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Modeli Uzerine Periferik Kan Mononiikleer Hiicre
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OZET

Amag: Diyabetik yaralarin tedavisi hastanin yasam kalitesini
azaltan oldukea zor ve maliyetli bir durumdur. Bu alanda kék
hiicre tedavisi ile degisik kaynaklardan elde edilen hucresel
drtinler klinik kullanimda tedavide yetini almustir. Periferik
Kan Mononiikleer Hiicre (PKMH) periferik dolasimdan
kolaylikla elde edilen bir kok hiicre (KH) kaynagidir. Bu
calismada, PKMH uygulamasinin diyabetik greft yara
modelinde iyilesmeye olan etkisinin incelenmesi amaclandi.
Gereg ve Yontem: Sicanlardan alinan tam kanlardan PKMH
izolasyonu ve kiltirde c¢ogaltlmast saglandi. Siganlarin sirt
bolgesinde 1x1 cm boyutunda dort adet tam kat deri grefti
yapild. Kontrol, sham ve PKMH olarak 3 gruba ayrlan
sicanlarda streptozotosin ile diyabet olusturulduktan sonra
kontrol grubuna sadece greft yara modeli yapildi, sham
grubuna sadece besiyeri uygulandi ve PKMH grubuna ise
besiyeri icerisinde PKIMH yara bélgesine uygulandi. Hiicresel
tedavi her bir yaraya 1x106 hicre /gun seklinde uygulandi.
Greftlerden erken dénemde (3. Gun) biyopsi alinarak
incelendi. Histokimyasal (HK) olarak hematoksilen-cosin (H-
E), masson trikrom (MT) boyamalari, immunohistokimyasal
(IHK) olarak oksidatif stres icin eNOS ve INOS, inflamasyon
belirteci olarak  IL-18 boyamasi yapildi. H-skor ile
istatistiksel analiz yapilds.

Bulgular: 3.giin H-E ve MT boyamalarinda PKMH verilen
grupta  belitgin  histopatolojik  dizelmeler  gortldi.
Immunohistokimyasal boyamalarda da PKMH uygulanan
grupta eNOS, iINOS ve IL-18 immunoreaktivitesinde anlamlt
olarak azalma izlendi. Immunohistokimyasal boyamalar H-
skor ile degerlendirildiginde izlenen degisikliklerin istatiksel
olarak anlaml oldugu gérildi.

Sonug: PKMH uygulamasinin, diyabetik yara iyilesmesinin
inflamasyon siitecine destekleyici tedavinin yapilmasina katki
sagladigt ~ gosterildi.  Kronik  yaralarin  tedavisinde
kullanilmalarina yonelik katk: saglayacak olan bu ¢alismanin
tedavi maliyetlerini azaltarak ve iyilesme siiresini kisaltarak
hastalarin yasam kalitesini arttiracagini distiintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Greft, Yara iyile§mesi, Periferik
Kan Monontikleer Hucre

ABSTRACT

Objective: Treatment of diabetic wounds is a difficult
and costly condition that reduces the patient's quality of
life. In this area, cell therapies have taken their place in
clinical use. In this study, it was aimed to investigate the
effect of Peripheral Blood Mononuclear Cell (PBMC)
application on healing in diabetic graft wound model.
Materials and Methods: Isolation and proliferation of
PBMC was achieved from rats. After creating diabetes
model with streptozotocin, full-thickness skin grafts, 1x1
cm in size, were made in the back region of the rats. The
rats were divided into 3 groups as control, sham and
PBMC. PBMCs were applied to each wound as 1x100
cells per day. Skin biopsy was taken in the early period
(3th day) and examined. Hematoxylin-eosin (H-E),
masson trichrome (MT) and immunohistochemical (IHC)
staining were performed. In immunohistochemical
staining,  anti-eNOS,  anti-iNOS and  anti-IL1B
immunoreactivities were evaluated. Statistical analysis
was performed with the H-score.

Results: In H-E and MT staining, significant
histopathological improvements were seen in the group
treated with PBMC. Immunohistochemical staining also
showed a significant decrease in the immunoreactivity of
eNOS, iNOS and IL-18 in the group treated with PBMC.
The changes observed were found to be statistically
significant.

Conclusion: PBMC administration has been shown to
contribute to supportive therapy for the inflammatory
process of diabetic wound healing. This study, which will
contribute to the use of PBMCs in chronic wound
treatment, is thought to reduce treatment costs and
improve the patients’ life quality by shortening the
wound healing process.

Key Words: Diabetes, Graft, Wound Healing, Peripheral
Blood Mononuclear Cell
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Giris

Yara iyilesmesi, derinin yeniden organizasyonunu
gerektiren karmasik bir siirectir. Ozellikle Tip 2
Diabetes Mellitus (DM) gibi yara iyilesmesinin
bozuldugu kronik hastaliklarda bu stre¢ hastanin
yasam kalitesini bozmakta ve tedavi icin ortaya
citkan maliyeti arttirmaktadir (1).

Tip 2 DM hastalarinda, kronik hiperglisemiye bagl
ortaya ctkan duyu kusurlart ve mikrosirkilasyonda
meydana gelen bozulmalar nedeniyle néral ve
vaskiiler lezyonlar diyabetik ayak iilserleri (DAU)
gibi iyilesmeyen yaralara neden olmaktadir. DAU
prevalansindaki artis ise arastirmacilan tedavi icin

yeni terapotik modeller bulmaya
yonlendirmektedir.
Klinikte  kullanimi:  yayginlasan ~ kék  hiicre

uygulamasinin, giincel calismalarin 6zellikle iskemik
veya DAU modellerine odaklandigi saptanmistir (2).
Bircok farkli kaynaktan elde edilmesine karsilik
periferik kan monontkleer hiicreleri (PKMH) eldeleri,
cogaltilmalari ve kok hiicre olarak kullanimalarindaki
kolayliklar nedeni ile potansiyel bir Urin olarak
gorinmektedir (3,4,5,6).

Kronik  yaralarda;  inflamasyon,  proliferasyon
(fibroblastik  evre), maturasyon ve remodelling
evrelerinden olusan yara iyilesmesinin inflamasyon
fazinda uzama gorilmektedir.

Bozulan mikrosirkillasyonu  iyilestirmeye  yOnelik
tedaviler, aynt zamanda anjiyogenezin bozuldugu ve
Ozellikle —inflamatuar yanitin = uzadigt  diyabetik

hastalarinda yara iyilesmesini genel olarak iyilestirir.
PKMH’lerin, fare diyabet modellerinde tam kat deri
yaralarinda yeniden damarlanma ve iyilesmeyi
hizlandirma potansiyelinin aragtirildigt bir caligmada,
CD34* PKMH  uygulamast yapilan  gruplar
kontrollerle karsilastinldiginda, tedaviden 4 giin sonra
yara boyutunun azaldigi, epidermal iyilesmenin ve
revaskiilarizasyonun hizlandigi gérilmustiir (3).

Doku hasarint takiben gerceklesen hemostaz yaniti
ile baglayan yara iyilesme strecinin ilk asamasi olan
inflamasyon  fazinda  endotel  hiicrelerinden
salgilanan histamin, prostoglandin E2, prostasiklin
ve endotelyal blyime faktori ile vazodilatasyon
gelisir ve damar permeabilitesi artar (7,8). Damar
permeabilitesinin artmastyla, kompleman faktétler,
interl6kin-1, Timoér nekroz faktér- alfa (TNF-o),
Transforming  growth faktor-8 (TGF-B),
Trombosit Faktér 4 (PF-4) gibi kemotaktik
maddeler, ndtrofil kemotaksisini uyarir (9,10).
Yara iyilesmesinin ilk 2-3. gilnlerinde nétrofil
hakimiyetinde = ¢esitli  sitokinler  araciligtyla
siregelen inflamasyon fazinin sonlarina dogru
ortamdaki  sitokin  dizeylerinin  duUsmesiyle

monosit/makrofajlarin  agirlikta oldugu htcre
infiltrasyonu giderek azalir. Boylece yaranin
derinligine ve genisligine gére degismekle beraber
inflamatuar faz ortalama 3-5 glin devam eder (11).
Literatiirde PKMH’lerin yara iyilesmesi Uzerine
olan etkilerini inceleyen sinirli sayida calisma
vardir. Biz bu calismada Ozellikle inflamasyon
fazinin bozuldugu iyilesmesi giic diyabetik yara

modelinde PKMH’lerin  greft ile transferi
sonrasinda yara iyilesmesine ve yara iyilesmesinin
molekiiler dlzeyine etkisinin  aragtirilmasini
amacladik.

Gereg ve Yontem

Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

PKMH Eldesi ve Karakterizasyonu:

Calismamizda kullandigimiz PKMH’ler sicanlardan
elde edilen tam kandan fikol dansite gradient
metodu ile izole edilmistir. 50 ml’lik bir falkon
tipune serolojik pipetle 10 ml kan ve tzerine tam
kan miktarina esit olarak 10 ml PBS eklenerek
karistirildi. PBS ile karistirilmis olan periferik kan
10 ml fikol igeren bir diger falkon tipinin
kenarindan yavasca sizdirilarak fikol (Biosera,
Germany)  tzerinde iki  sivinin  birbirine
karismadan tabaka olusturmasi saglanmistir. Daha
sonra falkon tipi 2700 RPM hizinda 30 dakika
boyunca santriftij edilmigtir. Santrifiij sonunda
orta tabakada meydana gelen PKMH hiicreleri
iceren bulutsu tabaka serolojik pipetle dikkatlice
cekilerek baska bir 50 ml ‘lik falkon tiiptine alindi.
Elde edilen hiicreler hacminin yaklasik 3 kat1 kadar
PBS eklenerek 1800 RPM hizindal5 dakika
santrifiij edilerek  yikandi. Uzerinde olusan
supernatant atilarak 6-8 ml PBS ile 1800 RPM
hizinda 10 dakika kadar tekrar santrifiij edildi ve
sonrasinda supernatant tekrar atilarak hiicreler
DMEMF12 (11320-033; Gibco, USA) besiyeriyle
stispanse edilerek kiiltiir kabina alind1 (Sekil 1).

Elde edilerek ¢ogalulan PKMH’leri daha sonra
karakterizasyon icin anti-CD34 (sc-7324, Santa Cruz
Biotechnology), anti-CD45 (sc-19597, Santa Cruz
Biotechnology), anti-CD90 (sc-53456 Santa Cruz
Biotechnology), anti-STRO-1(sc-47733, Santa Cruz
Biotechnology) belirtecleriyle immunositokimyasal
olarak boyandi (Sekil 5).

Hayvan Deneyleri

Bu calisma 12/09/2017 ve 71.637.435 karar numarali
Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi
(M.C.B.U.T.F.) Deney Hayvanlart Etik Kurulu onayt
ile yuratilmustar. Calisma Manisa Celal Bayar

Universitesi Deney  Hayvanlart  Arastirma  ve
Uygulama Merkezi’ nde (DEHAM) yapilmus olup 42
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Sekil 1. Periferik Kan Mononikleer Hiicre
Eldesi

Sekil 2. Deney hayvanlarinin sirt bélgesinde 1x1 tam kat
greft yara modeli olusturma

Sekil 3. Hiicre kiltir kabindaki PKMH 1. Gin (A) ve 5. Gun (B) inverted faz mikroskopu ile morfolojik
gorinimleri (Bar; 10um, Biyiitme; 100X)

adet, agihklart 250 50 gr arasinda degisen 12
haftalik Wistar Albino cinsi eriskin erkek sicanlar
kullanilmistir. Sicanlar 3 giin boyunca adaptasyon igin
herhangi bir saglik problemi belirtisine karst bekletildi.
Calisma boyunca hayvanlar stabil kosullar olan 220C
sicaklik, % 30-70 nem, 12/12 saat aydinlik/karanlik
déngusiinde tutuldu. Kuru pelletler ve ¢esme suyu ile
ad libitum beslenmeleri saglandu.

Deneysel Diyabet Modelinin Olusturulmasi:
Diyabet olusturulacak olan deney hayvanlar islem
oncesi a¢ birakilmadi. Bu amagla diyabetik gruptaki
hayvanlara tek doz seklinde, taze hazirlanmis %0.9
izotonik tuz solusyonunda ¢ozdirilen 50 mg/kg
Streptozotosin - (STZ) (AG-CN2-0046, Adipogen,
USA) intraperitoneal olarak verilerek  diyabet
olusturuldu. STZ uygulandiktan ¢ giin sonra aglik
kan sekeri 250 mg/dL ve uzeti olanlar diyabet kabul
edildi.

Deneysel Graft Yara Modelinin Olusturulmasi:
Deneysel greft yara modeli sicanlarda genel anestezi
altinda olusturuldu. Yara modelleri sicanlarin sirt

bélgesinde dort adet 1x1 cm boyutlarinda epidermis
ve dermisi iceren tam kat deri grefti karsilikli olarak
yer degistirilmek suretiyle yapildi (Sekil 2). Sicanlar
toplam 3 gruba ayrlds; kontrol grubuna sadece greft
yara modeli yapildi, sham grubuna sadece besiyeri
uygulandi ve diger gruba ise, besiyeri icerisinde
PKMH vyara bélgesine uygulandi. Uygulamalar 7 glin
boyunca tekrarlandi. Yara yerleri glinlik olarak
epitelizasyon, enfeksiyon ve inflamasyon agisindan
takip edildi. Higbir deney hayvanina yara yeri
enfeksiyonu nedeniyle topikal ve sistemik antibiyotik
verilmedi.

Histopatolojik Degerlendirme: Deney siiresince
zaman bagimli olarak yaranin tam ortasindan alinacak
biyopsi 6rneklerinde stire¢ canli olarak izlendi ve
ornekler degerlendirildi.  Yarali ve saglam deri
bélgelerini iceren 6rnekler %10’luk formalin icerisinde
24-72 saat tespit edildi. Akarsuda formalinden
kurtarildiktan  sonra  Ornekler rutin  doku takip
prosediiriinii  takiben parafin bloklara gémuldi.
Parafin bloklardan mikrotom ile yaklagtk 5 pm
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Sekil 4. Deri greftlerinin transferi sonrasinda 3. gin PKMH davransinin makroskobik analizi

kalinliginda kesitler alindi. Bu kesitler her bir adezivli
lamda 3-4 adet olacak sekilde dizildi. Kesitler 60°C
derecede de etiiv icinde deparafinize edildikten sonra
gesme suyunda yikanip histopatolojik inceleme icin
Hemotoksilen—Eozin boyast ve Masson Trikrom ile
boyandt.

Histokimyasal Boyama: Rotary mikrotom (RM
2135, Leica) araciligt ile alinan 5 pm’lik parafin kesitler
deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60°Cllik etiivde
birakildiktan sonra, 30’ar dakika iki degisim ksilene
tabi tutuldu. Ardindan rehidratasyon islemi icin
%95’den  %60’a azalan alkol serilerinden gegirilen
kesitler 5 dakika akar su altinda yikandi. 2 dakika
hematoksilen ile boyamanin ardindan, 5 dakika akar
suda yikanan kesitler 30 saniye eozin ile boyandi. Aynt
sckilde 5 dakika akar su altnda yikama yapildiktan
sonra strastyla %80 ve %957k alkol serilerinden
gecirilip havada kurutulan kesitler seffaflastirma
amactyla 30’ar dakika iki degisim ksilende tutulduktan
sonra entellan ile kapatildi. Istk mikroskobunda
incelenerek gruplar arasindaki farkliliklar
degerlendirildi. Ayrica Masson Trikrom boyamast
yapilarak kollajen ve matriks degerlendirildi.

Indirekt Immunohistokimya Boyamasi: Alinan
kesitler immunohistokimyasal boyama i¢in bir gece 60
C%lik etlivde tutulduktan sonra, 30’ar dakika iki
degisim ksilen ile seffaflastirma islemi gerceklestirildi.
Ardindan % 95ten % 060’a azalan derecede alkol
serileri ile rehidratasyon saglandi. Dakopen ile
sttrlandirdan % 0,5°lik tripsin soliisyonu i¢inde oda
sicakliginda 15 dakika tutulan kesitlere, doku endojen
peroksidazint inhibe etmek amaciyla 5 dk %37lik
H202 uygulandi. 3 defa 5’er dakika fosfat tampon
solisyonu (PBS; Posphate buffer solution)(00-3002,
Invitrogen, USA) ile yikanan kesitlere bloklama
amactyla 1 saat bloklama solusyonu ile muamele
edildi. Bloklama solusyonu dokudan uzaklagtirildiktan
sonra primer antikorlar eNOS  (RB-1711-P1;
Neomarkers), iNOS (RB-1605-P; Neomarkers) ve IL-
1B (sc-12742; Santa Cruz) ile bir gece inkiibe edildi.
Ertesi giin PBS ile 3 defa yikanan kesitler, anti-mouse
biotin-streptavidin  hidrojen peroksidaz sekonder
antikoru (85-9043; Invitrogen®-Histostain Plus Bulk
Kit, CA, USA) ile 30’ar dakika boyandi. Yine ti¢ defa
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Sekil 5. PKMH’lerin anti-CD45(A), anti-CD34(B), anti-CD90(C), anti-STRO1(D) belirtecleri ile karakterizasyonu (Bar;
20um, Biyttme; 400X)

5er dakika PBS solisyonu ile yikanan kesitler,
olusturulan ~ immunohistokimyasal ~ reaksiyonun
goriuntrligini saptamak amactyla DAB
(3,3'Diaminobenzidine) (00-2020; Zymed, CA, USA)
ile 5 dk boyandi. Mayet’s hematoksilen (72804E;
Microm, Walldorf, Germany) ile artalan boyamast
saglandiktan sonra distile su ile 10 dk yikanan kesitler
kapatma medyumu ile kapatilds.

Istatistiksel Analiz: Immunohistokimyasal boyama
sonuglart  H-skor ile incelenerek degerlendirildi.
Boyanma orant semikantitatif olarak derecelendirildi
ve 0 = hicrelerin %1’den azinda boyanma; 1+ =

hiicrelerin %1- 10’unda boyanma; 2+ = hiicrelerin
%11-50’sinde boyanma; 3+ = hiicrelerin %51-80’inde
boyanma; 4+ = hucrelerin %80’inden fazlasinda

boyanma ile boyanma siddeti de 0 = boyanma yok; 1
= soluk; 2 = orta dereceli; 3 = yogun olarak kor
yontemle belitflendi. Daha sonra “(1+boyanma
siddeti/3) x boyanma orant” formuli ile toplam skor
hesaplandi. Elde edilen bulgular ile gruplar arasindaki
farklilk Tek yonli-ANOVA testi ile saptandi ve
p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Hiicre Kultiirih Ortaminda PKMH Eldesi ve
Karakterizayonu: Kiltirin birinci giiniinden besinci
ginine kadar hicrelerin yuvarlak bicimli olduklari
gbzlendi (Sekil 3A, Sekil 3B). Bu hicrelerin
immunositokimyasal ~boyamalarla CD45, CD34,
CD90, STRO-1 belirteglerinin ifadesine bakildiginda
CD45 ve CD34%in giiclii pozitif (Sekil 5A, 5B), ve
CD90 (Thy-1) ifadesinin zayif pozitf (Sekil 5C),
STRO-1 ifadesinin ise negatif oldugu gorildi (Sekil
5D).

Yara lyilesmesinin Makroskobik Sonuglari:
Makroskobik  degerlendirme amact ile  yapilan
inceleme sonrasinda etken dénemde PKMH (Sekil
4C) verilen grupta kontrol (Sekil 4A) ve sham (Sekil
4B) gruplarina gbre iyilesmede belirgin bir fark
gozlenmedi.

Histokimyasal Boyama Sonuglari: Orneklerin H-E
(Sekil 6A, 6B ve 6C) ve MT (Sekil 6D, 6E ve OF)
boyamalarina  bakilarak  yapilan = morfometrik
incelemelerde  histolojik  gorintilerini  destekler
bicimde hiicresel tedavi etkinligi saptandi. Analizlerde
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3.giin incelemelerinde diyabet gruplarda kontrol ve
sham ile karsilastinldiginda PKMH verilen grupta
anlamli (p<0,05) iyilesme oldugu gorildi (Sekil 6C,
Sekil 6F).

Immunohistokimyasal Boyama Sonuglar::
Oksidatif ~ stress belirteci olarak eNOS
immunoreaktivitesinin tim gruplarda pozitif oldugu
izlendi. Erken dénemde tiim gruplarda yogun gérilen
oksidatif stresin PKMH verilen grupta azaldigt
gosterildi. Bununla birlikte Kontrol ve Sham gruplar
ile karsilastirildiginda  PKMH  verilen  gruplarda
oksidatif stresin ¢ok daha anlamli (p<<0,001) olarak
azaldigint dogrular sekilde eNOS
immunoreaktivitesinin azaldig1 gézlendi (Sekil 7A, 7B,
7C; Sekil 8A).

“\"-\-.
e -'\‘\\"\ﬁf“-

Sekil 6. Deri greftlerinin transferi sonrasinda 3. gin PKMH davranisinin H-E (A, B, C) ve MT (D, E, F) analizi (Bar; 20pm,
Biytutme; 400X)

Bir diger oksidatif stress belirteci olan iINOS
immunoreaktivitesinin de eNOS’a benzer sekilde
erken ve ge¢ dénemde tiim gruplarda pozitif oldugu
gbzlendi. Oksidatif stresin yogun gozlemlendigi 3.
ginde PKMH verilen gruplarda oksidatif stresin
anlamlt (P<O’001\ alarale azaldidint dadgmlar celrilde
iNOS immunore:

7D, 7E, 7F; Sekil o.,.

IL-1 inflamatuar yanitta merkezi rol oynayan bir
mediyatordiir. Yara iyilesmesinin hem inflamasyon
fazinda hem de fibroziste rol oynadigi bilinmektedir.
IL-18  immunoreaktivitesinin tim gruplarda 3. ve 7.
Ginlerde porzitif oldugu izlendi. Ancak yara
iyilesmesinin erken fazi olan inflamasyon evresinde 3.
giinde yiiksek I1-18 ekspresyonu oldugu, PKMH
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verilen gruplarda immunoreaksiyonun oldukga anlamli
(P<0,001) olarak daha az oldugu gérildi (Sekil 7G,
7H, 71; Sekil 8C).

Tartigma

Saglikh bir deri batinligd, insan viicudunun fizyolojik
homeostazinin korunmasinda hayati 6neme sahiptir.
Onarim ve yenileme 6zelligi ise derinin tim bu
fonksiyonlarinin merkezinde yer alir (12).

Gunimiizde giderek artan uluslararast bir saglik
sorunu haline gelen diyabetik yaralar yeni tedavi
arayislarint da beraberinde getirmis olup htcresel
tedavi drtinlerinin kullanimi popiilerlik kazanmaktadir.
Bu hiicresel uriinler icerisinde 6zellikle hematolojik

malignitelerin tedavisinde kullanilmakta olan PKMH
diyabetik  yaralarin  tedavisinde ~ de  umut
vaadetmektedir.

Kok hiicrenin kiltir ortaminda damarlanma Uzerine
etkisini gbstermek icin yapidan bir caligmada,
uygulamanin CD31, CD34, vWF, CD146 ve SMA
belirtecleri tizerinden anlamli bir sekilde artisa neden
oldugu gérilmistir (13). Doku iskeleleri tizerinde
yapilan kék hiicre uygulamalarinin reepitelizasyonu ve
neovaskilarizasyonu arttrdigl, kollajen  birikimini
azalttidl, kil folikiili ve yag bezlerini daha ¢ok Grettigi
ayrica parakrin faktorler yolu ile yara iyilesmesini
hizlandirarak istenilen iyilesmeyi sagladig
gosterilmigtir (14).
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Sekil 7. Kontrol, Sham ve PKMH gruplarinin erken dénem deri biyopsi 6rneklerinin anti-eNOS (A, B, C) , anti-
iNOS (D, E, F) ve anti-IL18 (G, H, I) imminoreaktivitelerinin dagilimi (Bar; 20pum, Biytitme; 400X, Zit boyama; Mayers
Hematoksilen)

Yara onariminin inflamasyon evresinde nétrofiller,
PDGF'ye yanit olarak trombosit tikacina ¢ekilerek 6li
dokuyu ve bakteri partikiillerini fagosite eder, reaktif
oksijen urtnleri (ROS) ile de antibakteriyel ortam
yaratir. Noétrofiller ayrica proinflamatuar bir sitokin ve
keratinositlerin ¢ogalmasi icin bir uyarict olarak cift
etkiye sahip olan IL-1 sunar. Yara iyilesmesinin
duzenlenmesindeki rolii kritiktir ve yara iyilesmesi
ilerledik¢e degisiklikler meydana gelir. Makrofajlarin
yara iyilesmesinde merkezi bir rol oynadig, yara icinde
homeostazt  meydana  getirdigi ve  patolojik
inflamasyonu Onlemek i¢in inflamatuar durumu
azalttug1 yaygin olarak kabul edilmektedir (15). Kronik
hastalik, vaskiiler yetmezlik, diyabet, malnutrisyon,
yaslanma, basing, enfeksiyon ve 6dem gibi faktorlerin
sebep oldugu kronik yaralarda meydana gelen doku
hasari, ROS ve destriktif enzimler ile yarayr bol
miktarda nétrofil infiltrasyonuyla karakterize, uzun
stren artmus bir inflamatuar durumda hapseder (16).

Insan periferik kan mononikleer hiicreleri
(PKMH) periferik kandan izole edilit. PKMH'ler,
lenfositleri (T hiucreleri, B hicreleri ve NK
hiicreleri), monositleri ve dendritik hiicreleri icerir.
Insanlarda bu popiilasyonlarin  orani bireyler
arasinda degisir, ancak dendritik hiicreler % 1-2'lik
bir oranda bulunurken, tipik olarak lenfositler%

70-90 arasinda, monositler de %10-20 arasinda
bulunurlar. Lenfosit poptlasyonu icindeki hiicre
tiplerinin frekanslart %70-85 CD3 + T hicreleri,
% 5-10 B hicreleri ve % 5-20 NK htcreleri igerir.
CD3 + lenfositleri yaklagik 2: 1 oraninda CD4 +
ve CD8 + T hiicrelerinden olusur. Aktivasyon
sonrast CD4 + T hiicre alt kiimesi, Thl, Th2,
Th17, Th9, Th22, follikiler yardimct (Tth)
hiicreleri ve farkli diizenleyici hicre tirleri de
dahil olmak tzere c¢esitli efektér hicre alt
gruplarina déniisebilir (17-18). CD4 + yardimca T
hiicreleri immiin homeostazin ve inflamasyonun
vazgecilmez aracilaridir (19).

Literatirde PKMH icin yara iyilesmesindeki
roliyle ilgili in vivo calismalar sinirhi sayidadir.
Bununla birlikte yapilan bir ¢alismada PKMH
sekretomunun in vivo ve in vitro yara iyilesmesini
arttirdigt gOsterilmistir. Bunun i¢in dermal yara
modeli yapilan farelerde PKMH sekretomu
uygulanan grupta kontrol grubuna gore yara
kapanmasi 6nemli 6lgiide artmis olup histolojik

degerlendirmede  epitelizasyon  hizlandigt  ve
anjiyogenezin arttig1 géralmustir (20).
PKMH  hucrelerinin =~ bakteri ile  uyarilma

durumlarinda da 1L-6-10-17-23, IFN-y, TNF-o,
TGF-18 diizeylerinin  elisa  ile incelendiginde
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3. Gin

Sekil 8. Kontrol, sham ve PKMH gruplarinda eNOS (A), iNOS (B), IL-18 (C) primer antikorlarinin immiinohistokimyasal
boyama yogunlugu (H-Skor) (Bat; ortalama + S.D. Anti-eNOS (A), anti-INOS (B), anti-IL.1 (C) immiinoreaktiviteleri
arasindaki farklari test etmek icin GraphPad Prism 7® kullanilarak tek yonli ANOVA (p <0.05) yapildt.)

arttirdigt ve bunun TGF-B icin anlamli oldugu
bulunmustur. Bu durum PKMH icin
immunregilatuar ve  antiinflamatuar  etkinin
varligini géstermektedir (21). Yapilan calismalarda
allojenik olarak uygulanmis kék hticrenin diyabetik
sicanlarda immunosupresif etki gésterdigi, benzer
sekilde PKMH ile aym etkinin gdraldugy,
hiicrelerin uygulama sonrasinda dokularda kaldigi
ve fonksiyonel oldugu saptanmustir, iyilesmeyen
yaralarda ise IL-1, IL-6 ve MMP dizeylerinin
normalin seviyenin tzerinde bulundugu
gbsterilmistir (22). Bizim c¢alismamizda PKMH
verilen gruplarda morfolojik olarak iyilesmenin
daha hizli gergeklestigi, imminohistokimyasal
boyamalarda ise 1L-13 ekspresyonunun azalmasi
ile yara iyilesmesinin inflamatuar fazini etkiledigini
gbzlemledik.

Onceki bir calismada flap modelinde dimetil arginin
artisina baglt damarsal endotelyal NO (nitrik oksit)
tretiminin ve buna baglt oksidatif stresin iskemi ile
arttd1 géralmustir (23). Artan NO ve oksidatif stresin
bazal kan akimini etkileyerek iyilesme alaninda
kanlanmayt azalttg disinilmistiir (24). Iskemiye
bagli endotelyal ve indiiklenebilir NOS aktivitesinin

artmasinin mikrodolasimin artmasi ile paralel oldugu
ve endotel hiicrelerinde membranlarda katlanmalar,
sismeler ve hiicre kayiplarinin esliginde gerceklestigi
bulunmustur (25). Bu calismada elde edilen veriler
sonucunda eNOS ve iINOS imminoreaktivitesinin
kontrol ve sham grubunda hiicre verilen gruplara gére
anlamli derecede artmis olmasi, PKMH verilen
gruplarda ise anlamli bir azalma olmast bu hiicrelerin
yara onarimina PKMH tedavisinin yaralanma sonrasi
ortaya ctkan oksidatif stresi azaltarak iyilesmeye katki
sagladigint gbstermektedir.

Tim bu verler 1siginda  kullandigimiz PKMH,
diyabetik ayak gibi kronik yaralarin iyilesmesinde
destekleyici tedavinin yapilmasina katki sagladig:
gosterildi.  Kronik deri  yaralarinin  tedavisinde
kullanilmalarina yonelik katki saglayacak olan bu
calismanin tedavi maliyetlerini azaltarak ve iyilesme
stresini  kisaltarak  hastalarin  yasam  kalitesini
arttiracagini disinilmektedir.
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