsel Biyoloji ve Anomaliler Laboratuvar1 (LDBA)’na
katilan Hynda Kleinman tarafindan yapilan bir g¢alismada Engelbreth-Holm-
Swarm(EHS) timdr dokusu incelenmis ve igerigine bakilmistir. EHS tumér dokusu,
%20 NaCl ile hiicre ve serumdan tiiretilen proteinlerden arindirilmis ve 2 M iire ile
ekstrakte edilerek protein-protein etkilesimleri kirilmistir (Kleinman ve ark., 1986).
Ortaya ¢ikan materyal santrifiij edildikten sonra 37°C’ye sogutulmus ve berrak bir
materyal elde edilmistir. Uzerine yapilan farkli calismalar sonras1 John Hassell
tarafindan Matrigel olarak adlandirilmistir. Giinlimiizde hala Matrigel matrisi olarak
adlandirilan bu materyal, hiicre kiiltiirlerinde hiicre farklilagsmasini desteklemek ve
tumor hdcrelerinin aktivitesini 6lgmek icin kullanilir. In vivo ¢alismalarda ise
anjiyojenik inhibitorleri ve aktivatorleri 6lgmek, greft uygulamalarini iyilestirmek,
hasarli dokular1 onarmak ve timoér buylimesini artirmak i¢in kullanilmaktadir
(Kleinman ve ark., 1986; Kubota ve ark., 1988).

PRP (platelet rich plasma,) alinan tam kanin ya da PRP hazirlama kitledi ad1 altinda
satilan ticari Kitlerle alinan kanmn satrrifije edildikten sonra kanm kirmizi
elemanlarinin( eritrosit) dibe ¢okmesi sonrasinda yukarda kalan plateletten zengin
plazma kismidir (Paoloni ve ark., 2011). Plateletten bulunan biyoaktif mediatorler ve
PRP kisminda bulunan bazi biiylime faktorleri nedeniyle bir¢ok yara tedavisinde(
tendon, kikirdak, kas) ve cilt yenileme genglestirme uygulamalarinda
kullanilmaktadir. PRP icerisinde normal kanin 3-5 kati oraninda platelet bu
plateletlerden kaynakli dopamin, histamin, kalsiyum gibi biyoaktif mediatorler ve
IGF-1, TGF-B, PDGF, VEGF, b-FGF gibi biyime faktorleri bulunmaktadir. Bu
nedenle PRP hicre hiucre baglarinin kurulmasinda, hicreler arasi gen
ekspresyonlarinda, matriks sentezinde rol almaktadir (Rees ve ark., 2006;Foster ve
ark., 2009).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cellular-differentiation

1.1.3.Yara

Yara, canli dokunun anatomik ve fonksiyonel biitiinliigiiniin bozulmasidir
(Robson ve ark., 2001). Yara olusumu dokuya uygulanan kuvvet ile orantili
sekilde yiizeysel olarak ya da derin dokulara kadar ilerlemis olarak gergeklesebilir
(Ekizoglu ve Arican, 2009). Uygulanan kuvvetin derecesi ve sekline gore yara epitel
doku biitlinliigiiniin bozulmas1 gibi yiizeysel ya da gibi cilt alt1 dokular1 (damar,

kemik, bag doku, kaslar) icine alacak sekilde derin olabilir (Alonso ve ark., 1996).
Yaralarin Smiflandirilmasi:

Yaralar olusum sekli, zaman1 mekanizmasi, uygulanan kuvvet, kuvvetin derecesi ve
uygulanma sekli, yaranin iyilesme siireci bu siirecte gerceklesen mekanizmalara gore
bircok farkl kriterde siiflandirilabilir (Dimaio ve ark.., 2001;Pollack ve ark., 2000).
Bu smiflandirmalar arasinda klinik olarak en ¢ok kullanilan ise yara iyilesme
stirecine gore akut yaralar ve kronik yaralar olarak smiflandirilmasidir ( Bischoff ve

ark., 1999).

Akut Yaralar: Doku iizerinde anlik gelisen bir travma sonucu ya da yapilan bir
cerrahi uygulama sonucu olusan yara hattinda herhangi bir kontaminasyon etkeni
bulunmayan yara hattinin genellikle temiz oldugu ve iyilesme sirecinin hemen
basladigi yaralardir. Akut yaralarda iyilesme yara olusumunu takiben erken donemde
baslar iyilesme stireci fizyolojik olarak bir aksakliga ugramadan sirasiyla gerceklesir.
Yara hattiin bUyUKIUK ve derinligine gore 5 ile 30 gin arasinda yara onarimi

tamamlanmis olur (Robson ve ark., 2001;Bischoff ve ark., 1999) .

Kronik Yaralar: Yara olusumundan sonra iyilesmenin fizyolojik surecinin

baglamasinda ya da devam etmesinde gecikmelerin oldugu yara onarimiin
zamaninda tamamlanamadigi yaralardir (Robson ve ark., 2001). Yara iyilesme
slirecindeki agamalardan biri ya da bir kag1 ¢evresel ya da dokusal olarak karsilastigi
aksakliklardan dolay1 gerceklesmez ya da ge¢ gerceklesir (Robson ve ark., 2001).
Yara bolgesinde gerceklesen cevresel veya bakteriyel kontaminasyon, yarayi
olugturan etken ya da kuvvetin sirekli olarak ayn1 bdlgeye etkimesi, yara
bdlgesindeki dokuda gelisen hipoksi gibi nedenler yaranin kronik hal almasma sebep
olur (Vanwijck, 2001). Kronik yaralarin olusumundaki etkenler ise siirekli bolgeye
bas1 olmasi, bdlgenin yeteri kadar beslenememesi, derin yaniklar ve vaskiilit gibi

komplikasyonlar drnek verilebilir (Komarcevic, 2000).
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1.1.4. Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi, anatomik ya da fizyolojik olarak biitiinligii bozulan dokunun
karmagik biyokimyasal ve hiicresel olgularin art arda swrali sekilde gelismesi ile
onarimidir (Ahmet ve ark., 2014). Yara onarimi hasardan hemen sonra baglar ve
sirastyla inflamasyon, graniilasyon, reepitelizasyon, matriks olusumu ve remodeling
asamalarinin birbirini izlemesi ile gerceklesir (Barrientos ve ark., 2008). Yara onarim
slirecinin baglamasinda etkili olan lokal yara faktorleri, sistemik mediatorler,
sitokinler, bazi blylme faktorleri ve diisiik molekiil agirlikli bilesiklerin
salinmasi rol oynar. Bu faktorler; inflamasyon, anjiogenezis, fibroplazi, yara
epitelizasyonu ve matriksin yeniden sekillenmesi gibi sdreclerin birbiri
ardi sira gelismesine yardimci olur (Monaco ve Lawrence, 2003). Yara
onariminda temel olgu yara bolgesinin yeterli oksijenizasyonu ve doku
perflizyonunun saglanmasi boylelikle bolgenin yeteri kadar beslenerek onarim igin
uygun nem oratamimin saglanmasidir (Prisacaru ve ark., 2013). Yara onarim
stirecinin normal olarak siiregelmesinde basta fibroblast ve keratinositler olmak iizere
endotelyal hicre, makrofaj ve trombositler gibi bircok hiicre tipinin

koordineli olarak calismasi gerekmektedir(Barrientos ve ark., 2008).
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Sekil 1.1. Yara iyilesme siirecindeki hiicrelerin giinlere gore dagilim grafigi (Bu sekil
http://fizyoaktif.com.tr/?p=965 (2022) web sitesinden uyarlanmustir.)


http://fizyoaktif.com.tr/?p=965

Cizelge 1.1.Yara iyilesmesinde rol alan sitokinler (Robson 2001)

Yara fyilesmesinde Rol Alan Sitokinler
Fibroblast biylime faktori

Trombosit kaynakli biyime faktori
Transforme edici blyime faktor

Epidermal buylme faktoru

Insiilin benzeri biiyiime faktorii

Granulosit makrofaj koloni stimule edici faktér

Interlokinler

1.1.5. Yara Iyilesme Evreleri

Yara iyilesme siireci, yaranin bulundugu bolgeye, yaranin derinligine, etkilenen doku
ve organlara gore farklilik gosterir ve asagidaki dort ana fazda gergeklesir (Werner
ve Grose 2003).

. Hemostaz ve Koagiilasyon Fazi: Yaralanmanin hemen ardindan baslayan ve hem
yara hattinda fazla kan kaybmi onlemek, hem de hayati organlar1 korumak icin
bélgedeki endotelin etkisiyle damar duz kas hicrelerinin ani ve gecici bir
vazokonstrilksiyon olusturmasiyla baslayan fazdir (Clark, 1985). Olusan
vazokonstriksiyon ile kanama minimum seviyeye indirgenir ya da durur (Sherris ve
Kern, 1999). Olusan yaradan sonra damar endotelinde meydana gelen hasardan
subendotelyal ekstraseluler matriks a¢iga c¢ikarak trombositlerin aktive olarak
birbirine yapismasi ve agregasyonuna neden olur (Coskun ve ark., 2016;Kenneth,
2012). Subendotelyal matriks igerigindeki von-Willebrand faktéri (VWWF) ve doku
tromboplastini trombositlerin subendotelyal kollajenlere yapismasmi saglar ayni
zamanda ADP ve tromboksan Ay’yi aktive ederek trombositlerin agregasyonunu da
saglamig olur. Boylelikle damar endotelinde olusan hasar bdlgesi doldurularak
birincil hemostatik tikag meydana getirilmis olur (Kenneth, 2012). Fibrin tikag
olusumu i¢in hemostatik olaylarla beraber koagiilasyon asamalar1 da aktive edilir
(Baum ve Arpey, 2005). Hasarli damar endotelinden agiga ¢ikan trombositler ve
diger ekstraseliiler matriks bilesenleri kollajenle temasa gegerek fibronektin, fibrin,
vitronektin ve trombospondinlerin piht1 olusumunu, boylelikle ikincil hemostatik
tika¢ olusumu saglamig olur (Robson ve ark., 2001). Piht1 olusumu ve trombositler

hemostatik ve inflamatuvar fazlarin sonraki asamalarinda hiicre migrasyonu i¢in



gegici bir matriks saglamis olurlar (Monaco ve ark., 2003;Dubay ve ark.,2003).
Trombositlerin alfa graniilleri; platelet kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), transforme
edici buyume faktori-p (TGF-p), epidermal buyume faktori ve insilin-benzeri
blytime faktorl gibi sitokin ve blylme faktorlerini ihtiva eder (Broughton ve ark.
2006). Bu molekiiller yara onarmm surecine ilk olarak notrofilleri daha sonra da
makrofaj, endotel hiicreleri ve fibroblastlar1 aktive ederek yara bdlgesine ceker.
Trombositler vaskiiler gecirgenligi ylksek vazoaktif aminler ile inflamasyon
sirasinda stvinin damar disma ¢ikmasini saglar (Richardson, 2004). Bu faz 1 ile 4

giin igerisinde tamamlanir (Coskun ve ark., 2016)

I1. inflamatuvar Fazi: Hunter tarafindan 1794°de yang1 bulgular1 (kizariklik, 6dem,
181 ve agri) ile karakterize ettigi iyilesme evresidir (Monaco ve ark., 2003). Bu fazda
bolgeye inflamtuvar hiicrelerin gelmesi saglanarak disardan gelen etkenlere karsi

immun bariyer olusturulur (Hart, 2002).
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Sekil 1.2. inflamasyon evresinde yaralanmadan 3 giin sonra cilt yarasi. Yaraya
gocl saglayabilmek igin gerekli hiicreler ve buyume faktorleri (Bu sekil
http://fizyoaktif.com.tr/?p=965 (2022) web sitesinden alimustir)



http://fizyoaktif.com.tr/?p=965

inflamatuvar faz iki boliimde incelenebilir:

a) Erken Inflamatuvar Faz: Hemostaz ve koagiilasyon fazinn hemen ardindan
baglayarak yara hattina notrofil infiltrasyonunu saglayan fazdir. Notrofiller, yara
bolgesine ilk olarak gelen ve akut inflamasyonu baslatan 16kositlerdir. Notrofiller
yara bolgesinde enfeksiyon etkeni varsa ilk birka¢ dakikada, enfeksiyon etkeni yoksa
birkac saat ile 6 saat icinde; TGF-p, C3a ve C5a, bakteriyel {iirlinler, sitokinler ve
trombositlerin etkisi gibi kemotaktik ajanlarla 24-36 saat igerisinde yara bdlgesine
goc¢ ederler. Yara olusumundan 24-48 saat sonrasinda pik seviyeye ulasirlar ve doku
hasarinin 3 ncii giiniinden sonra yara hattindan ¢ekilmeye baslarlar (Barrientos ve
ark., 2008;Robson ve ark., 2001). Bdylelikle kompleman sistem aktive edilmis olur
(Broughton ve ark., 2006). Notrofiller yara hattindaki hasarli dokuyu, yabanci
partikiilleri, bakterileri fagosite ederek ortamdaki yabanci mikroorganizma yiikiinii
azaltir ve yara iyilesmesinin normal siirecte gelismesi saglanmis olur (Robson ve
ark., 2001;Hart 2002). Endotel hiicrelerinden salinan kemokinler ve integrinler yiizey
adezyonunu baglatirlar. Notrofiller kan akisi boyunca yuvarlanarak yara bolgesinde
bulunan post kapiller veniillerdeki endotel hiicrelerine baglanmaya baglarlar ve sabit
hale gelirler. Sabit hale gelen nétrofiller diapedez ile endotel hiicrelerinin arasindan
gecerler (Hart, 2002;Flangan, 2000). Gorevlerini tamamlayan notrofiller yara
iyilesmesinin sonraki fazmna kadar ortamdan cekilirler. Yara bolgesinde kalan
apoptotik kalintilar ve hiicre kalintilar1 makrofajlar ile fagosite edilerek ortamdan

uzaklastirilirlar (Robson ve ark., 2001;Diegelmann ve ark., 2004).

b) Ge¢ inflamatuvar Faz: Trombosit ve notrofillerden salman TGF-B kemotaktik
etkisiyle monositleri yara bdlgesine c¢eker. Yara bolgesine gelen monositler
matrofajlara doniiserek, bakterilerin yok edilmesini ve yara yerindeki kalintilarmn
atilmasini saglarlar. Ge¢ inflamatuvar fazda (yara olusumundan72 saat sonra)
interlokin-1’in (IL-1) etkisi ile yara bdlgesine en son olarak lenfositler gelir (Alves
ve ark., 2010).

I11. Cogalma (proliferasyon) Fazi: inflamasyon fazindan hemen sonra baslayan ve
nekrotik doku ve olusan pihtinin kaybolup granulasyon  dokusunun
olusumu ile karakterize olan fazdir. Yara onarimi i¢in olusan granilasyon
dokusu makroskobik olarak gorinidr hal almistir. Cogalma faz1 yara

olusumunu takip eden 3 ncu giin baglar ve 2 hafta kadar sirer. Proliferatif fazda etkin
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rol alan hiicresel olaylardir; fibrin ve fibronektinden olusan ekstraseliiler matriks bir
ag gorevi gormek icin birikmesi ve fibroblastlarin gocii ile karakterizedir (Li ve ark.,
2007;Karasu ve ark., 2008). Proliferatif faz 4 baslik altinda ele alinabilir
(Diegelmann ve ark., 2004):

a) Fibroblast Gocl: Yaralanma sonrasi inflamatuvar hiicreler ve trombositler
tarafindan salinan TGF-p ve PDGF gibi faktorler tarafindan cevre dokularin
uyarilmasi ile yara bdlgesine fibroblast ve myofibroblast gocl baslar (Goldman,
2004;Witte ve ark., 1997). Yara bdlgesinde sayilar1 artan fibroblastlar, matriks
proteinleri, hyaluran, fibronektin, proteoglikan, tipl ve tip3 prokollajen dretimini
aktive ederler (Robson ve ark., 2001;Ramasastry, 2005). Bir haftalik siirenin sonuna
kadar hiicre goclnu aktive eden ve yara onarimimin baslamasi icin gerekli olan
ekstraseliiler matriks yara hattinda birikir ve fibroblastlar myofibroblastlara doniisiir
(Coskun ve ark., 2016). Myofibroblastlar pseudopod uzantilariyla fibronektin ve
kollajene baglanarak aktin destekleri olusturur (Ramasastry, 2005). Bu desteklerle
meydana gelen yara kontraksiyonu yara kenarlarini birbirine yaklastirir. Bolgede
fazlaca bulunan fibroblastlar ise apoptoza ugrayarak ortamdan kaybolur (Greenhalgh,
1998).

b) Kollajen Sentezi: Kollajen sentezi fibroblastlar tarafindan gergeklestirilir ve yara
iyilesme slrecinin her asamasinin temelini olusturmaktadir. Hicre ici matriks
olusumu, yara onariminin proliferasyon ve yeniden sekillenme fazlarinda dokularm
biitiinliikk ve gii¢ kazanmasini saglar (Baum ve ark., 2005;Eming ve ark., 2014).
Yaralanmamis dermiste %80 tipl ve %25 tip3 kollajen bulunurken, yara graniilasyon

dokusunda %40 oraninda tip3 kollajen bulunmaktadir (Robson ve ark., 2001).

c) Anjiogenez ve Granulasyon Dokusu Olusumu: Anjiyogenez, yaraya bitisik
onceden var olan damarlarin filizlenmesiyle yeni damar olusmasi anlamina gelir;
yeni kan damarlarinin olusumu yara onariminda kritik bir 6neme sahiptir (Li ve ark.,
2007;Takeshita ve ark., 1994). Endotel hicreleri FGF, VEGF, PDGF, anjiogenin,
TGF-a ve TGF-B gibi anjiogenik faktorlerle aktive olsa da bu olay anjiostatin ve
steroid gibi inhibitdrlerin etkisi ile dengede tutulur (Oike ve ark., 2004). Inhibit6r ve
aktivator ajanlar direkt olarak endotel hiicrelerinin ¢ogalmasinda etkili iken indirekt
olarak da EGF’yi serbest birakmak igin konak hucreleri uyararak mitozu aktive

ederler (Li ve ark., 2005). Hipoksik olgularda yara iyilesmesinde ise proliferasyon
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fazin1 ve endotelyal hicrelerin blytimesini aktive eden molekiller yara hattinin
cevresindeki dokudan salgilanirlar. Hipoksik olgularda ¢evre dokulardan salgilanan
molekdillere yanit dort adimli bir mekanizmayla gergeklesir. Birinci olarak ana
damarda bazal laminay:1 parcalamak icin endotelyal hicreler tarafindan proteaz
uretilir, boylelikle eksraseluler matriks boyunca mollekiller ilerleyebilir. Bu
asamadan sonra FGF ve VEGF’nin aktif rol aldig1 kemotaksis, ¢cogalma, yeniden
yapilanma ve farklilasma asamalar1 gelir (Takeshita ve ark., 1994). Yara merkezinde
damar kaynagi olmadigindan bdlgenin beslenmesi yara etrafindaki dokularda
bulunan damarlardan saglanir. Yara etrafinda birka¢ giinde mikrovaskiiler bir ag
olusur. Hucre iskeleti organizasyonu, sinyal iletimi ve hiicre adezyonu bu
mikrovaskuler agda bulunan fiziksel ve kimyasal maddelerce dizenlenir.
Kemotaksis, mekanotaksis ve haptotaksis diizenlemede etkili olan mekanizmalardir
(Li ve ark., 2005;Krizbai ve ark., 2000). Bu mekanizmalarin devreye girmesiyle
migrasyon olusur. Hucresel hareketlilik; hiicre 6niunde wuzanti1 (protriizyon),
subtratuma aktin htcre iskeletini eklemek igin adezyon ve final traksiyon(cekis)
seklinde gergeklesir. EGF, TGF-alfa, VEGF, anjiopoietin-1, fibrin ve lipid blyime
faktorleri hiicre biiylimesinde, yara bolgesinde yeniden damar gelisiminde ve hasarli
damarm onariminda mediator olarak rol alirlar (Holly ve ark., 2000;Wolgemuth,
2005).

IV. Yeniden Sekillenme (Remodeling) Fazi: Yara olusumunu izleyen birkag saat
icerisinde yara etrafinda epitalyal hlcrelerde yogun mitotik aktivite baslar. Yara
bolgesine yogun bir epitelyal hiicre gocii olur. Bu hiicrelerin birlesmesiyle bazal
membran olusur ve hiicre gocl durur (Diegelmann ve ark., 2004;Baum ve ark.,
2005). Remodeling fazinin en 6nemli gdstergesi makroskobik olarakta goriilebilen
epitel ve skar dokusu olusumudur. Bu faz yaranm olusumuna ya da iyilesme siirecine
gOre bir ay ya da birkag yil surebilir (Ramasastry, 2005). Remodeling fazinda
swrasiyla hiicre i¢i matriks olgunlasir, kollajen demetlerinin ¢ap1 artar, hyaluronik asit
ve fibronektin pargalanir. Yaranin gerilme kuvveti artar (Baum ve ark., 2005).
Yaralanan doku orjinal giicini tam olarak kazanamaz ve iyilesen yara alani
maksimum %80 oraninda giiciinii geri kazanir (Robson ve ark., 2001). Kollajenin
sentezi, yikimi, ekstraseliller matriksin yeniden yapilanmasi, yaralanmayi takiben
surekli yinelenir fakat 3 hafta sonra kararli duruma gelme egilimindedirler. Ilk

kollajen matriks olusumu diizensiz, sonrasinda gelisenler ise iyi bir organizasyona
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sahiptirler ve zamanla carpraz baglantilar gergeklesir. Ekstraselliler matriks ile
fibroblastlar arast olusan bag doku sonucu yara bosluklar1 yakinlasir (Greenhalgh
1998). Bu sure¢ PDGF, TGF-B ve FGF gibi faktorlerle diizenlenir. Fibroblast ve
makrofajlarin sayist yara bdlgesinden apoptoz ile azaltilir. Kilcal damarlarin
biyumesi durur, kan damarlar1 ve hiicrelerin sayisi azalirken dayanikliligi artar

boylelikle skar doku olusumu gergeklesir (Baum ve ark., 2005;Hart, 2002).

Cizelge 1.2. Yara iyilesmesinde rol alan biiyiime faktorleri (Werner S, Grose R. ‘Regulation of wound
healing by growth factors and cytokines’ den Tiirkge’ye uyarlanmigtir.)

(FGF)

Buyume Faktori Kokeni Kokeni Fonksiyonu
Fonksiyonu
Fibroblast Buylime Faktoru Makrofajlar, Endotelyal Hiicreler Anjiogenez ve

fibroblast cogalmasi

Epidermal Buyume Faktori
(EGF)

Trombositler

Fibroblast, endotelyal
ve epitelyal hicreler
icin mitotik uyarici

Keratinosit Blyume Faktoru
(KGF)

Fibroblastlar

Epitelyal hicreler icin
mitotik uyarici

Trombosit Kaynakh Biylime
Faktori (PDGF)

Trombositler
Makrofajlar
Makrofajlar
Endotel hiicreleri
Fibroblastlar

Makrofaj aktivasyonu
Damar dlz kasi ve
fibroblastlar icin
mitojenik etkili

Transforme Edici
faktoru-Beta (TGF-$)

Buyume

Epidermal hiicreler

Makrofajlar
Anjiogenik faktordur,
epitelyal hicreler ve

fibroblastlar icin
mitojeniktir

Tumor Nekrozis Faktér (TNF) | Notrofil Makrofaj Buyume faktorlerinin
ekspresyonunun

uyarilmasi, notrofil ve
makrofaj aktivasyonu

Transforme Edici
faktori-Beta (TGF-a)

Bulyume

Trombositler, Makrofajlar

Fibrozis ve vyara
geriliminde artis

Vaskiler Endotelyal Blytme
Faktori (VEGF)

Epidermal hiicreler, Makrofajlar

Endotel hiicrelerinin
mitojenitesini ve damar
gecirgenligini arttirir.
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1.2. DENEYSEL YARA MODELLERI

Model kavrami, Tiirk Dil Kurumu tarafindan “gergegin aslina benzeyen bir 6rnek”
olarak tanimlanmaktadir. Yara modellemesi bu agidan diisiiniiliirse in vivo ya da in
vitro olarak gelistirilen yara benzeri 6zellik gosteren olgulardir. Yara ve yara
iyilesme siireci ile ilgili degerlendirme yapilirken genellikle in vitro yara
modellemeleri ya da in vivo (hayvan) yara modellemeleri kullanilir. Bu
modellemeler insanlardaki yara olusumuyla birebir benzerlik géstermedigi gibi kendi
icerisinde de onemli farkliliklari, avantaj ve dezavantajlar1 vardir (Aydm ve ark.,
2014). Yara modeli yapilacak olan ¢aligmaya, incelemeye, mekanizmaya,

kullanilacak olan materyale gére tercih edilmelidir (Inan ve ark., 2020).

1.2.1. in Vivo Yara Modellemeleri

Sican Fare

Koyun

Primat olmayan

NEE S
Gine domuzu

(Kobay)
Hamster

Sekil 1.3. In—vivo modellemeler yapilan canh tiirleri

Tavsan

In vivo (deney hayvani) yara modelleri, yara olusumunu ve doku onarimini
fizyolojik yonden en iyi taklit edebilen kompleks kosullar1 diisiiniildiigii i¢in
giliniimiizde yara olusumu ve yara iyilesmesini incelemede en fazla tercih edilen

modellerdir (Baktir 2019).



1.2.2. Granuloma Modelleri

Genellikle uygulanan polivinil alkol stinger implant, seluloz siinger implant gibi
implantlarn  olusturdugu inflamatuvar yanit1 ve salgilanan kollajen miktarmni
incelemek i¢in yapilan modellemelerdir. Implantlar deney hayvanlarinda deri altina
yerlestirilir ve bu bdlgede biriken kollajen miktar1 ve olusan inflamtuar yanita
bolgeden belirli zaman araliklarinda Ornekler alarak bakilir (Diegelmann ve ark.,

1986;Kurkinen ve ark., 1980).

1.2.3. Insizyonel Yara ve Eksizyonel Yara Modelleri

Bu tiir modeller yara hattinda olusan gerilim kuvvetini 6lgmek i¢in kullanilir. Yara
gerilim kuvveti yara kenarinda santimetre kare alana kilogram olarak uygulanan
kuvvetle olgilir ( Aydin ve ark.,, 2015). Kullanilan deney hayvani (zerinde
insizyonel yara olusturulur bu yara ya acik birakilir ya da primer siitur atilir. Yara
hattinda belirli zaman araliklariyla olciimler yapilir. Genellikle bolgesel topikal ilag
uygulamalarinin  etkisi, sistemik ilag uygulamalarmin etkisi gibi durumlar
degerlendirilir (Wong ve ark., 2013;Kilpadi ve ark., 2014).

Klasik yara olusum ve iyilesme evrelerini gozlemlemek icin  yapilan
modellemelerdir. Kullanilacak olan deney hayvani {izerinde olusturulan agik yara
hattinin surece bagl iyilesme evreleri, yara Uzerindeki etkileri degerlendirilmek
istenen materyallerin etkileri, farkli derinlikteki yaralarin iyilesme surecleri ayni
hayvan (zerinde olusturulan birden fazla yarada birden fazla ajanin
degerlendirilebilmesi gibi faktorlerin analizi icin tercih edilir (Greenhalgh, 2005;
Galiano ve ark., 2004).

1.24. Yanmik Yaras: ve Donuk Yaras1 Modelleri

Yanik olgularinda yara iyilesme siireci, olusan termal yaraya verilen tepki, yanik
yara hatlarinda sistemik yanitlar veya yanik olusturma sonrasi gelisen sepsis gibi
olgularmn incelenmesi i¢in yapilan modellemelerdir. Yanik yaralari modellemelerinde
deney hayvanlarinda farkli derinlikte, farkli ylzey alanlarma sahip ya da farkli
kalinlikta yaralar olusturulur. Yanik olusturmak igin genellikle istenilen yanik
derecesine ve kalinhigma gore farkli derecelerde sicakliklar uygulanir. Yara
olusturulmasinda kaynar su, elektrik, sicak cisim ve alev uygulamalar1 en ¢ok tercih

edilenlerdir (Greenhalgh, 2005;Galiano ve ark., 2004).
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Donma olgularinda gelisen doku harabiyetinin degerlendirilmesi i¢in kullanilir.
Kullanilacak olan hayvanin derisine sogutulmus bir cisim dokundurularak yara

olusturulur ve olusan yara Uzerinde inceleme yapilir (Auerbach ve ark., 2013).

1.25. Yara Iyilesme Siirecinde Gecikmelere Neden Olan Durum Modellemeleri

Yara iyilesme surecinde gecikmelere neden olan diyabet, beslenme eksikligi,
malniitriisyon, iskemi, yara hattinda gelisen enfeksiyon, kullanilan kemoterapotikler,
radyasyon gibi faktorlerin incelenmesi icin yapilan modellemelerdir. Iskemi
modellemelerinde, yara bolgesinin yeterince kanlanmasini onleyerek oksijenizasyon
azaltilir, bunun i¢in damar ligasyonu ya da flep modeli kullanilir (Corral ve ark.,
1999;Serin ve Bayramicli, 2018). Diyabet yaralar1 igin hayvanlarda diyabet
olusturulur bunu icin genellikle ilaglara ve genetik faktorlerin degistirilmesine
bagvurulur. Diyabet gelisen hayvanda hangi yara modeli incelenmek istenirse
modellemesi yapilir (Brown ve ark., 1994;Tsuboi ve ark., 1990). Malnitrasyon
modellemelerinde hayvanlarm diyetle protein, K vitamini, Avitamini, ¢inko,
esansiyel yag asitleri gibi yara iyilesmesini etkileyen maddelerin alimmmas1 kisitlanir
(Levenson ve ark., 1984;Alvarez ve ark., 1982). Enfeksiyon modellemelerinde ise
modelleme ya bolgesel olarak sadece istenen alanda ya da sistemik olarak canliy1
tamamen etkileyecek sekilde yapilir. Lokal enfeksiyon modellemesinde enfeksiyon
olusturmak istedigimiz etken lokal olarak yara hattina uygulanir; sistemik enfeksiyon
modellemesinde ise en c¢ok tercih edilenler ise CASP modeli, intraperitonal veya
intraven6z E. coli uygulamasi ve peritonit olusturmak icin CLP ydntemidir

(Levenson ve ark., 1983;Traeger ve ark., 2010).
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1.3.IN VITRO MODELLEME VE TARIHCESI

Bilimsel ¢aligmalarda canli varliklarin denek olarak kullanilmasi etik sorunlar1 ortaya
¢ikarmig bunun sonucu olarak canli ortamin laboratuvar ortamma (in Vitro)
aktarilabilmesi caligmalarina gerek duyulmustur. Hayvanlardan elde edilen dokular
kullanilarak yapilan ilk hucre Kkultiri Harisson tarafindan 1907  yilinda
kesfedilmistir. Harrison hayvan modeli olarak, kurbagay1r se¢mis, kurbaga
embriyolar1 ile yaptig1 deneyde normal fonksiyonun in vitro ortamda da siirdiigiinii
gostermistir. Harison’dan sonra bu calismalar farkli arastirmacilar tarafindan da
devam ettirilmis olsa da yaptig1 ¢alisma tekrarlanabilir oldugu igin doku kiiltiiriiniin
baglangic1 olarak kabul edilmektedir (Harrison, 1907;Fresney, 2005). Earle ve
arkadaglar1 1943 yilinda farelerde tumor hiicresini izole etmistir. Leonard Hayflick
ise 1961 yilinda hicrelerin in vitro ortamda yasam surelerinin smirli oldugunu
goOsteren bir rapor hazirlamistir (Harrison, 1907). Calismalarin gelistirilmesiyle,
hiicre i¢i olaylar hiicre hiicre baglantilari, hiicre ortam iligkileri ve hiicrelerin degisen
faktorlere verdigi tepkileri boyutta incelenebilir hal almistir. Johns Hopkins
Universitesinde 1951'de DC, George Gey serviks adenokarsinomu bulunan hastadan
aldig1 biyopsiden ilk defa insan kaynakli 6lumsuz (immortal) hiicre hattini
olugturarak 6len hastanin ismine ithafen (Henrietta Lacks) "Hela" ismini vermistir
(Lucey, 2009).

Hiicre kiiltiiriinde gelismeler Cin hamster yumurtalik hiicrelerinin izole edilmesiyle
stirmiis ve 1970'lerde guvenlik kabinlerinin gelistirilmesi ile profesyonel hale
gelmistir (Fresney, 2005).

Gunumizde siklikla bagvurulan hiicre kiiltiirii ortaminda, monoklonal antikor, enzim
ve hormonlarin ve ¢esitli fonksiyonel aktivitesi olan proteinlerin iiretimi, DNA ve
RNA replikasyonlar1 ve ekspresyon arastirmalari, hiicreler arasi sinyal iletiminin
arastirtlmas1 veya hastaliklarin tedavisinde stratejilerin belirlenmesi gibi bircok
calisma yapilmaktadir. Hiicre kiiltiirli caligmalar1 as1 ve ilag gelistirilmesi; gelistirilen
as1, ila¢ ya da diger kimyasallarin toksisitesinin Olgiilmesi gibi arastirmalar icin de

siklikla basvurulan yontemlerdir (Jedrzejczak-Silicka, 2017).
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Son yillarda bakteriyel, viral ve paraziter enfeksiyon, kanser hiicrelerinde apoptozisin
indiiklenmesi (kontrollii hiicre 6liimii), kok hiicre ¢aligmalar1 ve tedavileri iginde
hicre kaltiri tek seferde birden c¢ok c¢alisma yapilabilmesi, ekonomik ve
tekrarlanabilirliginin kolay olmasi agisindan 6nem kazanmistr (Nims ve ark.,
2017;Koganc ve ark., 2018).

endotel
hicre kulturl

fibroblast

in vitro model

doku kulttra keratinosit

3D matris

Sekil 1.4. in vitro modellemede kullanilan hiicre Kiiltiirleri modelleri

1.3.1. Hicre Kulturd

Hicre kulturd; canlilardan elde edilen hicrelerin  birbirinden farkli metotlar
kullanilarak ayrigtirilip; amino asitler, vitaminler, inorganik tuzlar, glukoz ve serum
gibi temel besin maddelerinin bulundugu kaplarin belirli sicaklik, nem ve
karbondioksitli ortamda tutularak in vivo sartlarda (canli ortamda) oldugunun
kabullendirilmesi olarak tanimlanabilir (Antoni ve ark., 2015). Hicre kiltiriinde
kullanilan hiicreler, ya kiiltiir kaplarinda siispanse halde asili kalarak (kan hiicreleri)
ya da kiltiir kaplarinin tabanina yapisip (monolayer hiicreler) ¢ogalirlar (Candan,
2006). Suspanse hicre kultirlerinde hicrelerin remesi gunlik olarak kontrol
edilmeli ve sayim giinliik yapilmalidir, bu hiicrelerin {iremesi i¢in kiiltiir kaplarmin
sallanmasina ihtiyag¢ vardir. Hiicre goriintiilenmesi zordur fakat pasajlamasi kolaydir.
Genellikle protein y1gini elde etmek i¢in kullanilir. Yapisan kiiltiirlerde hiicre sayimi
ve kontrolii i¢in giinlik bakima ihtiya¢ yoktur ve pasaj siiresi 3 giine bir olacak

sekilde uzatilabilir. Uremeyi sinirlayan durumlar genellikle kitir kabi yizeyidir.
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Hiicre goriintiilenmesi kolaydir fakat pasajlamak i¢in hiicrelerin kiiltiir kab1 (flask)
ylzeyinden enzimatik yolla ya da mekanik yolla ayrilmasi gerekmektedir. Bu
kilttrler sitolojik incelemeler igin tercih edilir (Elgin AE, 2022) .

Primer hiicre hatti: Doku ya da organdan izole edildikten sonra ¢ogaltilan ve izole
edildigi doku ve organin 6zelligini tasiyan temel hiicre kiiltiirleridir. Dokudan alinan
kiiclik parcalar direk kiiltiir kabinda besiyeri esliginde kiiltiire edilir ya da proteolitik
enzimle mudahale edildikten sonra ortaya ¢ikan stspansiyon uygun besiyeri
eklenerek kiltir kabinda kilture edilir. Primer hiicre hatlarinin yasam slreleri
olusturulan dokuyla dogru orantiidir bu nedenle yaslanmadan yeniden
pasajlanmalidir. Primer kultirdeki hcrelerin kultlr kabmdaki tim besiyerini
kullandiktan sonra yeni kiiltlir kaplarinda ¢ogaltilmasina alt kiiltiir denir (Elgin AE,
2022).

Sonlu ve surekli hicre hatti: Alt kilturlerin higbir etkiye birakilmadan normal
hiicre ¢ogalma yeteneklerini siirdiirdiigii hiicre hatlarina sonlu hiicre hatt1 denir.
Hucre ¢ogalmasi sinirh sayidadir.

Viral, bakteriyel, kimyasal ya da spontan gelisen nedenlerle transforme olan
hiicrelerin 6liimsiiz hale gelmesiyle olusan hiicre hatlarmna siirekli hiicre hatt1 denir

(Coecke ve ark., 2005).

Cizelge 1.3. En ¢ok kullanilan baz1 hiicre hatlar1

Hucre Hatti Hucre Kokeni Blyime Formu
Fibroblast hiicresi ( 3T3) Fare embrio Yapiskan
Fibroblast hiicresi ( BHK21) Suriye hamster bobrek Siispansiyon
Epitel hiicresi ( MDCK) Kopek bobrek Yapiskan
Epitel hiicresi ( HeLa) Insan adenokarsinoma Yapiskan ve/veya

Siispansiyon

Epitel hiicresi ( PtK1) Sican, kangru bébrek Yapiskan
Myoblast hiicresi (L6) Sigan iskelet kasi Yapiskan
Chromaffin hicresi (PC12) Sigan adrenal feokromasitoma Siispansiyon

Plazma hiicresi (Sf9) Fare myeloma Siispansiyon
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Hicre kulttrinde kullanilan hicre hatlarmin morfolojisini 1sik mikroskopu
altinda inceledigimizde:

o Fibroblastik (fibroblast benzeri) hticreler; bipolar ya da multipolar olarak
uzamis sekillerde goriiniirler.

o Epitel benzeri hiicreler; gokgen sekilli (poligonaldir) kiimeler halinde ¢ogalan
yapidadirlar.

o Lenfoblast benzeri hucreler; kiresel sekillidirler (Tufan, 2011).

1.3.2. Hucre Kultird Laboratuvar Ekipmanlar:
Hiicre kiiltiirti ¢aligmalarinda ¢evre sartlarindan etkilenmeyi ve kontaminasyonunu
onlemek icin 0zel giris ¢ikisin, hava akiminin kontrol altinda tutulabildigi odalar

kullanilmalidir.

1.3.3.1n Vitro Yara lyilesmesi Modellemeleri

Yara olusum ve iyilesme sireci, yara iyilesmesinde kullanilan ilaclar, ilaglarin
toksisitesi gibi olgular ge¢misten bu yana merak edilen, arastirilan ve modellenen bir
olgudur. Yara dokusunun hizli iyilesmesi, restorasyonu ve doku defektlerinin
onlenmesi canli igin ciddi 6neme sahiptir. Yara iyilestirme c¢alismalar1 i¢in ve
iyilesme siirecini diizenleyen mekanizmalar1 anlamak i¢in bir¢ok in vivo modelleme
yapilmistir. Insanda gelisen yara iyilesme mekanizmasi deney hayvanlarinda olandan
farkli oldugundan deney hayvanlarinda iyilesmenin kontraksiyonla olmasindan
dolay1 bazi ¢alismalar1 aydinlatsada tam anlamiyla insan fizyolojisine uygun degildir

(Wilhelm ve ark., 2017).

In vitro yara modellemeleri:

1.3.4. Cizik Yara Modeli

Basit ve ¢ok sik kullanilan bir yontemdir. Petri kabinin tabanini kaplayan birlesik
hiicre tabakasinin bir bdlgesine sivri uglu bir materyalle ¢izik atilir, yani bolgedeki
hicreler kazinir (Liang ve ark., 2007;Jonkman ve ark., 2014) ve bu hatta olan hiicre
g6cl incelenir. Kolay tekrarlanabildiginden ve uygulandigindan iki boyutlu (2B)
hiicre kiiltiirlerinde en ¢ok tercih edilen calismalardir. ilag toksikasyonu ve hiicre
aktivasyonlarini incelemek i¢in kullanilir ( Liu ve ark., 2014;Yue ve ark., 2010). Bu

testin dezavantaji gGizikler olusturulurken diiz bir hat olusmamasi ve hicre kiltirl
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kabr iizerindeki hiicre dis1 matris olusumlarinin tahribat1 ve kazinan hiicrelerin ¢izik
hatti kenarlarinda birikmesidir. Bu sonuglar deneysel calismanin dogrulugunu
etkileyebilir (Ashby ve Zijlstra, 2012;Goetsch ve Niesler, 2011)

1.3.5. Damgalama Yara Modeli

Polimerden yapilmis damga gorunimlu materyalin hicrelerle kaplanmis petri
tabanma uygulanarak etki ettigi bolgedeki hiicrelerin alinmasina dayali bir testtir.
Genellikle diizlemsel materyaller kullanilir, fakat el manipiilasyonunun olmamasi
uygulanan ve kuvvetin az gelmesi gibi durumlarda istenen sonug elde edilemeyebilir.
Damgalama islemi mekanik bir yara olusturur. Temeli hiicre goclnin olmasina
dayanir (Lan ve ark., 2010).

1.3.6. Termal Yara Modeli

Damgalama isleminde ya da ¢izik yara modelinde kullanilan materyallerin belirli bir
1stya maruz kaldiktan sonra hiicrelere uygulanmasiyla olusturulur. Boylelikle termal
yaralanmalarda hiicrelerin tepkileri goriilmiis olur. Bu modelin dezavantaji ise ne
kadar dikkat edilirse edilsin cevredeki hicrelerinde bu 1s1 degisiminden
etkilenmesidir (Hettler ve ark., 2013).

1.3.7. Elektriksel Yara Modeli

Hucreler elektrot yardimiyla akima maruz birakilir. Akim hiicre Kiltir kabinin
altindan uygulanir. Akima maruz kalan bolgedeki hiicrelerde gelisen elektroporasyon
ve hiicre Olimiine hiicrelerin verdigi yanit incelenebilir (Giaever ve Keese, 1991).
Kullanilan akima hiicre zarmimn uyguladig1 diren¢ (empedans) incelenebilmektedir.
Uygulanan elektrot iizerinde ilk hiicre iiremesi, hiicre tabakasmnin yaralanmasi ve
bunun sonucu bolgedeki hiicre tabakasmin incelenmesine izin verdiginden,
kullanilan mekanizmanin insan glciine ve etkisine gerek duymamasindan dolay1
diger ¢aligmalara gore daha dogru sonuglar vermektedir. Uygulanan akim giiclii bag
olusturmus hiicrelerin ayrilmasina yetmeyebilir bu da ¢alisma sonuglarint olumsuz
etkilemektedir. Hicre tabakasinda olusan yogunlugun fazla olmasi ependans
Ol¢limiinii olumsuz yonde etkileyebilir. Elektrot ¢evresinde olusan isidan kaynakli
istenmeyen hiicre 6liimleri ya da hiicre form bozukluklar1 gelisebilir. Tiim bunlarin
yani sira insan etkisinin olmamasi nedeniyle diger modellemelere gore daha nicel

sonuclar verir (Keese ve ark., 2004;Szulcek ve ark., 2014).
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1.3.8. Optik Yara Modeli

Daha 6nceden tanimlanmis olan lazer 1smlarinin hiicre tabakasina uygulanarak belirli
alandaki hiicrelerin yok edilmesine dayanir. Bu ¢alisma i¢in 6zel bir cihaz kullanilir
(LEAP). Bu cihaz hem caligmanin tekrarlanabilirliginin hem de analizinin ayni
zaman diliminde olmasini saglar boylelikle sonuglar daha niceldir (Zordan ve ark.,

2011).

1.4.2B ve 3B HUCRE KULTURU

Bilimsel arastirmalardan endistriye kadar bircok alanda bagvurulan hiicre
kalturlerinde degerlendirmeler genellikle goruntiileme, veri toplama ve analiz
yontemleri ile degerlendirilmektedir (Duval ve ark., 2017). Hiicre kiiltliriiniin ilk
kesfinden beri tek tabakali (2B) hiicre kiltdrleri, biyofiziksel ve biyokimyasal
ipuglarindan gelen uyarimlar hiicresel tepkileri incelemek igin in vitro modeller
olarak kullanilmistir. Teknolojideki gelismelere paralel olarak 2B olan hicre
kiiltiirleri, {i¢ boyutlu (3B) forma c¢evrilerek dokuya daha yakin ve benzer 6zellikler
kazandirilmaya baslanmistir (Ravi ve ark., 2015;Duval ve ark., 2017). Ug boyutlu
hiicre kiiltiirleri belirli bir organa yonelik fonksiyonlar1 temsil ettiginden, organoid

olarak ta anilir.

1.4.1.2 B Hicre Kilturd

2B hiicre kiiltiirleri, hiicrelere mekanik destegi kiiltlir kab1 yiizeyleri saglamaktadir,
hlcreler cam veya polistiren kiltir kabi yizeyine tek tabakali olarak yapisarak
iirerler (Freshney, 2005). iki boyutlu hiicre kiiltiirlerinde hiicre {iremesi homojendir,
ortamdaki besiyeri ve kiiltiir kab1 yiizeyi ile dogru orantilidir (Edmondson ve ark.,
2014). 2B hiicre kiiltiirleri diisiik maliyetli olmast ve kolay tekrarlanabilir olmasi
bakimmdan giiniimiize kadar bir¢ok calisma icin tercih edilir hal almis olsalarda
hiicrelerin in vivo ortamda gergeklesen hiicresel olaylar1 tam anlamiyla gosteremez.
Hicrelerde polarizasyon kaybi ve ekstraseliler matriks salgismin sinirli oldugu
goriilmektedir (Duval ve ark., 2017). Hiicre i¢i ve hiicre dis1 etkilesimleri yeterince
olmaz, bu hiicre proliferasyonu, canlilik, gen ve proteinlerin ekspresyonu, uyaranlara
yanit verme gibi olgularin canli organizmadakinden farkli geligmesine neden olur.
Bir bagka dezavantaj1 da hiicrelerin tek tabakali gogalmasindan kaynaklanan; oksijen,

besin maddeleri, metabolitler ve sinyal molekilleri gibi ortamin bilesenlerine sinirsiz
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erisime sahip olmasidir (Choi ve ark., 2010;Duval ve ark., 2017). 2B hiicre kiiltiirii
modelleri ¢aligmalarda kritik 6neme sahip gercek dokudaki hiicrelerin davranisini
temsil etmesi konusunda yasanan aksakliklar, hiicre goruntuleme, analitik sistem
teknolojileri ve yeni iskeleler/matrislerin uygulamalarindaki ilerlemeler, {i¢ boyutlu

(3B) hticre kulttrlerinin gelistirilmesine yol agmustir (Koganci ve Aslim, 2018).

1.4.2.3B Hicre Kultura

3B hucre kultdrd, hicre kiimelerinin doku sferoidleri veya gomuli hiicreler olarak
canli dokularinda bulunan yapisal proteinlerin ve diger biyolojik molekillerin
ekstraseliiler matriksi taklit ettigi bir doku iskelesinde veya sivi tabanli iskelede
olusmasini saglayan hiicre kiiltiiri modelleridir. 3B hiicre kilturii modellemeleri, in
vivo’dakine benzer polarizasyon gosterirler, morfolojileri de in vivo modellemelere

yaklagik 6zellik gosterir (Vinci ve ark., 2012) .

Hiicre dis1 bir matriks igine hiicrelerin yerlestirilmesi ile apikal-bazal polarizasyon,
limen olusumu, proliferasyon degisimleri, RNA ve protein ekspresyonlari gibi
fizyolojik davraniglarla iligskili durumlar 3 boyutlu hicre kalttrleri ile kolay
izlenebilir hal almistir. Hiicre biyolojisi ile mikro miihendisligin kombinasyonuyla
organ islevselligini daha ileri bir seviyeye tasiyan ii¢ boyutlu hiicre kiiltiirii modelleri
ve daha gelismis mikro-¢ip cihazlardan, mikro akigskan hiicre kiiltiirii sistemlerine
kadar gelisen modellemeler hastalik teshisi, ilag toksisitesi, gen ekspresyonu, kok
hicre Uretimi, kanser modellemeleri, yara modellemeleri gibi bir cok alanda
yararlanilmaktadir (Li ve ark., 2012;King ve ark., 2007;Tourouskaia ve ark., 2005) .
Ilag sanayinde ilag gelistirme siirecini hizlandirmak diisiik maliyetle giivenli ve etkili
ilaclar gelistirmek i¢in (Swinney ve Anthony, 2011), klinikte uygulanacak ilaglarin
dokularda etkisine bakilmasi i¢in model gelistirilmesinde (Haycock, 2011) 3B hiicre
kiiltiirii modellemelerine bagvurulmaktadir. In vivo hayvan modellemelerinin etik ve
bilimsel olarak baski altinda olmasi, maliyetli olmasi, insanlardaki etkisinin tam
olarak modellenememesi, istenmeyen Oliimler ve reaksiyonlar gelismesi gibi olgular
hayvan deneylerinden 3D hiicre kiiltiirii modellemelerine olan yonelimi artrmistir

(Swinney ve Anthony, 2011).

2B hiicre kiiltiirlerinde oldugu gibi 3B hiicre kiiltiirlerinde de farkli yontemler vardir

ve yapilacak olan ¢aligmaya gore secim yapilmalidir (Knight ve ark., 2015):
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Sferoidler; hiicrelerin kendi hiicre dis1 matriks bilesenlerini olusturdugu, ¢ok hucreli
kiimelerden (agregatlardan) olusur (Lin ve Chang, 2008) ve herhangi bir kualtur
substratina yapismayan toplanmig hucreleri belirtir (Fennema ve ark., 2013).
Hicreler arasindaki reaksiyonlar ve hucreler ile matriks arasindaki reaksiyonlari

gOsteren bir tur ¢ boyutlu hiicre modellemesidir (Fennema ve ark., 2013).

Sferoid yapilar1 farkli yollarla tretilebilir:

Asili damla yontemi

Statik s1v1 kaplama teknigi

Mikrowell dizileri teknigi

Mikroakiskan kanallar yontemi

Uygulanabilirligi kolay ve ekonomik olan asili damla yontemi yaygin olarak
kullanilmaktadir. Hiicreler, bir petri kabinin kapagi lizerinde asili birakilmis damla
seklinde Kulture edilir ve hucrelerin damlaciklarin petriye bakan bdlumlerinde
sferoid olusturmasi beklenir (Harrison ve ark., 1907;Duinen ve ark., 2015). Besiyeri
degisimine imkan veren bir yontemdir. Bagka bir teknik, askiya almmis hiicrelerin
yapiskan olmayan bir alt tabaka iizerinde kiiltiirlendigi statik sivi kaplama teknigidir
(liquid overlay technique, LOT). Bu teknik hiicrelerin bir yiizeye yapismak yerine
kiimelenmeleriyle olusur (Yuhas ve ark., 1977). Bir bagka yontem ise mikrowell
dizileri teknigidir. Yontem, yapigsmaz 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda yuvarlak dipli
topaklarin olusturulmasma dayanir (Napolitano ve ark., 2007). Mikroakiskan
kanallar yontemi, siirekli kontrol edilen agregatlarin {iretimi i¢in olanak saglayan
tekniktir. Bu yontem i¢in biraz daha teknolojik bir alt yapiya ihtiyag¢ vardir (Torisawa
ve ark., 2007).

3B kat1 iskeleler (matriksler), hiicreleri desteklemek i¢cin 3 boyutlu bir alan saglar ve
bunlarin dogal 3B doku benzeri yapilar olusturmasina izin verir. Skafold (kati iskele)
bir dizi dogal ve sentetik malzemeden {iretilebilir. Dogal biyomateryaller genellikle
kollojen, fibrin ve hyaluronik asit gibi hicre dis1 matriksin (ECM) gesitli
bilesenlerine dayanir, ancak dogal olarak digerlerini (ipek, jelatin, kitosan, ve aljinat
dahil olmak iizere tiiretilmis materyaller) de igerebilir. Biyolojik olarak uyumludur
ve hiicre yapigsma bolgeleri igerir (Moroni ve ark., 2008). Sentetik materyallerden
imal edilen iskeleler, hiicre farklilagmasini ve hiicre yapigsmasimi etkiledigi belirlenen

belirli bir kimyasal bilesim ve ayarlanabilir mekanik 6zellikler gibi avantajlara
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sahiptir. Sentetik polimerler (plastikler, kauguklar, fiberler vb.) kullanilarak iiretilir.
Sentetik bir iskele tekrarlanabilirligi saglar. Sentetik iirlinler gozeneklilik, liflilik,
gecirgenlik ve mekanik stabilite ile dogal ekstraseltiler matriksi taklit eder
(Chaicharoenaudomrung ve ark.,, 2019). Bu materyallerin se¢cimi tamamen

arastirmactya ve yapilacak olan ¢alismaya gore degismektedir.

Hidrojeller, yiiksek su igerigine sahip agaroz, fibrin, kollojen veya hiyaluronik asit
gibi capraz bagh dogal bir malzemenin gevsek bir iskele sisteminde hicrelerin
kiimelesmesine olanak saglayan materyallerdir. Doku benzeri su icerigi ve kolay
ayarlanabilen biyokimyasal ve mekanik 6zellik saglarlar. Matriks liretimini ve diger
hiicre biyoaktivitelerini saglamak i¢in yavas ¢Ozilinen ve i¢ alan iireten bilesenlere

sahiptir (Ruedinger ve ark., 2015).

Svi tabanli yontemler, mikroakiskanlar, mikro-tasiyici sistemler, mikroakiskan
cipler gibi bircok farkli sistemden olusurlar (Whitesides, 2006). Mikroakiskan
teknikler, 3 boyutlu kultir modellerinin fizyolojik uygunlugunu arttirabilmek igin
olusturulan mikrometre boyutundaki kanallardaki akiskanlar (zerinde uzamsal
kontrole izin veren sistemlerdir. Mikroakiskan cihazlar; kanserlerin tespiti,
embriyonik gelisim mekanizmalarinin anlasilmasi ayrica gelismekte olan tlkelerde

bir teshis araci olarak ve daha bir¢cok uygulama i¢in kullanilmaktadir (Gogoi ve ark.,

2016).

3B biyobaski teknigi (3D bioprinting); genel olarak, malzemelerin basildigi,
katilastirildigi ve birbirine baglandig1 hesaplama kontrolii altinda 6zellestirilmis 3B
yapilarin insas1 olarak adlandirilan, son zamanlarda gelistirilen bir teknolojidir
(Andersen ve ark., 2015). Hicrelerden ve biyomateryallerden olusan biyolojik
yapilarin, birka¢ milimetreden santimetreye kadar degisen kicuk bir boyutta
basildigi 3B doku baskisidir. Bu teknik, biyouyumlu malzemeler, hicreler ve
destekleyici bilesenlerin 3B formatlarini olusturmak i¢in kullanilir. Hiicre fonksiyonu
ve canliligi basili yapilar ig¢inde siirdiiriilebilir oldugundan damar benzeri tipler,
bobrek, kikirdak, suni deri ve doku yapilar: gibi kok hiicreler iretilebilir (Murphy ve
Atala, 2014;Tasoglu ve Demirci, 2013). 3B bioprinting teknigi, canli hiicreler iceren
geometrik yapilar liretme kabiliyetinin yan1 sira, hassas tekrarlanabilirlik ile yliksek

verim uygulamalarmi da kolaylagtirmaktadir (Knowlton ve ark., 2015).
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Yara ve yara modellemesi canli hayat oldugu siirece onemini yitirmeyecek ve hep
giincel kalacak konulardandir. Bu ¢alismada; yara ve yara iyilesmesi i¢in yapilan in
vivo modellemelerin yerini alabilecek veya yerine tercih edilebilecek, hayvan
modellemelerinde olusan yara iyilesmesi surecinde farklilik gosteren fizyolojinin
yerine aragtirilmak istenen canlinin hiicreleri kullanilarak direk canlida olusan hiicre
hiicre ya da hucre ECM etkilesimlerini daha iyi anlayabilecegimiz bir 3D kiiltiir
ortami olusturmak amaglanmistir. Ayrica bu olusturulan kiltir modellemesinde
klinik olarak kullanilan, yara iyilesmesini aktive inhibe eden maddeler kullanilarak

yapilan kultirin islevselligi kontrol edilmek istenmistir.

Cizelge 1.4. Hayvan modellemesi 2B hucre kiiltiirti ve 3B hicre kiiltiir kargilagtirmasi

in Vivo modelleme

2D hicre kaltari

3D hiicre kalturi

Insan ve hayvan yara iyilesme
biyolojisi farklidir

Yara hattinda olan htcre hiicre ve
hiicre ECM etkilesimlerini
gostermezler
Tek tip hiicre ile ¢aligilir

In vivo hiicre hiicre ve hiicre ECM
etkilesimini taklit edebilirler, farkli
hiicrelerkullanmilarak modelleme
yapilabilmektedir

Yara iyilesme siirecinin
gorintilenmesinde sinirlamalar
vardir

In vivo kosullarda olan sinyal
yolaklarim ve hiicresel iletimi
taklit edemezler

In vivo kosullardaki sinyal
yolaklarim taklit edebilirler.

Hayvan bakim besleme maliyeti
yuksektir

Cogalmalari ekilen alan yiizeyiyle
sinirhidir siirekli yenilenmesi
gerekir

Primer hiicre hatlar1 kullanilarak
organoid kultdrler elde edilebilir ve
bu da kisiye 6zel tedavileri miimkiin
kilar

Etik sorunlar1 beraberinde getirir

Hiicreler zamanla fenotiplerini
kaybeder

Yasam siireleri 2D hiicre
kilttrindekilerine gore ¢ok daha
uzundur

Miidahaleler sirasinda istenmeyen
durumlar gelisebilir(6lim, sepsis
vb.)

Genellikle toksikasyon
¢alismalarinda kullanilirlar

Hem hastalik modellemelerini hem
toksikasyon modellemelerini
miimkiin kilar ve in vivo
modellemelere yakin sonug verir

Caligma siiresi uzundur sonug
almak i¢in uzun zaman gerekir.

Caligsma slresi kisadir tek seferde
birden ¢ok hiicre hattiyla
calisilabilir

Zaman agisindan tek seferde birden
¢ok calilmaya olanak sagladigindan
avantaj saglar

Tekrarlanmasi zor ve ekstra
maliyet gerektirir

Tekrarlanmas1 hayvan
modellemelerine gore kolaydir ve
Hayvan modellemelerine gore
daha ekonomiktir

Tekrarlanmast hayvan
modellemelerine gore kolaydir ve
Hayvan modellemelerine goére
ekonomiktir

Cevre sartlar1 kontrol altinda
tutulamaz

Cevre sartlart tamamen
calismaciya baglidir ve kontrol
altindadir

Cevre sartlar1 tamamen ¢alismaciya
baglidir ve kontrol altindadir
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2.MATERYAL VE METOT

2.1.1.929 FARE FIBROBLAST HUCRE HATTI ve
HACAT KERATINOSIT HUCRE HATTI URETIMIi

Kirikkale Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma
Merkezi (KUBTUAM) arsivinde bulunan hiicre hatlar1 1.929 (cat no: NCTC klonu
929) ve Hacat (cat no: CLS; 300493) kullanilarak ¢aligmaya baglanildi. Tiim ¢alisma,
cevresel faktorlerden etkilenilmemesi ve kontaminasyonun gergeklesmemesi adina
biyoguvenlik sartlarina uyularak biyoglvenlik kabininde yapildi. Hicrelerin
ekiminde kullanilacak olan kultlr vasati; DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium, 4.5 g/L Glucose, w/ Sodium Pyruvate, w/out L- Glutamine), %10 fétal
buzagr serumu , %1 penisilin-streptomisin ve , %1 L -Glutamine ve
dondurulmasinda kullanilacak olan dondurma vasati (9 ml FBS ve 1ml DMSO)
kullanilarak hazirlandi. Sivi azot tankinda bulunan dondurulmus stok hiicreler 37 °C
su banyosunda ¢0zdiiriildii ve hazirlanan kiiltiir vasatindan 2ml eklenmis 10ml’ lik
falkonun igine alindi. 200 x g de 8 dakika santriflij edildi. Santrifiijleme islemi
sonras1 hucre peleti dibe ¢okmiis olan fakon biyoglvenlik kabinine alindi ve
islemlere burada devam edildi. Falkonun Uzerinde kalan slpernatant dokdldi ve
iizerine 1 ml kiiltiir vasati1 eklenerek pipetaj yapildi. T -75 hiicre kiiltiir flasklarma
Sml kiiltiir vasat1 eklendi bir siire 37°C de bekletildi. Gerekli 1sinma gerceklestikten
sonra bu hiicre kiiltiir vasati siispansiyonundan 500’ er uL bu flasklara ekim yapildi.
Ekim yapilan hiicre flasklar1 37 °C’ de %4 CO2’li etiivde kiiltiire edildi. Hiicreler
flask hacminin %80°1ik boliimiinii kapsayacak kadarlik hacme sahip olana kadar besi
yeri degistirilip kontrol edildi. Hicre ¢ogalmasi %80lik birlesmeye ulastiginda
hicreler flask basma 3’er ml olacak sekilde tripsin EDTA eklenilerek tripsinize
edildi. Tripsinizasyon islemi sonrasi flask yiizeyinden ayrilan hiicreler 3’er ml kiiltiir
vasat1 eklenmis falkonlara almarak santrifiij edildi. Santrifiijleme sonras: dibe ¢oken
hiicrelerin tlizerindeki marazi maddeler dokiildii ve 3.16 ml dondurma vasat1 eklenilip
pipetaj yapildi ve dondurma tuplerine 1.8ml eklenilerek dondurulup ¢alisma
basladiginda kullanilmak iizere -80°C’ ye kaldirildi. Bu islem her iki hiicre hattindan

da 8’er adet dondurulana kadar devem edildi.
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Hiicre iskeleti olusturmak, hiicre hiicre etkilesimlerini saglamak ve matriksi taklit
etmesi icin matrigel ve PRP (platelet rich plasma) kullanildi. Kullanilacak olan
matrigel ve PRP(platelet rich plasma)’in hazirlanmas1 ve kullanimi ¢alisma plani

gruplandirmalarinin altinda ayrintili olarak anlatild1.

2.2.CALISMA PLANI

Caligsma Ug¢ farkli grupta yapild:
I.  PRP — Fibroblast
Il.  Matrigel — Fibroblast

I1. PRP — Fibroblast — HaCaT

2.2.1. PRP = Fibroblast Grubu

Daha oOnceden pasajlamasi yapilan L929 fibroblast hucrelerini ¢ozdirip ekim
yapilarak isleme baslandi. Daha dnce izlenilen hicre ekim proseduri izlenerek
hiicreler ¢ogaltildi. %80’lik iliremeye ulastiktan sonra hiicreler siispanse hale getirildi
ve hiicre sayimmi ve canliligi 6l¢tiildii. Canlilik 6l¢iimii ve hiicre sayimui i¢in tripan blue
kullanildi. Hicre suspansiyonundan 10ul ve tripan blue boyasindan 10l bir
ependorf tiipiine alind1 ve pipetaj yapildi, olugsan yeni siispansiyondan 10ul alinarak
hiicre sayim slaydinin ‘A’ bolmesine eklendi ve hemositometre ile sayim yapildi.
Sonug 4.5x10° olarak saptandi. 24’liik plate icin kuyucuk basma 40.000 hiicre/ml
diisecek sekilde Kiltir vasati ile sulandirildi. 24 kuyucuklu plate’ in ilk 6
kuyucugunun tabanina 100uL hiicre siispansiyonundan ekim yapildi ve hiicrelerin

tutunmasi i¢in 37 °C” de %4 CO2’li etiive kaldirilarak 2 saat beklendi.

Beklenen siiregte PRP kiti ile alman kan 570 x g de7dk santrifiij edildi. Ustte kalan
plateletten zengin plazma bir enjektor yardimi ile ayri1 bir falkona alindi. 21 G ‘lik
igne ucundan gegirildi. Uzerine 2ml 0.06 Mm CaCl2.2H20 ¢ézeltisi ve %2 oraninda
penisilin x streptomisin kombinasyonu eklendi. Oda 1sisinda 2 saat bekletildi. Olusan
jel DMEM ile sulandirilarak 3 falkona béliindii. Kontrol grubu — Inhibitdr (%6°lik
H202) grubu — Aktivator (Trentilin Ampul ’etken madde: Pentoksifilin 100mg/5ml)
grubu olmak iizere gruplandi. Inhibitér grubuna %6’ lik H2O, den 0,4uM/L oraninda
stspanse edilerek eklendi boylelikle hidrojen peroksitin oksitleyici 6zelligi

kullanilarak hiicrelerin migrasyon yeteneginin nasil etkilendigine bakildi. Aktivator
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grubuna ise Trentilin Ampul’ den 10pg/ml oraninda stispanse edilerek eklendi.
Hazirlanan bu solusyonlar ettivden cikarilan plate Gzerinde gruplama yapilarak
100’er pL eklendi. Uzerine hazirladigimiz fibroblast hiicre siispansiyonundan 100pL
daha eklendi. Islem sonrasi fibroblastlarin 0.saat, 24. saat, 48.saat ve 72.saat olmak
uzere mikroskop altinda incelemesi yapilarak fotograflar1 gekildi ve kayit altina
alindi. Olusan sferoid ¢aplar1 ‘Image J’ programu ile Olgiilerek Microsoft Excelde

kayit altina alind1 ve grafiklestirildi.

Sekil 2.1. Laboratuvar ¢alismasi gorselleri

2.2.2. Matrigel - Fibroblast Grubu

TUm calisma cevre kontaminasyonu ve biyo guvenlik agisindan biyo givenlik
kabininde yapildi. Daha Onceden pasajlamasi yapilan ve -80 °C’de bulunan stok
L929 fibroblast hiicrelerini ¢ozdiiriip ekim yapilarak isleme baslandi. Bu islemem
daha once anlatilan prosediirle yapildi. Ekim yapilan hiicreler %80°lik kiiltiir kab1
alanin1 kaplayana kadar giin asir1 kontrolleri yapilip besi yeri degistirildi. Istenilen
cogalmaya gelen hiicreler tripsinize edilerek siispanse kiiltiir vasati ile siispanse hale
getirildi ve siispansiyondan 10pul ve tripan blue boyasidan 10 pl bir ependorf tiipiine
alinip karistirildiktan sonra 10plsi bir hiicre sayim slaydinin B bdlmesine alinarak
hemositometreyle hiicre saymmi yapilds; 3.9 x 10° oraninda sonuca ulasildi. Cikan
oran sonras1 bu hiicre siispansiyonu 1.25 x 10° oraninda olacak sekilde kiiltiir vasati
eklenerek yenide suspanse edildi. Olusan hiicre slspansiyonu kullanilarak asili
damlacik yontemi ile sferoid olusturmak icin 10 cm ¢apindaki steril petrinin kapak
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kismina 20’ ser uL damlaciklar eklendi. Sferoid olusmasi sirasinda ortamdaki nemi
korumak igin petrinin alt tabanina 5ml PBS konuldu. Kapak damla yapisi
bozulmadan hizli bir sekilde ters ¢evrilerek kapatildi ve 37 °C’ de %4 CO2’li etiivde
72 saat boyunca uremeye birakildi.

Sekil 2.2. Asili damla yontemiyle gémulecek olan sferoidlerin olusturulmasi

72 saat sonunda olusan bu sferoidler matrigel matrix’e ( Corning® Matrigel® Matrix
REF:356234, 5ml) gomiildi. Bu islem i¢in -20 °C’de bulunan matrigel matrix bir
gece dnceden +4 °C’ ye ¢ikartildi. Islem 6ncesi kullanilacak olan pipet uglar1 streril
bir sekilde -20 °C’de 10 dakika sogutuldu ve matrigel matrix ile yapilan tiim islemler
buz akiisli iizerinde siirdiiriildii. 24 kuyucuklu plate’in iizerinde kullanilacak olan
kuyucuklar isaretlenerek tabanina 100 pL matriks pipet ile konuldu ve plate 37 °C’
lik etiive kaldirilarak 30dk beklenildi. Boylelikle soguk ortamda sivi halde bulunan
matrixin jellesmesi saglandi. 30dk’nin sonunda daha 6nceden hazirladigimiz petride
bulunan sferoidler 21G igne ucu ile alinarak jellesen matrigellerin tam ortasmna
kabarcik olusturulmadan birakildi iizerine 100 puL matrigel eklenip 6nceki sferoidin
tam tlizerine gelecek sekilde ikinci sferoid bir 6nceki asamalarin aynis1 uygulanarak
eklendi. Kontrol kuyucuklarina 500uL standart kiiltiir vasati; migrasyon aktivasyon
grubuna Trentilin Ampul (Trentilin Ampul ’etken madde: Pentoksifilin 100mg/5ml)

den 10ug/ml olacak sekilde standart kiltlr vasati ile slispanse edilerek 500uL ve
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migrasyon inhibisyon grubuna ise %6’lik H20. den 0,4uM/L oraninda slspanse
edilerek eklendi. Olusan sferoid yapilarin alanlar1 0, 24, 48 ve 72 nci saatlerde konrol
edilerek fotograflandi. Cekilen fotograflar ‘Image J° programu ile Olgilerek
degerlendirilip grafiklendirildi.

2.2.3. PRP = Fibroblast — HaCaT Grubu

Daha onceden pasajlamast yapilan L1929 fibroblast hiicreleri ve HaCaT hiicrelerini
cozdirlp ekim vyapilarak isleme baslandi. -80 °C’de bulunan stok hicreler
¢ikartilarak 37 °C su banyosunda c¢Ozduruldi. Daha oénce yapilan hicre ekim
prosediirii izlenerek ekim yapildi ve %80’lik ¢ogalmaya ulastiginda siispanse hale
getirilip; hiicrelerin canlilik oranlar1 6l¢iildii. Canlilik 6lgtimii ve hiicre sayimi igin
tripan blue kullanildi. HaCaT hiicre suspansiyonundan 10ul ve tripan blue
boyasindan 10ul bir ependorf tlpune alindi ve pipetaj yapildi. Olusan yeni
stispansiyondan 10ul alinarak hiicre sayim slaydinin ‘A’ b6lmesine eklendi ve
hemositometre ile sayim yapildi1 (3.6 x 10°). Ayn1 islem 1.929 fibroblast hiicre hatt1
icinde yapildi (4.9 x 10°). 24 kuyucuklu plate i¢in kuyucuk basma 40.000 hiicre/ml
olacak sckilde kiltir vasati ile yeni hiicre siispansiyonlar1 hazirlandi ve plate
Uzerinde istenilen kuyucuklara fibroblast suspansiyonundan 100uL ekim yapildi 2
saat 37 °C’de etiive kaldirildi. Daha 6nce kullandigimiz PRP’ den olusturdugumuz
PRP Aktivator — inhibit6r ve kontrol grubundan 100’er uL eklenerek hiicre yiizeyleri
kapatildi. Uzerine HaCaT hiicre siispansiyonundan 100uL eklendi. 0, 24, 48 ve 72
saatleri fotograflanarak sferoidlerin ¢aplar1 degerlendirildi. ‘Image J’ programu ile

Olctimleri yapildi ve sonuglar grafiklestirildi.
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3. BULGULAR

Yapilan mikroskobik incelemede {i¢ yontemde de hiicre hiicre kompleks yapilarin
sferoid olusturdugu goriilmiistiir. Olusan sferoid yapilarin aktivator ve inhibitorler
kullanilarak artip artmadig1 da ortaya konmustur. Aktivator ve inhibitér maddeleri
yara iyilesme slrecinde iyilesmeyi destekleyen ve inhibe eden maddelerden
secilmistir. Hucrelerin ¢ogalip birbirleriyle etkilesimi seklinde olusan sferoid
yapilar(kiirecikler) klinik olarak yara iyilesmesini aktive eden preparatin kullanildig:
aktivator gruplarinda belirgin bir sekilde cogalmis ve biiyiimiistiir (Sekil 6.1,6.4,6.7).
Inhibitér gruplarinda ise bazi gruplarda sferoid olusumu gériilmiis fakat az sayida ve
kiglk sekillerde belirlenmistir (Sekil 6.2, 6.8), bazi gruplarda ise kullanilan
hiicrelere iskelet olusturacak yapiy1 bozdugu ve hiicrelerde 6liime neden oldugu i¢in
cok kiclk yapilarda goriilmiis ya da goriilmemistir ( Sekil 6.5). Amacimiz ilag
etkisini  Olcmek olmadigindan bu konuya yonelik baska bir degerlendirme

yapilmamistir.

Mikroskobik incelemede de goriildiigii gibi yara iyilesmesini destekleyen aktivator
ve inhibitér maddelerin 3B hicre kiltirinde hicre hicre kompleks yapilarin
olugsmasini artirtp azaltarak yara bdlgesine migrasyonun artip azaldiginin ortaya
konulabilecegi goriilmiistiir. Calismamizda olusan sferoid yapilarin ‘/mage J’ ile alan
ve cevre Olcumleri yapilmustir. Sonuclar grafiklestirilerek karsilastirilmistir. Bu
karsilastirmada ise sonuclar PRP’ nin jel formunun hiicre destek agi olarak
kullanildig1 gruplarda, sferoid olusumunun oldugu fakat matrigelin hiicre destek agi
olarak kullanildig1 gruplardaki kadar biiyiik sferoid yapilarmm olusmadigmi ortaya
koymustur. PRP kullanilan gruplarda matrigel kullanilan gruplara gére daha kiiciik
sferoidler olugsa da matrigele gore bir avantaji vardir bu da PRP kullanilan gruplarda

inhibitdr gruplarinda da azda olsa sferoid yapilarin olustugu ve belirgin olmasidir.

Calismamizda yara iyilesmesinde en ¢ok etkili olan fibroblast ve keratinosit hiicreleri
kullanilmis ve bunlarin birbiriyle olusturdugu sferoid yapilar incelenmistir. Olusan
sferoid yapilarm biiyiikliigii ve ¢oklugu bize migrasyon olgusunun hizi ve olusumu
konusunda bilgi verici olmaktadir. Calismada kullanilan PRP ve Matrigel ise
hiicrelerin kompleks yap1 olusturmasina iskelet olusturmaktadir. Matrigel kolloajenin

boslugunu doldurmakta PRP ise yara bolgesine hiicre migrasyonunu hizlandiran
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plateletleri ihtiva etmektedir. Kullanilan aktivatér ve inhibitér maddeler ise klinik

olarak kullanilan materyallerdir.
Calisma gruplar1 incelendiginde:

Kontrol gruplar1 incelendiginde sferoid olusumlarinin oldugu fakat matrigel kontrol
grubundaki kadar biiyiik ve belirgin olmadig1 goriilmiistiir. Kontrol gruplar1 arasinda
diger bir farkta HaCat ile yapilan ¢aligmada olusan sferoid yapilarin sadece fibroblast
ile yapilan calismadaki fibroblastlara gore daha belirgin ve buyik olmasidir.
Aktivator gruplarinda olusan sferoidlerin 72.saatte kii¢iik ama ¢ok sayida oldugu 24.
ve 48. saatlerde ise olusumlarin yeni basladigi ve daha biiylik yapilarin da oldugu
goriilmiistiir. Inhibitér grubu calismalarinda matrigel grubunda kullandigimiz
inhibitériin matrigel formunu bozmasindan dolay1 bir sonuca ulasilamamistir fakat
fibroblast ve keratinosit hucreleri ile yapilan ¢alismalarda 24. ve 48. saattlerde
sferoid olusumlar1 goriilmiis fakat olusan sferoid yapilarn kicuk yapilar oldugu
goriilmiistiir. 72.saatlerde ise sferoid yapilara rastlanmamis olusan yapilarinda

bozuldugu goriilmiistiir.
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3.1. MIiKROSKOP GORUNTULERI

I. PRP ve Fibroblast Grubu

Sekil 3.1. PRP - Fibroblast (L929) kontrol grubu sferoid olusumu inverted mikroskop
goruntdsd

(A) Kontrol grubunun 0. Saat gorintusi = 100 um (B)Kontrol grubunun 24. Saat goriintusti = 100
pm (C)Kontrol grubunun 48. Saat géruntiisi = 100 um (D)Kontrol grubunun 72. Saat
gOrunttisti = 100 pm ( Fibroblast hiicreleri beyaz oklarla gosterilmistir - Sferoid yapilar: siyah

oklarla gosterilmistir)
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Sekil 3.2. PRP - Fibroblast (.929) aktivator grubu sferoid olusumu inverted mikroskop
goruntisd

(A) Aktivatdr grubunun 0. Saat gorintisi = 100 pm (B) Aktivator grubunun 24. Saat goriintisi =
100 pm (C) Aktivatdr grubunun 48. Saat goriintlisii = 100 pum (D) Aktivator grubunun 72.
Saat gorintist = 100 pm
(Sferoid yapilar: siyah oklarla gosterilmistir)
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Sekil 3.3. PRP — Fibroblast (1.929) inhibitoér grubu sferoid olusumu inverted mikroskop

gérintusi

(A) Inhibitér grubunun 0. Saat goriintiisii = 100 um (B) Inhibitdr grubunun 24. Saat goriintiisii =
100 pm (C) Inhibitér grubunun 48. Saat gortntiisti = 100 um (D) Inhibitér grubunun 72. Saat
goruntisu = 100 pm

(Sferoid yapilar: siyah oklarla gosterilmistir)
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Il.  Matrigel — Fibroblast Grubu

}
100 pm

Sekil 3.4. Matrigel — Fibroblast (1.929) kontrol grubu sferoid olusumu inverted mikroskop
goruntisd

(A) Kontrol grubunun 0. Saat gorintiisi = 100 um (B)Kontrol grubunun 24. Saat gorintiist = 100
pm (C)Kontrol grubunun 48. Saat gérunttsi = 100 pum (D)Kontrol grubunun 72. Saat
gorintdsu = 100 pm

(Sferoid yapilar: siyah oklarla gosterilmistir)
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Sekil 3.5. Matrigel — Fibroblast (1.929) aktivaér grubu sferoid olusumu inverted mikroskop

gérintusi

(A) Aktivadr grubunun 0. Saat gorintisi = 100 um (B) Aktivadr grubunun 24. Saat gorintusi =
100 pm (C) Aktivadr grubunun 48. Saat gortintlisi = 100 um (D) Aktivadr grubunun 72. Saat
goruntisu = 100 pm

(Sferoid yapilar: siyah oklarla gosterilmistir)
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Sekil 3.6. Matrigel — Fibroblast (1.929) inhibitor grubu sferoid olusumu inverted mikroskop
goruntisd

(A) Inhibitér grubunun 0. Saat gériintiisii = 100 um (B) Inhibitér grubunun 24. Saat goriintiisii =
100 pm (C) Inhibitor grubunun 48. Saat goriintiisti = 100 um (D) inhibitér grubunun 72. Saat
gorintdsu = 100 pm

(Sferoid yapilar: siyah oklarla gosterilmistir)
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I1l.  Fibroblast — PRP- HaCaT Grubu

Sekil 3.7. Fibroblast (L929) — PRP - HaCaT kontrol grubu sferoid olusumu inverted mikroskop
goruntisd

(A) Kontrol grubunun 0. Saat gériinttisii = 100 um (B)Kontrol grubunun 24. Saat gorintisi = 100
um (C)Kontrol grubunun 48. Saat goriintiisti = 100 um (D)Inhibitér grubunun 72. Saat
gorintlsu = 100 pm

(Sferoid yapilar: siyah oklarla gosterilmistir)
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Sekil 3.8. Fibroblast (L929) — PRP - HaCaT aktivator grubu sferoid olusumu inverted

mikroskop gorintusu

(A) Aktivatdr grubunun 0. Saat goriintisti = 100 pm (B) Aktivatdr grubunun 24. Saat gorintusi =
100 pm (C) Aktivatdr grubunun 48. Saat goérunttsi = 100 um (D) Aktivator grubunun 72.
Saat gorintisi = 100 pm

(Sferoid yapilar: siyah oklarla gosterilmistir.)
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Sekil 3.9. Fibroblast (L929) — PRP - HaCaT inhibitdr grubu sferoid olusumu inverted

mikroskop gorintisu

(A) Inhibitér grubunun 0. Saat gériintiisii = 100 um (B) Inhibitor grubunun 24. Saat gériintiisii =
100 pm (C) Inhibitor grubunun 48. Saat goriintiisti = 100 um (D) inhibitér grubunun 72. Saat
gorintlsu = 100 pm

( Sferoid yapilari siyah oklarla gosterilmistir)
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3.2.0LUSAN SFEROID YAPILARIN KARSILASTIRILMASI,
ALAN ve CEVRE OLCUMLERININ DEGERLENDIRILMESI

{ fets Resuls

M Fie it Frt Rests

it Font Resuts

. R "

B! 5600 10 26 05 63EM

Sekil 3.10. PRP- Fibroblast (L929) kontrol grubu 24,48,72°nci saatlerde olusan sferoidlerin alan

ve ¢evre oOl¢iimleri ‘Image J° program kullanilarak

(A) 24.saat (B) 48.saat (C) 72.saat

A  Resuls

File Edt Font Resuls

Sekil 3.11. PRP- Fibroblast (L929) aktivatdr grubu 24,48,72°nci saatlerde olusan sferoidlerin

alan ve gevre 6lctimleri ‘Image J° programi kullanilarak

(A) 24.saat (B) 48.saat (C) 72.saat

42



) 4 Results

f File Edit Font Results
Area |Mean |Min [Max |Perim.
3968 101564 44 254 223083

£ Results
File Edit Font Resuits

Sekil 3.12. PRP- Fibroblast (1.929) inhibitor grubu 24,48, nci saatlerde olusan sferoidlerin alan

ve cevre olciimleri ‘Image J° program kullanilarak

(A) 24.saat (B) 48.saat /72.saatte belirgin bir sferoid yapisi goriillememistir.

(I AR R

Sekil 3.13. Matrigel - Fibroblast (L929) kontrol grubu 24,48,72’nci saatlerde olusan sferoidlerin
alan ve gevre dlctimleri ‘Image J° programi kullanilarak

(A) 24.saat (B) 48.saat (C) 72.saat
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Sekil 3.14. Matrigel - Fibroblast (L929) aktivator grubu 24,48,72’nci saatlerde olusan
sferoidlerin alan ve gevre dl¢iimleri ‘Image J° programi kullanilarak

(A) 24.saat (B) 48.saat (C) 72.saat

110384 130761 3 253 361263

Sekil 3.15. HaCaT - PRP- Fibroblast (L929) kontrol grubu 24,48,72°nci saatlerde olusan
sferoidlerin alan ve gevre 6lglimleri ‘Image J° program kullanilarak

(A) 24.saat (B) 48.saat (C) 72.saat
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Sekil 3.16. HaCaT - PRP- Fibroblast (L929) aktivator grubu 24,48,72’nci saatlerde olusan
sferoidlerin alan ve gevre dl¢iimleri ‘Image J° programi kullanilarak

(A) 24.saat (B) 48.saat (C) 72.saat

- o %

o i -
3 ME 221437

4730 182281 90 254 245044

Sekil 3.17. HaCaT - PRP- Fibroblast (1.929) inhibitor grubu 24,48 nci saatlerde olusan
sferoidlerin alan ve ¢evre dlctimleri ‘Image J° programi kullanilarak

(A) 24.saat (B) 48.saat /72.saatte belirgin bir sferoid yapis1 goriilememistir.
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Cizelge 3.5.
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Cizelge 3.7.
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Cizelge 3.9.
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4. TARTISMA ve SONUC

Yara ge¢misten bu giine iizerinde bir¢ok ¢aligma ve arastirma yapilan bir olgudur.
Dokularda yaralanma ve iyilesme siirecindeki mekanizmalarda hep merak edilmis ve
arastirilmistir (Barbul ve Efron, 2015). Yara olusumu, iyilesme siirecindeki
mekanizma, iyilesme icin tedavi yontemleri arayislarida diinya ¢apinda yaygin olarak
en ¢ok arastirilan ve deneyimlenen konular arasinda yer almaktadir (Daunton ve ark.,
2012). Yara modellemelerinde in vivo, in silico, ex vivo, in vitro gibi bircok
modelleme yapilmaktadir (Ud-Din ve Bayat, 2017).

Bu caligmalar icerisinde olan ve canli ortamda calisma anlamimna gelen in vivo
modellemeler yara iyilesme siirecindeki kompleks olaylarin incelenmesi i¢in en ¢ok
tercih edilenleridir. In vivo calismalar ¢ok tercih edilsede deney hayvanlarmin deri
yapilar1 insandakine benzememesi ve iyilesme siirecinde gelisen olgular insandan
farkli olmas1 nedeniyle insanda olusan yara olusumu ve iyilesmesindeki fizyolojiyi
gostermemektedir (Greenhalgh, 2005). Deney hayvam1i yara modellemeleri
caligmalarinda kolay Uretilmesi, dayanikli olmasi, kismende olsa modellemenin
kolay olmasindan dolay1 siklikla ¢alisilan kemirgen grubu canlilardir; kemirgenlerde
yara iyilesmesinin kontraksiyon ile olmasi insandaki gibi graniilasyon dokusunun
gelismemesi, ayrica deri eklenti bezleri ve katmanlarnin yerlesimlerinin farkli
olmasi da ¢alisma sonuglarini olumsuz yonde etkilemektedir (Dorsett-Martin, 2004).
Deri yapist insana en yakin canli domuzdur. Kemirgenlerde dermis, epidermis
kalinliklar1 inceyken domuz ve insanda kalindir. Yara iyilesmesi kemirgenlerde
kontraksiyon ile olurken insan ve domuzda granilasyon ve epitelizasyon ile
gerceklesmektedir. Domuz ve insanda kil folikiil yapilar1 benzerken, kemirgenlerde
kil folikiiliiniin fazla olmasida insanlardan ayiran 6zelliklerdendir. Kemirgenlerde
apokrin ter bezleri memeye lokalize olmus durumdayken insanda perine ve aksillada
domuzlarda ise viicutta yaygin halde bulunmaktadir (Dorsett-Martin, 2004;Sulivan
ve ark., 2001;Wong ve ark., 2011).

Google schoolar tzerinde son 5 yil baz alinarak yapilan ¢alismalar aratildiginda
‘wound healing mouse model’ ad1 altinda 18.800 sonug, ‘wound healing rat model’
aramasinda 19.200 sonug, ‘wound healing rabbit model’ aramasinda 18.200 sonug,

wound healing pig model aramasinda ise 17.700 sonu¢ oldugu gorilmektedir.
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Calismalarda hayvanlarm kullanilmasi hem etik sorunlar1 beraberinde getirmekte
hemde caligmalar sirasinda istenmeyen durumlarin gelismesine neden olmaktadir.
Calisma srasinda yapilan miidahalelerde hayvanlarda sepsis gelismesi, miidahale
sirasinda sok gelismesi ya da yapilan midahalelerin hayvan (zerinde istenilen
etkileri yaratmamasi, yapilan midahaleyi hayvanin tamamen tolere etmesi gibi
olgularla sonuglanabilmekedir (Kaya ve Cevik, 2011). Hayvanlarin bakimi ve
beslemesi, 6len hayvanlarin yerine konmasi, c¢aligmanm Yyinelenebilmesi gibi
durumlar hem ekstra zaman hem de ekstra ekonomik kiilfet gerektirmektedir (Yegen
ve Goren, 2005) . Sauer ve ark. Yaptiklar1 calismada alternatif tim yollar
denendikten sonra hayvan deneylerine basvurulmasi gerektigini savunmuslardir.
Deney hayvant modellemelerinde hayvanin ¢evre kosullarindan etkilenmensinin
Oniine gecilememesi, ilag uygulamalarinda uygulanan ilacin 6nce metabolize olmasi
ve tum etkisinin net bir sekilde ortaya konamamasi, uygulamalara hayvanlarin
gosterdigi reaksiyonlar calismalarda kisitlayic1 faktorlerdir (Karajus, 2016). Tim
bunlarin 1s18inda insan doku ve hicrelerinin tim 6zelliklerini yansitan hiicre
kiltdrleri kullanim1 ve gelistirilmasi son yillarda 6n plana ¢ikmaya baslamustir.
Hayvan ¢alismalarindaki etik kaygilar ve Insani Deney Teknigi ilkeleri (4R Ilkesi)
disiiniildiigiinde yapilacak olan deneylerin hiicre kiiltiiriine tasmmmasi1 bu kaygilari
ortadan kaldirmaktadir. Tarihi ¢ok eskilere dayanan hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 2B
olarak canli dokusundaki hiicrelerin aktivitelerini, yapilarini, gelisimlerini incelemek

icin kullanilmaktadir (Duval ve ark., 2017).

Toksikolojik, farmakolojik, mikrobiyolojik, onkolojik incelemeler gibi bir¢ok farkli
alanda kullanilan ve canli hayat: i¢in 6nemli gelismelerin olusmasina zemin
hazirlayan hiicre kultiri ¢aligmalar1 yara modellemeleri ve yara iyilesmesinde
gelisen hucresel aktivitelerin incelenmesinde de kullanilmaktadir (Huh ve ark.,
2011;Duval ve ark., 2017). Bu calismalar son yillara kadar 2B hiicre kiiltliriinde
modellenmekte dnce yara olusumunu Karakterize etmek icin tabanda kapli olan
hicrelere mekanik bir zarar verilmekte sonra da htcrelerin bu bdlgeye goclerine,
kullanilan ya da gelistirilen ilaglarin hlcresel etkilerine, toksik olup olmadigina,
mekanik yaralanmalara karsi hiicresel yanitlara bakilmaktadir (Liang ve ark.,
2007;Jonkman ve ark., 2014). Bu c¢aligmalarla Olgiilebilir sonuglar elde edilse de
gelisen teknoloji ve artan arayislar sonucunda 2B hicre kiltirlerinin hayvan

deneylerine kolay tekrarlanabilir olmasi, gevre sartlarmin kontroliiniin
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saglanabilmesi ve ekonomik olmasi agisindan alternatif oldugu fakat in vivo ortamda
gelisen kompleks olay1 yansitmada eksik kaldig1 sonucuna varilmistir (Mazzoleni ve
ark., 2009). Hicre uremesinin kiltir vasat1 ve kiltir kabindaki taban ile smnirh
olmasi, hiicre hiicre ve hicre ECM etilesimlerinin sinirli olmasi da 2B hiicre
kiiltiirlerinin canlidaki organoid yapiy1 yansitmadaki sinirliliklarindandir (Bonnier ve
ark., 2015;Choi ve ark., 2010). Bu sinirliliklarin ortadan kalkmasi ve in Vvivo
organoid yapinin ve reaksiyonlarinin incelenmesi ¢aligmalarinin artmasi ve gelisen
arastirma teknikleri sonucu 3B’li hiicre kiiltiirleri yapilmaya baslanmistir (Duval ve
ark., 2017). 3B hiicre kiiltiirlerinde olusan sferoid yapilarda hiicre hiicre ve hiicre
ECM etkilesimleri sonucu proliferasyon, polarizsyon gen ve protein ekspresyonlari
gibi birgok hiicresel davranisin izlenilebilirligini in vivo sartlardaki gibi sagladig:
goriilmiistlir (Steinwechs ve ark., 2016;Marby ve ark., 2016). 3B hiicre kiiltiiriiniin
temelinde ekstraseliiler matriks benzeri bir yapida (s1vi, kat1) olusan sferoidlerin in
vivo sartlardaki yapisal protein ve molekkiillerin salgilanmasinin saglanmasi bulunur
(Weaver ve ark., 1997;Lin ve ark., 2008). 3B hiicre kiiltiirlerinin kullanilarak yapilan
bircok ¢aligmada 3B hiicre kiiltiirlerinin 2B hiicre kiiltiirlerine oranla in vivo olgulara
daha yakin oldugu ve alinan sonuglarm deney hayvani g¢alismalar1 sonuglarina
yakinligr g6z onlne konulmustur (Polat, 2020). Bu c¢alismalar 1s1ginda 3B yara
modellemelerinin yapilip yapilamayacagi ve yara iyilesmesinde etkin rol alan
hicrelerin yine yara iyilesmesinde kullanilan ve iyilesmeyi hizlandiran etkenler
karsisinda ne tepki verecegini arastirmak i¢in bu ¢alisma yapilmustir. Iki farkl iskele
kullanilarak olusturulan ii¢ farkli hiicre hiicre etkilesimlerinde yara iyilesmesinde en
cok rol alan hucrelerin 3B olarak kilturlenmesi ve yine yara iyilesmesini hizlandiran
ve inhibe eden maddelerin bu hicrelere etkisi incelendi. Calisgma gruplarmnmn
incelemelerinin degerlendirilmesinde olusan sferoid yapilarin ¢oklugu ve biiyiikligi
degerlendirildi. Yara iyilesmesinde fibroblastlarin migre ve prolife olmasi
aktivasyonu ile alakali oldugundan degerlendirme sferoidlerin sayisi  ve
bliyiikliigiiyle dogru orantilandi. Sferoidlerin sayist nitel olarak degerlendirmeye
alinirken olusan sferoid yapilarm alan ve ¢evre Olclimleri ‘Image J° programu ile
yapilarak nicel olarak degerlendirildi. Olusan sferoid yapilar ne kadar ¢oksa ya da
biiytiikse fibroblast etkinligi var ve migrasyon yapiyor olarak degerlendirildi. Yapilan
bu calismada kullanilan kanin PRP kismu da hem fibroblast hicrelerinin

aktivasyonunu artirmig hem de hiicre hlicre baglantilar1 igin iskelet gorevi gormiistiir.
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PRP’nin yara iyilesmesinde olumlu etkilerinin oldugu yapilan c¢alismalarda
gosterilmistir (Hudgens ve ark., 2016).

Yapilan bu 3B hiicre kiiltiirii ¢alismasinda sferoid olusumu gézlenmis ve kullanilan
aktivatorle fibroblast migrasyonunun arttigi sonucuna varilmigtir. PRP- HaCaT-
Fibroblast grubunda olusan sferoid yapilarin biiyiikliigliniin ve sayismin fibroblast —
PRP grubundaki ¢alismaya g6re daha yogun oldugu ve belirgin oldugu
g6zlemlenmistir. Bunun kaynagi olarak HaCat ve fibroblast hiicrelerinin arasinda
skar olusumunu saglayan capraz baglarin olugsmasmin olabilecegi diisiiniilmiistiir
(Ghahary ve Ghaffari, 2007). Fibroblast migrasyonunun en iyi degerlendirildigi ve
goriildiigii grup ise matrigel ile yapilan ¢alisma grubudur. Diger gruplarda da sferoid
olusumu goriilmiis fakat biiyiikliikk ve say1 bakimindan matrigeldeki kadar belirginlik
gostermemistir. Yara ¢aligmasi yapilmak i¢in ve bu hatta migrasyonun goriilmesi i¢in
¢izik modellemesi yapilmak istendiginde jel formunda olan yapilardan dolayi
hiicreler kenarlarda toplanmis ve jel formunun bozulmasindan kaynakli bu ¢alisma
yapilamamistir. Calismada olusan sferoid yapilarin ¢evre ve alanlar1 hesaplanmis
bunlarin karsilastirilmasinda ise yine matrigel grubunun 6ne ¢iktig1r gézlenmistir.
Yarada migrasyon olgularinda hiicre hicre baglantilarinmm ve hiicre matriks
baglantilarinin incelenmesinde ve fibroblast aktivasyonunun incelenmesinde deney
hayvan1 modellemesinden ©nce basvurulabilecek bir modelleme olarak kabul

edilebilir goriilmiistiir.
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Sonug olarak:

Yara iyilesmesinde etkin rol alan hicre hicre baglantilarinin ve hiicre ECM
incelenmesinde kullanilabilir hem 2B hem de in vivo calismalara alternatif bir
calisma olarak tercih edilebilir oldugu; yara iyilesmesinde kullanilacak aktivator ve
inhibitdor maddelerin hucre hiicre etkilesimlerindeki ve bagindaki olgularin
incelenmesinde tercih edilebilir bir modelleme olarak kullanilabilir oldugu, yara
iyilesmesinde rol alan fibroblast ve keratinosit aktivasyonunun incelenmesi igin 2B
hiicre kiiltlirtine alternatif in vivo sartlara daha yakin oldugu i¢in de deney hayvani
caligmalarina alternatif bir 6n c¢alisma olabilecegi, deney hayvani g¢aligmasina
basvurmadan 6nce hem ekonomik hem de tekrarlanmasi kolay oldugundan tercih

edilebilecegi kanisina varilmstir.

Calisma yapim ve degerlendirme asamalar1 g0z o6nune alindiginda, farkli hicre
iskeleti yapilar1 kullanilarak ve farkli hicreler kullanilarak  ¢alismanin
genisletilebilecegi, daha kompleks 3D kdlturler yapilarak hiicrelerin ve hicresel
etkilesimlerin  gosterilebilecegi kompleks olgularin incelenebilecegi ¢alismalar
yapilabilecegi diistiniilmektedir. Calismada kullanilan materyaller
degerlendirildiginde matrigel matrixin hiicredeki ECM’i daha iyi taklit ettigi ve
hiicre iskeleti olarak tercih edildiginde sferoid yapilarini daha uzun siire korudugu ve
olusumun uzun sure devam ettigi gOriilmiistir. kronik yara iyilesme slreci
incelenmek istendiginde c¢alisma materyali olarak tercih edilebilir oldugu

distiniilmektedir.
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