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TG2; hiicre disinda yara iyilesmesi, anjiyojenez ve kemik onariminda O6nemli olan matriks
stabilizasyonunda, hiicre iginde ise apoptozis sirasinda ve proteinlerin ¢apraz baglanmasinda rol
oynayan transglutaminaz ailesinin en ilgi ¢ekici iiyelerinden biridir. Yaptigimiz calismada;
cerrahi kesi yontemi ile yara olusturulan saglikli ratlarda deriali TG2 uygulamasinin yara
iyilesmesi iizerindeki etkinligi arastirllmistir. Wistar Albino erkek ratlar; 8 adedi saglikli, 8
adedi kontrol cerrahi kesi grubu ve 8 adedi TG2 uygulanan cerrahi kesi grubu olmak iizere 3
gruba ayrilmistir. Gruptaki kontrol cerrahi kesi grubu ve TG2 uygulanan cerrahi kesi grubu
hayvanlarin sirt bolgelerine anestezi altinda cerrahi kesi yara olusturulmasinin ardindan siitur
atilmistir. Yara olusumundan sonra ratlarin derisindeki fiziksel baz1 degisiklikler 3., 5., 7., 10.,
12. ve 15. giinlerde fotograflanarak makroskobik olarak gdzlenmistir. 15. giinde ratlar Gtenazi
edilerek siiturlu bolgeleri ¢ikarilarak bir kismi homojenizasyona kadar -80 °C’de muhafaza
edilmistir, bir kismi ise % 4’liik paraformaldehidde tespit edilerek parafine gémiilmiistiir. Daha
sonra -80 °C’de muhafaza edilen dokular homojenize edilip siipernatantlar1 alinarak ELISA
yontemi kullanilarak Sitokrom c¢ (apoptozis degerlendirmesi), kollajen-1, EGF (Epidermal
Biiyiime Faktorii), FGF (Fibroblast Biiyiime Faktorii), VEGF (Vaskiiler Endotelyal Biiyiime
Faktorii), Interlokin-8 ve -10 dlciimleri yapilnustir. Parafine gomiilen dokular ise mikrotomla
kesitleri alinip deparafinize edilerek Hematoksilen Eozin boyama ydntemi ve Masson’un
Trikrom boyama Kiti ile boyanip mikroskopta histopatolojik olarak degerlendirilmistir. Yara
bolgesinin  hem  makroskobik olarak degerlendirildiginde, hem ELISA sonuglar
degerendirildiginde, hem de mikroskobik olarak degerlendirildiginde yara iyilesmesi agisindan
derialtt TG2 uygulanan grubun diger gruplara gore daha iyi iyilesme gosterdigi goriilmiistiir.
Sonu¢ olarak TG2’nin haricen olarak uygulandiginda yara iyilesmesini hizlandirdigi
gOriilmiigtiir.
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ABSTRACT

Ph. D. Thesis

DETERMINATION OF TISSUE TRANSGLUTAMINASE EFFECT TO BE CREATED IN
SURGICAL WOUND MODELS IN RATS

Orcun ISLER OZGUN

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Suna CEBESOY
Co-Supervisor: Prof. Dr. Nuray YAZIHAN

TG2; is one of the most interesting members of the transglutaminase family, which plays a role
in matrix stabilization important for wound healing, angiogenesis and bone repair outside the
cell, during apoptosis in the cell and for cross-linking proteins. In our work; the effectiveness of
subcutaneous TG2 administration on wound healing was investigated in healthy rats that were
wounded by surgical incision method. Male Wistar albino rats are divided three groups as 8
healthy tissue groups, 8 surgical incision groups and 8 TG2 treated surgical groups. Sutures
were made to the dorsal regions of animals in the last two groups following surgical incision
under anesthesia. Some physical changes in the skin of the rats after wound formation were
macroscopically observed on the 3rd, 5th, 7th, 10th, 12th and 15th days by photography. At day
15 rats were euthanized and suture zones were removed. Some of the removed areas were kept
at -80 °C until homogenization and the other part was fixed in paraformaldehyde at 4 % and
embedded in paraffin. The tissues at -80 °C were homogenized and supernatants were obtained.
And then Cytokrom c (apoptosis assessment), collagen-1, EGF (Epidermal Growth Factor),
FGF (Fibroblast Growth Factor), VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor), Interleukin-8
and -10 measurements were performed in the supernatants by ELISA method. The paraffin
embedded tissues were sectioned by microtome and then they were deparaffinized. The
deparaffinized tissues was stained with Hematoxylin Eosin staining method and Masson’s
Tricrom staining kit and histopathologically evaluated in the microscope. When the wound area
was assessed macroscopically, when ELISA results were assessed and when microscopically
assessed, the group treated with subcutaneous TG2 in terms of wound healing showed better
recovery than the other groups. As a result, TG2 when applied externally had been seen to
accelerate wound healing.

October 2018, 98 pages

Key Words: Wound healing, Tissue transglutaminase, Surgical wound, Rat, Growth factors,
Inflammation
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1. GIRIS

Yara, fiziksel veya kimyasal bir etkenin viicut biitiinliigiinii bozarak meydana getirdigi
her tiirlii hasardir. Operatif veya travmatik olarak dokunun hasar gérmesinin ardindan,
her organizmanin; kanamayr durdurma, enfeksiyonu oOnleme, bozulan anatomik
biitiinliik ile fonksiyonel yap1y1 onarma gibi gorevleri bulunmaktadir (Regan ve Barbul

1994, Kiiciik 2010).

Yara iyilesmesinin temel prensibi; doku hasarini minimuma indirmek, dokunun yeteri
kadar perflizyon ve oksijenlesmesini, diizgiin beslenmesini ve nemlenmesini

saglamaktir (Gokalp-Ozkorkmaz ve Ozay 2009).

Yara iyilesmesi; hasarlanmadan itibaren baslayip, aylar hatta yillar siiren bir dizi
karmagik olay dizisinden olusur. Deride yaralanma; inflamatuvar hiicre infiltrasyonu,
hiicre proliferasyonu ile yeni doku olusumu, matriks ve dokunun yeniden sekillenmesini
iceren bir dizi olay1 baslatir. Bu siireg, yaralanmis bolgede kismi yenilenmeye neden

olur (Alpsoy vd. 2012).

Reepitelizasyon, kiitandz yaralanmadan sonra epidermisin tam olarak onarilma
islemidir. Mikroskobik diizeyde reepitelizasyon ise; gegici yara yatagi matriksi
olusumu, epitel keratinositlerin yara kesisi u¢larindan gocii, epitel matriks gelisimi ve
gbclinli saglayan keratinositlerin ¢ogalmasi, yeni epitel tabakalanmasi (stratifikasyon)
ve farklilagsmasi, bazal membran bolgesinin yeniden olusumu gibi pek ¢ok siire¢ igerir
(Li vd. 2007).

Yara olusumundan sonra reepitelizasyonun en erken bulgusu keratinositlerin kesinin
kenarindan 24-48 saat i¢inde yara yatagi boyunca go¢ etmeye baglamasidir (Li vd.
2007). Bazal keratinositler bazal membrana yakin yerlesirler. Keratinosit laminin
izoformlari, tip IV kollagen ve tip VII kollajen igeren kendi bazal membraninin cogunu
salgilar. Yara iyilesmesi sirasinda intakt taban zar1 kayboldugunda, go¢ eden

keratinositler; fibronektin, fibrin, vitronektinden zengin olan, yaranin gegici matriksini



kullanirlar. Yeniden epitelizasyon sirasinda keratinositler; plazma zar1 taban membrani
kollajenleri (tip 1V ve VII) ve interstitial (doku arasi) kollajenler (tip L, ITI, VI) ile iligki
kurarlar (Kadler vd. 1996).

Yaralanmadan yaklasik 12 saat sonra, keratinositlerin diizlesmesi ve uzamasi, hiicre-
hiicre ve hiicre-matriks etkilesiminin kaybi, hiicre i¢i tonofilamanlarin geri ¢ekilmesi ve
kenarda aktin filamentlerin olusumu gibi bir dizi olay meydana gelir. Hiicre dis1
matriks, integrin reseptorleri, matriks metalloproteinazlar (MMP’ler) ve biiylime
faktorleri dahil olmak iizere keratinosit gociinde bircok element rol oynamaktadir.
Fibrin, fibronektin ve tip V kollajen tarafindan olusturulan gecici bir matriks,

keratinositlerin go¢ edebilmesini saglar (Li vd. 2007).

Kollajen, 6zellikle memelilerde cesitli mekanik fonksiyonlari yerine getiren ve en bol
bulunan fibréz proteinler arasindadir. Tendon ve ligamentlerin ¢ogunu, deride,
arterlerde, kikirdakta ve hiicre disi matrikste bulunan dentini ve kemikteki organik

matriksin biiyiik bolimiinii olusturur (Fratzl 2008).

Kollajenler alfa zincir ii¢lii heliksi olusturan, glikoprotein iceren, hiicre dis1 matrikste
bulunan protein ailesidir. Bulunan 22 farkli alfa zincirinin en az 17 tanesi deride
bulunur. Her alfa zincirde bulunan tekrarlanan Gly-Xaa-Yaa motifi, iiclii heliks
yapisinin olugmasini saglar (Engel ve Biachinger 2005). Tip I kollajen, deri kollajeninin
% 80’ini olusturur ve deri gerilmesinde esnekligi saglar. Yara iyilegsmesinin
baslangicinda tip III kollajen ve fibronektin birikir ve sonra tip 111 kollajenin yerini tip |
kollajen alir. Yaralanma sonrasinin ilk 24 saatinde tip I kollajen graniile dokunun yalniz
derin tabakalarinda bulunur. Yaralanma sonrasinda 6-13 giin i¢inde transkriptler grantile
dokunun daha iist tabakalarinda da bulunur. Tip I kollajen insan keratinositlerinin
gociinii in vitro kosullarda belirgin bigimde arttirir. Tip IV kollajen taban membran
bolgesindeki lamina densa icinde 3 boyutlu kafese benzer bir yapi olusturur. Tip IV
kollajen; helikal yapisi1 i¢indeki Hep III domain siilfat proteoglikanlara baglanarak
hiicreye tutunma bolgesi olusturur ve tip IV kollajen {lizerinde keratinosit gogiinii saglar.
Tip IV kollajen ve tip I kollajen keratinosit go¢linii in vitro arttirir (Kadler vd. 1996,
Abreu-Velez ve Howard 2012). Tutunma fibrilleri olarak da adlandirilan kollajen VII



proteinleri, lamina densadan {iist papiller dermise kadar uzanirlar ve burada tutunma
plakasi olarak bilinen bir yap1 olustururlar. Papiller dermisteki taban membran adalart;
tutunma plaklari, tip IV kollajen ve laminin 1 ile baglant1 kurarlar (Li vd. 2007). Tip VII
kollajen ifadesi ve tutunma fibrili olusumu insan yaralarinda goriilen gec etkilerdendir.
Bu ge¢ ifadeye paralel olarak, yeniden epitelizasyon tamamlandiktan sonra iyilesmis
yarada uzun bir siire (aylar, yillar) boyunca epidermal-dermal adezyon zayif olmaktadir.
Genel olarak yara iyilesme modellerinde diger kollajen tipleri de rol aliyor olsa da tiim
siirecler gbz oniinde tutuldugunda tip I, III, IV, V, VI, VII kollajenlerinin olaya daha
aktif olarak katildig1 goriilmektedir (Clark 1996).

Arastirmacilar  1959’da, diisiik molekiiler agirliklt birincil aminlerin proteinlere
katilmasimni katalize edebilmesine bagli olarak TG2 olarak adlandirilan ilk
transglutaminazi (TG’yi), kobay karacigerinden elde ettiler. Transglutaminazlar; serbest
amin gruplar1 ve peptid bagh glutaminlerin y-karboksamid gruplar1 arasinda kovalent
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baglar olusturarak proteinlerin Ca™’ye bagimli posttranslasyonal modifikasyonunu

katalize eden bir protein ailesidir (Eckert vd. 2014).

Insanlarda 9 tane TG geni bulunmaktadir (Eckert vd. 2014). Transglutaminazlarm;
hemostazda fibrin piht1 stabilizasyonu, semen koagiilasyonu, keratinizasyonda
keratinize hiicre zar1 olusumu ve hiicreleraras1t matriks yapilarinin stabilizasyonu gibi
fonksiyonlar: bulunmaktadir (Aeschlimann ve Thomazy 2000, Eckert vd. 2014).
Eksikliklerine bagli olarak yara iyilesmesinde ve keratinizasyonda ciddi sekilde

bozulmalar goriilmektedir (Board vd. 1993, Mehta ve Eckert 2005).

TG2; TG stiper ailesinin en ilgi ¢ekici liyesidir. Yara iyilesmesi, anjiyojenez ve kemik
onariminda onemli olan matriks stabilizasyonunda hiicre dis1 ve apoptozis sirasinda
proteinlerin ¢apraz baglanmasinda ise hiicre i¢i bir rol oynamaktadir (Iismaa vd. 2009).
TG2 nakavt farelerde yapilan bir c¢aligmada yara iyilesmesinin bozuldugunun
saptanmasi ile TG2’nin doku onarimi i¢in gerekliligi anlasilmistir (Mearns vd. 2002,
Stephens vd. 2004). TG2’nin g¢esitli yara iyilesmesi ile ilgili siire¢lerdeki rolleri
iyilesmenin gesitli asamalari sirasinda meydana gelen matriks stabilitesinin, yara izinin

trombosit agregasyonunun ve anjiyogenezin diizenlenmesini igermektedir (Verderio vd.



2004). TG2’nin endojen olarak yara iyilesmesine pozitif yonde etkisi olmasinin yanisira
haricen olarak uygulanmasinin da yarada yeni ve yararli bir tedavi yaklasimi

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Deride TG2, yara iyilestirme programinin temel bir bilesenidir ve fonksiyonel dermo-
epidermal birlesme aparatinin yeni olusumu i¢in hiicre dist Dbilesenlerin

transamidasyonu gereklidir (Mearns vd. 2002, Stephens vd. 2004).

Bu calismada, saglikli Wistar Albino irki erkek ratlarda TG2’nin 10 1U/kg dozunda
giinasir1 yara bolgesine subkutan uygulamasinin; makroskobik, bazi biiyiime faktorleri
ve histopatolojik a¢idan yara iyilesmesi {izerine etkilerinin degerlendirilmesi

amaclanmstir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Deri

Viicudun en biiyiik organi olan deri, 70 kg agirligindaki bir insanda yaklasik 1,8 m?
yiizey alan1 kaplar (Anonymous 2006). Derinin temel gorevi; ¢cevresel etmenlere, toksik
maddelere, endojen s1vi ve besinlerin kaybina karsi canliy1 korumaktir (Singer ve Clark
1999, Anonymous 2006). Terleme ve 1sinin diizenlenmesi ile beden 1sisinin
korunmasinda da 6nemli rol oynayan deri, yaralanma ve yanik gibi olaylarda deri
turnoveri ile kendini otomatik olarak onarmakta ve bu mekanizma sitokin salinimi ile
daha da hizlanmaktadir (Anonymous 2006). Ayrica, bazi omurgali hayvanlarda

solunumu da tistlenmektedir (Kuru 1994).

Yasama ortamlarina, canlilarin tiirline ve viicutta bulundugu bdlgelere gore yapisal
farkliliklar gosteren bu yapi; en dis tabakasi ektodermden koken alan epidermis ve alt
katmani ise mezodermden kdken alan dermis olmak iizere temel olarak iki biiyiik
boliime ayrilmaktadir (Anonymous 2006). Hipodermis ise, cildi bag dokusuna baglayan
ve gevsek bag dokusu ag1 arasinda gozlenebilen yag hiicreleri ile karakterize edilen alt

tabakadir (Tuncer vd. 2016).

Epidermis; distan ige stratum corneum, stratum lucidum, stratum granulosum, stratum
spinosum ve bazal tabaka (stratum germinativum) olarak 5 temel bdliime ayrilir.
Epidermiste en yogun bulunan hiicre tipi ise keratinositlerdir (Anonymous 2006).
Burada bulunan keratinositlerin  temel gorevi; canliyr yabanci cisimler,

mikroorganizmalar ve dehidrasyona kars1 korumaktir (Wiegand ve Hipler 2008).
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Sekil 2.1 Epitel dokuyu olusturan 5 tabakali epidermis tabakasi (Anonymous, 2018)
(1-stratum korneum, 2-stratum lucidum, 3-stratum granulosum, 4-stratum spinozum, 5-stratum bazale ve
dermis tabakasinin sematik goriintiisii)

Dermis; damarsiz olan epidermise besin destegi saglayan katmandir, gerilme-esneme
fonksiyonlar1 ile enfeksiyon etkenlerine kars1 bariyer gorevi tistlenir ve su deposu olarak
islev gortir. Yaklagik 2-3 mm kalinligindaki bu tabaka; yapisinda fibroz protein matriks,
kollajen ve elastin igerir. Ayrica; kan damarlari, basing, sicaklik ve agriy1 algilayan
duyu sinirleri, lenf damarlari, ter bezleri ve pilosebase (kil follikiilii+yag bezi) tiniteler

icermektedir (Anonymous 2006, Dik 2015).
2.2 Yara
2.2.1 Yara tanim

Yara, fiziksel veya kimyasal bir etkenin viicut biitiinliiglinii bozacak sekilde olusturdugu

her tiirlii hasar olarak tanimlanmaktadir (Soysal ve Cakalir 1999, Kahya 2005). Bir



baska ifade ile yumusak dokularin normal fonksiyonlarinin ve anatomik yapisinin

bozulmasi da yara olarak tanimlanmaktadir (Karasu ve Bakir 2008).

2.2.2 Yara cesitleri

1) S1yrik yarasi (Abrazyon)

Derinin siirtiinmesi sonucu olusan yiizeysel yaralanmalardir. Derinin epidermis
tabakasinda meydana gelir. Derinligine gore kapiller damarlardaki harabiyet sonucu
disariya serum ve kan sizar, kabuklagsma goriiliir, genellikle iz birakmadan iyilesir

(Sener ve Set 2013).

2) Kesik yarasi (Laserasyon)

Bigak, ¢aki, makas vb. cisimlerden kaynaklanan yaralardir. Derinin tim katlarinin hasar
gordiigii doku yaralanmasidir. Laserasyonlarin yara kenarlar diizensiz ve kirlidir. Deri
altindaki damar ve sinirler kesildigi i¢in agr1 ve kanama meydana gelir. Yara agizlar

birbirinden uzaklagsmistir (Sener ve Set 2013).

3) Ezik yarasi (Kontiizyon)

Genellikle kapal1 yaralardir. Tas, sopa, yumruk gibi etkenlerin siddetli olarak ¢arpmasi
sonucu sekillenirler. Yara kenarlar1 eziktir. Bazen de biiyiik damarlarin yirtilmasi
sonucu kan toplanmasi (hematom) goriilebilir. Kazalarda en ¢ok karsilasilan yara
cesididir. Deri biitiinliigli bozulmamis ancak deri altinda harabiyet vardir (Sener ve Set
2013).

4) Ekimoz

Hasarlanan damardan doku igine kanin sizmasi ile olusur. Ekimozlar siklikla cilt

altinda, i¢ organlarda ve kaslarda yerlesim gosterirler. Cilt alt1 yerlesim g0Osteren



ekimozlar cilt seviyesinde kalir ve genellikle sekilsizdirler. Cilt altina yerlesim gosteren
ekimozlarin  aksine, derin dokulara yerlesim gosteren ekimozlar distan
goziikkmeyebilirler. Ekimoz olustugu andan itibaren zamanla hemoglobin igerigindeki
hemosiderin, biliverdin ve bilirubin etkisi ile sirasiyla mor-kahverengi, yesil-kahverengi

ve yesil-sar1 renk degisimleri gostererek kaybolur (Sener ve Set 2013).

5) Delici (Penetre) yara

Uzun kesici ve sivri aletlerden kaynaklanan yaralardir. I¢ dokulara ulastigi zaman sinir,
damar ve kas kesiklerine neden olurlar. Disg kanama yok denecek kadar az, i¢ kanama

riski yiiksektir (Sener ve Set 2013).

6) Kesici alet yaralari

Keskin bir ylizeyi olan ve bu yiizeyin dokulara siirtiilmesi ya da bastirilmasi ile dokunun
kesilmesine neden olan aletlerle meydana gelen yaralanmalardir. Kesici aletlerle
olusturulan yaralar temizdir ve yara dudaklar1 olduk¢a diizgiin ayrilmistir. Yara
etrafinda ekimoz ve abrazyon (siyrik) yoktur. Kemik dokusuna ulasmis ise kemik
tizerinde ¢izgisel ya da kiymik (talaslanma) gibi hasar olur (Polat vd. 1997, Sener ve Set
2013).

7) Parcal1 yaralar

Derinin bir parcast kopmustur ya da kiiciik bir yerinden bagh kalmis sekildedir.
Olduk¢a kanamali yaralanmalardir. Hayvan 1sirmasi neticesinde olusan yaralar da bu

kisim i¢inde ele alinmaktadir (Sener ve Set 2013).

8) Atesli silah yaralar

Mermi ¢ekirdeginin ya da sagmalarin silah namlusundan ¢ikarak viicuda girmesi ile

ortaya ¢ikan yaralanmalardir. Giris yaras1 siklikla yuvarlaktir. Ancak giris yara



Ozellikleri atis mesafesi, atig yonii, merminin bir yere carparak viicuda girmesi gibi

bir¢ok faktdre bagl olarak degisebilir (Sener ve Set 2013).

2.2.3 Yara iyilesmesi

Yara iyilesmesi; hiicre ¢ogalmasi, hiicre hareketi, kollajen sentezi ve kollajen carpaz
bag olusumu gibi ahenk i¢indeki ardigik, birbiri ile baglantili, karmasik, biyokimyasal

ve hiicresel olaylarin biitlintidiir.

Lokal yaralanmalarda viicudun tepkisi inflamasyon siireci ile baslayip rejenerasyon ve
reperasyon ile sonuglanir. Rejenerasyon, yara boélgesindeki iyilesmenin yaralanan
dokunun kendi parankimal hiicreleri ile gerceklesmesidir ve iyilesme sonucunda yara
bolgesinde hemen hemen hi¢ iz kalmamaktadir. Reperasyon ise, yara bdlgesinin bag

doku hiicreleri ile kapanmasi ile doku devamliliginin saglanmasidir (Senol 1995,

Vidinsky vd. 2006).

Yara iyilesmesi, klinik olarak yarali deri bolgesindeki kapanmanin tamamlanmasi
olarak da tanimlanir. Yara iyilesmesi klinik olarak; hemostaz, inflamasyon, hiicresel
proliferasyon, graniilasyon dokusu olusumu ve anjiyogenezis, matriks sentezi ve
yeniden sekillenme safhalarim1 igeren; yarali deri bolgesindeki kapanmanin

tamamlanmasi olarak tanimlanir (Alpsoy vd. 2012).

Yara iyilesmesi siirecinde; c¢esitli aract maddeler (biiylime faktorleri, kemotaktik
faktorler, vazoaktif aminler), parankimal hiicreler (fibroblastlar, makrofajlar,
keratinositler, endotel hiicreleri), kanin sekilli elemanlar1 (trombositler, nétrofiller,
monositler) ve ekstraseliiler matriks elemanlar1 (kollajen, elastin, glikoproteinler ve
glikozaminoglikanlar) gorev almaktadirlar (Senol 1995, Diegelmann ve Evans 2004,
Dik 2015).

Cerrahi kesi ile olusturulan tam kat deri yaralanmalar1 dermis ve epidermisten olusan

tim deri tabakalarmi kapsamaktadir. Epidermis, damarsiz bir yapiya sahip olmasi



nedeni ile epitelizasyon olayr ile iyilesirken; yapisinda damarlar bulunan dermis,
graniilasyon dokusu olusumu ve kollajen sentezi ile iyilesir (Calvin 1998, Karasu ve
Bakir 2008). Sadece epidermal yaralanmalarda epidermal rejenerasyon, keratinositlerin

yara yiizeyinde ¢ogalmasiyla olusur (Senol 1995).

Epitelizasyon, yaralanmadan sonra derinin dis ortama karsi engel olma ozelligini
yeniden kazandirmak igin epitel hiicrelerinin gé¢ etmesini, ¢ogalmasini ve keratinize

olmasini igeren bir siirectir (Karasu ve Bakir 2008).

Yara iyilesmesi; hemostaz ve inflamasyon (substrat-hazirlik fazi), hiicresel
proliferasyon (kollajen yapim fazi) ve maturasyon (remodelizasyon) olmak iizere ii¢
evrede incelenmektedir (Sekil 2.2) (Ekmek¢i ve Bostanci 2002, Verderio vd. 2004,
Karasu ve Bakir 2008, Aksoy ve Bingdl-Ozakpmar 2014). Saglikli bir canlida
inflamasyon (hazirlik fazi) evresi yaklasik 3 giin, proliferasyon (kollajen yapim fazi)
evresi yaklagik 10 giin ve maturasyon (remodelizasyon fazi, rejeneratif faz) evresi

yaklagik 2 yil siirmektedir (Ekmek¢i ve Bostanci 2002).
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Sekil 2.2 Yara iyilesme evreleri ve gorev alan hiicreler
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2.2.3.1 inflamasyon faz:

Cerrahi miidahale ya da travma sonrasinda baslayan organizmayi kan kaybina karsi
koruyarak doku hasarmni Onleyen, yabanci maddelerin yayilimini 6nleyen ve yarayi
onarim i¢in hazir hale getiren asamadir (Karasu ve Bakir 2008, Kii¢iik 2010). Dokunun
yaralanmasi ile damarlar agilir ve trombositler yara bolgesinde hiicresel bir plak
olusturarak hemostazi baslatir (Aksoy ve Bingdl Ozakpinar 2014). inflamatuvar evrede
yanit; damarsal ve hiicresel cevap olarak ikiye ayrilmaktadir. Yaralanmanin erken
safhasinda; lokal vazodilatasyon, ekstravaskiiler bosluga kan ve siv1 sizintisi, kizariklik,
sislik ve 1s1 artisi ile karakterize lenfatik drenajin engellenmesi siire¢leri meydana gelir.
Bu akut inflamasyon cevabi genellikle 24 ve 48 saat arasinda siirer ancak bazi vakalarda
2 haftaya kadar siirebildigi bildirilmektedir. Bu evrede yaray1 takiben arteriol ve
kapillerde vazokonstriiksiyon, bununla es zamanli olarak trombositlerin endotelin
altinda bulunan kollajen ile temas etmesi neticesinde trombositlerin kiimelenmesi ve
kiimelenen trombositlerin agregasyonu (damart tikamasi- pihtilagsma) gergeklesir
(Singer ve Clark 1999, Karasu ve Bakir 2008, Kiigiik 2010). Siiturlu yaralarda olusan
piht1 yara bolgesini tamamen doldurarak yara dudaklarini yapistirir ve yaraya kismen

diren¢ kazandirir (Karasu ve Bakir 2008).

Trombositler yara olustugunda ilk aktiflesen hiicrelerdir (Ekmeke¢i ve Bostanct 2002).
Trombositlerin kollajen ile temas etmesi sonucu kollajenin yapisindaki prolin ve
hidroksiprolin aminoasitleri trombositleri aktiflestirirler. Aktiflesen trombositler; sadece
damar tikanmasimi saglamakla kalmayip, trombosit kokenli biiylime faktorii (PDGF),
TGF-B (transforme edici biiylime faktorii- beta), makrofajlari ve fibroblastlari
etkinlestiren trombosit kdkenli biiyiime faktorii, trombosit faktor IV, fibrinojen gibi yara
lyilesmesini saglayan ve baslatan bir¢ok mediator salgilarlar (Singer ve Clark 1999,
Kiiciik 2010). Bu mediatorler ve lokal olarak yara bolgesinde salgilanan trombin;
trombositlerin kiimeleserek pihti olusturmasini uyarir. Trombin tarafindan fibrinojenin
fibrine doniistiiriilmesi sonucu olusan pihti ile kanama durdurulmus olur. Pihtilagma,
hiicrelerin gogii icin gecici bir matriks iskeleti olusturur (Li vd. 2007). Fibrin ve
fibronektinin birlikte olusturdugu bu gegici matriks; monosit, fibroblast ve endotel

hiicrelerinin akitilmas1 i¢in iglev goriir. Go¢ eden bu hiicreler, pithtt matriksi ile
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etkilesime girmek i¢in fibrin, fibronektin ve vitronektini tantyan integrin reseptorlerini

kullanirlar (Clark 2001).

Prostaglandinler (PGE ve PGE2); inflamasyon alaninda salinan inflamasyon son
medyatdrleri olup, lokositler ve fibroblastlar i¢cin hemeostatik rol oynarlar (Gokalp-

Ozkorkmaz ve Ozay 2009).

Inflamatuvar evrenin erken donemindeki baskin hiicreler notrofil ve makrofajlardir (Li
vd. 2007). Doku travmasinin olusumundan hemen sonra yara bdlgesine ilk olarak
inflamatuvar 16kositlerden nétrofiller gelerek kisa siirede sayilarini arttirirlar. Yara
bolgesine giren mikroorganizmalari ve 6li dokular1 fagosite etmektedirler (Clark 2001,
Ekmeke¢i ve Bostanct 2002, Karasu ve Bakir 2008). Yara bolgesinde bulunan aktive
makrofajlar, birka¢ 6nemli biiylime faktorlerinin ve graniilasyon dokusunun olusumunu
saglayan sitokinlerin salinimini saglar (Li vd. 2007, Kii¢iik 2010). Ayrica fibroblastlarin
yara bolgesine goclinii saglayan fibronektinin salintmini saglarlar. Aktif makrofajlarin
en Onemli gorevleri; inflamatuvar ve proliferasyon evresi arasinda gegis gorevi
iistlenmesi; epitelizasyon, anjiyogenezis ve fibroplaziyi igeren mezensimal hiicrelerin
aktivasyonu ve yara iyilesmesi i¢in gerekli PDGF, TGF-B, timér nekrozis faktor-o
(TNF- a), interlokin-1 (IL-1), FGF gibi faktorleri salgilamalaridir (Ekmekgi ve Bostanci
2002, Karasu ve Bakir 2008). Makrofajlar herhangi bir nedenle baskilanirsa; kollajen
sentezi, neovaskiilarizasyon (yeni damar olusumu), fibroblastlarin proliferasyonu ve
migrasyonunda gecikmeye bagli olarak yara iyilesmesinde bozulma gozlenir (Karasu ve
Bakir 2008). Notrofillerin tersine, makrofajlarin yara bolgesinde bulunmasinin ve
aktivitelerinin yara iyilesmesi i¢in hayati énemde olmasinin, hem yara debridmani hem
de yara onarimi i¢in zorunlu oldugu ifade edilmistir (Steven 2000, Karasu ve Bakir
2008). Asirt kontamine yaralarda makrofajlarin fazla miktarda baskilanmasi,
inflamatuvar fazin uzamasina ve skar dokunun artmasina neden olabilmektedir (Karasu

ve Bakir 2008).

Bu fazin son kisminda immiinolojik hiicrelerin sayisinin azalmaya baslamasiyla; endotel
hiicreleri ve fibroblastlar yara bolgesinde ortaya cikarak proliferatif fazi baglatirlar

(Aksoy ve Bingdl-Ozakpinar 2014).
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2.2.3.2 Proliferasyon faz1

Proliferatif faz; anjiyogenezis, kollagen iiretimi ve depolanmasi ve yara kontraksiyonu
ile karakterizedir (Aksoy ve Bingdl-Ozakpimar 2014). Proliferasyon fazi; inflamasyon
fazinin ardindan yaralanmadan sonraki yaklasik 3-5. giinlerde yaradaki nekrotik doku,
kan pihtis1 ve enfeksiyon kalktiktan sonra baslamaktadir. Yara bolgesine gelen
monositler makrofajlara doniiserek inflamatuvar fazin ortadan kaldirilip proliferasyon
fazinin devamimi saglarlar (Senol 1995, Kiiciik 2010). Bu donemde fibroblastlarin
baskinlasmasi, yarada graniilasyon dokusunun olusumu, reepitelizasyon ve yara
kontraksiyonu islemleri gergeklesmektedir. Normal yara iyilesmesi siirecindeki en
Onemli isaret graniilasyon dokusunun olusumudur ve yaralanmadan sonra yaklasik 3.-6.
giinlerde baglar (Karasu ve Bakir 2008, Kiiciik 2010). Graniilasyon dokusunu;
fibronektin, kollajen, hyaluronik asit, yeni kan damarlari, fibroblast ve inflamasyon
hiicrelerinin birlesimi olusturmaktadir. Graniilasyon dokusu Ozellikle agik yaralarin
iyilesmesinde, enfeksiyonlara karst engel gorevi iistlenmektedir. Ayrica bu dokunun
yapisindaki fibronektin ve hyaluronik asit; fibroblast ve makrofaj hiicrelerinin go¢

etmesi icin bir iskelet vazifesi gormektedir.

Inflamatuvar fazda olusan gegici matriks, sitokinler ve biiyiime faktdrleri de
graniilasyon dokusu olusumuna destek vermektedir. Graniilasyon dokusunun gelisimi;
fibroblastlarin aktive edilmesi (fibroplazi) ve yeni damarlagma siireci olan anjiogenezis
ile karakterizedir. Graniilasyon doneminde Once fibronektin sonra tip | ve tip Il
kollajen iireten fibroblastlarin yara kenarindan yaraya migrasyonu ile kollajenin sentezi
ve birikimi ger¢eklesmektedir (Ekmekg¢i ve Bostanct 2002, Verderio vd. 2004, Karasu
ve Bakir 2008). Graniilasyon dokusundaki fibroblastlarin ¢ogunlugu miyofibroblast
tipinde olup kapsadiklar1 filamentler sayesinde yara kontraksiyonunu saglarlar (Senol
1995). Fibroblastlar tarafindan sentezlenen kollajenin yapisindaki hidroksiprolin derinin
tekrar elastikiyetini ve diren¢ kazanmasini saglamaktadir (Karasu ve Bakir 2008, Dik

2015).

Fibroplazi; fibroblastlarin ¢ogaldigr ve fibrin pihti igindeki lifler boyunca ve yeni

gelisen kilcallar boyunca yaranin i¢ine dogru gog¢ ettigi ayrica graniilasyon dokusunun
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olusumuna katki saglayan yeni kollajen ve matriks proteinlerinin tiretiminin saglandigi
stiregtir (Li vd. 2007, Karasu ve Bakir 2008). Fibroblastlar yaralanmadan sonra 3-4.
giinlerde goriliip, 7. glinde en yiikksek seviyeye ulasirlar. 15-21. giine kadar yara
bolgesinde aktif olarak gorev alirlar (Karasu ve Bakir 2008). Fibroblastlar yara alanina
goc edip cogalirken kasilabilir 6zellik kazanarak miyofibroblastlara dondsiirler.
Yapilarindaki aktin mikrofilamanlar1 sayesinde yara biiziismesini saglarlar (Ekmekgi ve

Bostanci 2002, Li vd. 2007).

Fibroblastlar fibrin pihtisin1 gegici matriks olarak kullanarak yapisinda fibronektin,
laminin, hyaluronik asit ve kollajen gibi yapilar1 bulunduran ekstraseliiler matriks ile
rotasyon yaparlar (Mutsaers vd. 1997, Diegelmann ve Evans 2004, Karasu ve Bakir
2008). Fibroblastlar; TGF, IGF-1 (Insiilin Benzeri Biiyiime Faktérii-1), PDGF gibi
cesitli biiylime faktorleri ile uyarilarak gecici matriks igine ilerler ve ¢ogalirlar. Erken
donemde yara ve yara etrafindaki normal deride fibronektin miktari artarken, kollajen
sentezi azalir. Fibronektin, fibroblastlarin gogiinii artirir ve fibroblastlarin hiicre dist
matriksine yapismasini saglayarak yara biiziigmesine yonlendirirler (Ekmek¢i ve
Bostanc1 2002, Li vd. 2007). Fibroblast proliferasyonu; yara merkezindeki asidik ve
diisiik oksijen seviyeli ortam nedeni ile uyarilir. Anjiyogenezis siirecinde olusan yeni
damarlar ve artan oksijen tasima kapasitesi ile de fibroblast proliferasyonu azalir (Li vd.

2007, Karasu ve Bakir 2008).

Anjiyogenezis; yara yakimindaki onceden var olan kan damarlarinin filizlenerek yeni
damarlar olusturmasi olarak tanimlanir (Calvin 1998, Li vd. 2007, Karasu ve Bakir
2008). Bu olay yara onariminda fibroblastlarin proliferasyonuna eslik eder (Stadelmann
vd. 1998, Karasu ve Bakir 2008). Yaralanmaya cevaben mikrovaskiiler endotelyal
hiicreler; endotelyal hiicrelerin aktivasyonunu, hiicrelerin bazal membranlariin lokal
bozunumunu, piht1 i¢ine kan damarlarinin filizlenmesini, hiicre poliferasyonunu, bazal
membranin yeniden olusumunu ve doku tamiri olarak yeni olusmus kan damarlarinin
kiiciilmesini igeren anjiyogenik bir siire¢ baslatir (Marx vd. 1994, Li vd. 2007). Yara
olusumunun ikinci giiniinde endotel hiicrelerden sitoplazmik yalanci ayaklar uzanir,
matriks metalloproteinaz salgilanmasi ve endotel hiicrelerin perivaskiiler araliga gocii

meydana gelir (Li vd. 2007). Yeni olusan damarlar; besin, enerji ve oksijen saglayarak
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graniilasyon dokusunun olusumuna katki saglarlar. Ayrica inflamatuvar hiicrelerin yara
bolgesine girebilmeleri icin kan damarlan ile etkilesime geg¢meleri gerekmektedir.
Endotelyal hiicreler; anjiyogenezis sirasinda kollajenaz, plazminojen aktivatorii,
sitokinler ve matriks metalloproteinaz gibi birgok mediatériin  liretimini  ve
salgilanmasimi saglar (Li vd. 2007, Karasu ve Bakir 2008). Makrofajlar tarafindan
saliman sitokinler; diigiik oksijen gerilimi, laktik asit ve yarada iiretilen biyojenik
aminler gibi yara iyilesmesi sirasinda anjiyojenezi uyarirlar. Vaskiiler endotelyal
bliytime faktorii (VEGF), anjiyopoetin, FGF ve TGF-B gibi bir¢ok biiyiime faktori
anjiyogeneziste Onemli gorevler {stlenmistir. Vaskiiler gegirgenlik faktorii olarak
bilinen ve bir¢ok hiicre tipinden salgilanan (keratinositler, fibroblastlar ve endotelyal
hiicreler gibi) VEGF, anjiyogeneziste dnemli bir rol oynar. VEGF, endotelyal hiicreler
icin giiclii bir mitojendir ve hiicre dis1 dgelerin baglanmasina yardimei olan bir¢ok
integrin reseptoriinii uyararak endotelyal hiicre gociinii ve damar filizlenmesini saglar
(Senger vd. 1997, Li vd. 2007, Karasu ve Bakir 2008). Doku yaralanmasi sirasinda
hipoksik dokuda meydana gelen diisiik oksijen gerilimi, VEGF’nin en Onemli
uyaricisidir (Detmar vd. 1997, Li vd. 2007).

Reepitelizasyon; kiitandz yaralanma sonrasinda epidermis tabakasinin iyi sekilde tamir
edilme siirecidir. Bu siireg; yara bolgesine birbirine bagli keratinositlerin gociinii,
keratinositlerin  proliferasyonunu, sirali  epidermis igindeki  neoepitelyumun
farklilagmasimni ve epidermis ve dermisi birbirine baglayan zarar gérmemis bazal
membran bdlgesinin tamir edilmesini kapsar. Keratinositler ilk olarak yara olusumunu
takip eden 24 saat igerisinde yaranin serbest kenarlarindan yara alanina go¢ ederek yara
olusumuna cevap verirler. Yara bolgesindeki stabil kil kokleri keratinositlere depo
gorevi goriirler. Yaklasik olarak yara iyilesmesinin 12 saat sonrasinda keratinositlerin
diizlesmesi ve uzamasi, yalanci ayak benzeri ¢ikintilarin gelisimi, hiicre-hiicre ve hiicre-
matriks iletisiminin kaybi, hiicre i¢i tonofilamanlarin igeri ¢ekilmesi ve keratinositlerin
sitoplazma kenarlarindaki aktin filamanlarinin olusumu gibi bir seri olay meydana gelir.
Keratinosit gogli siirecine; hiicre dist matriks, integrin reseptorleri, matriks
metalloproteinazlar ve biiylime faktorleri gibi bir¢ok element katilir. Fibrin, fibronektin
ve tipV kollajen tarafindan olusturulan gec¢ici matriks; keratinositlerin gociine ve kabuk

altindaki yaray1 6rten dokiintiilerin parcalara ayrilmasina olanak saglar (Li vd. 2007).
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Keratinositler yiizeylerindeki integrin reseptorleri sayesinde fibronektince zengin gegici
matriks ile iletisim kurarlar. Keratinosit gogiiniin yonii, yara yataginda bulunan yeni
olusmus kollajen molekiillerindeki integrin reseptdrlerine keratinositlerin baglanmasi ile
belirlenir. Bu baglarin ¢6ziinmesi ile keratinositlerin daha ileri gé¢ etmesi saglanir.
Matriks metalloproteinazlar, keratinosit gociindeki bu ¢oziinmede Onemli rol
oynamaktadir. Ornegin, matriks metalloproteinaz-1; yara bdlgesindeki keratinositlerin

kollajen fibrillere baglanmasin1 engelleyerek gociin devamliligini kolaylastirir (Parks
1999, Li vd. 2007).

Keratinositlerin prolifere olmas1 yara bolgesinin kapanmasi i¢in yeteri kadar hiicrenin
goc etmesi i¢in gerekmektedir. Etkilesimin baskilanmasinin bir sonucu olarak gog
durdugunda, keratinositler alt tabakaya tekrar baglanir, bazal tabaka tekrar yapilandirilir
ve sonra sirali epidermisin olusmasi sonucu terminal farklilagsma siireci eski halini alir.
Yara merkezine dogru tek katli keratinositlerin varlig1 ve yara kenarlarinin yakininda ise
cok tabakali ve sirali keratinositlerin varligi bu durumun bir gostergesidir. Epidermal
biiyiime faktorii, keratinosit biiylime faktorii ve TGF-o; keratinosit gociinii, cogalmasini

ve reepitelizasyon siirecini uyaran en énemli faktorlerdir (Li vd. 2007).

Reepitelizasyon sonrasindaki 7-9 gilin i¢inde bazal membran bdolgesi yeniden
olugmaktadir. Bazal membran bolgesinin list kismi; hemidesmozom ankraj filament
kompleksi boyunca bazal keratinositleri baglayici gorev almasi, alt kismi ise; baglayici

fibrillerle dermis tabakasina baglanarak sabitlenmesi nedeni ile adezif bir yapidadir (Li
vd. 2007).

Yara kontraksiyonu; yaray1 ¢evreleyen yara dudaklariin yara merkezine dogru hareket
ederek yaranin kapatilmasinit kolaylastirmasi siirecidir. Graniilasyon dokusunun deri
kenarlarin1 igeri dogru ¢ekmesi sonucunda reepitelizasyonla kapatilacak alan kiigtiliir

(Karasu ve Bakir 2008).
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2.2.3.3 Maturasyon fazi

Epitelizasyon bitirildiginde yara iyilesmesinin tamamlandigi kabul edilmektedir.
Keratonositlerin ~ farklilasip dermisi olusturmasiyla da yeniden modellenme
(remodelling) faz1 baslar (Aksoy ve Bingdl-Ozakpinar 2014). Yara onarmminin son ve
en uzun asamasi olan maturasyon fazi; graniilasyon dokusunun yerini skar dokusuna
birakmasini ve hiicre dis1 matriksin olgunlagmasini kapsar (Kirsner ve Eaglsterin 1993,
Karasu ve Bakir 2008). Maturasyon fazinda; yara alanindaki fibroblastlarin sayis1 azalir,
kollajen yapiminin homeostazisi saglanir, epitelizasyon tamamlanir, yara rengi soluk
hale gelir, yaradaki gerilim direnci artar ve skar dokusu hacimce kiigiiliir (Deodhar ve
Rana 1997, Karasu ve Bakir 2008). Bu faz siiresince, ¢ok miktarda hiicresel ve vaskiiler
yapiya sahip olan graniilasyon dokusu yavasca yapisal ve sekilsel degisim gecirerek
daha az hiicresel ve vaskiiler yapiya sahip skar dokusu ile rotasyon yapar. Hiicresel
azalma; hiicrelerin yara disina migrasyonu ya da apoptozis ile meydana gelmektedir

(Kirsner ve Eaglsterin 1993, Karasu ve Bakir 2008).

Bu fazin basinda fibroblastlar fazla miktarda fibronektin sekresyonu yaparlar (Senol
1995). Fibronektin; ilerleyen donemlerde ortadan kaldirilarak yerini fibroblastlar
tarafindan {iretilen once tip III kollajene daha sonra ise tip I kollajen demetlere
birakmaktadir. Fibronektin ihtiva eden gegici matriks, matriks metalloproteinazlar
tarafindan ortadan kaldirilmaktadir (Ekmek¢i ve Bostanci 2002, Karasu ve Bakir 2008).
Matriks metalloproteinazlar, saglikli dokuda saptanamazlar ya da ¢ok az miktarlarda
bulunurlar. Yara iyilesmesi sirasinda matriks metalloproteinazlar; sitokinlere, biiyiime

faktorlerine ve/veya hiicreleraras1 matriksle hiicre etkilesimine cevaben uyarilirlar (Li
vd. 2007).

Bu fazin en 6nemli 6zelligi kollajen sentezinin gergeklesmesi ve kollajen sentezinin
regililasyonudur. Kollajen {iretimi siirekli olarak yaralanmadan sonra 4-5 haftaya kadar
devam eder. Yaralanmadan sonra tiretilen ilk kollajen saglikli derideki kollajenden daha
incedir. Zamanla ilk iiretilen kollajen iplikleri absorbe edilir sonrasinda daha kalin ve
diizenli kollajen birikimi gerceklesir (Broughton vd. 2006, Karasu ve Bakir 2008). Bu

durumun diizenli gerceklesebilmesi i¢in kollajen sentezi ile birlikte kollajen yikiminin
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da gerektigi zaman devreye girmesi gerekmektedir. Bu yikim; graniilosit, makrofaj,
epidermal hiicreler ve fibroblastlardan sekresyonu yapilan matriks metalloproteinazlar

tarafindan gergeklesmektedir (Davidson 1996, Ekmekgi ve Bostanci 2002).

Kollajen; deri, kemik ve kikirdak doku gibi birgok dokuda mevcut olan bag dokunun
yapisal proteinidir (Diegelmann 2001). Kollajenin en o6nemli goérevi, dokularin
bozunumuna kars1 diren¢ saglamak ve dokularmn belli bir forma girmesini saglamaktir
(Beanes vd. 2003). Kollajen fibriller daha iri olan kollajen fiberleri olusturmak icin
birleserek halat benzeri bir yap1 kazanirlar. Kollajen fiberlerin egilme ve biikiilme
ozellikleri olmasina karsin mekanik basing ve ¢ekilme etkisi nedeni ile uzamazlar ve

direng gosterirler (Karasu ve Bakir 2008).

Cerrahi agidan morfolojik ve kimyasal yonden yara iyilesmesinin en 1yi gostergesi yara
gerilim direncinin saglikli doku seviyesine ulagmasidir. Yara gerilim direnci, yara
kenarlarinda santimetrekare alana kilogram (kg/cm?) olarak uygulanan giigle 6lgiiliir.
Yara gerilim direnci, hiicre dis1 ortamda sekresyonu yapilan hiicresel iiriinler arasindaki
biyokimyasal interaksiyonu ile kazanilmaktadir. Yara iyilesmesinde yara gerilim direnci
yavas ilerleyen bir siiregte meydana gelir. Yaralanma sonrasi ilk 5 giinde yara ciddi bir
dirence sahip olmaz (Calvin 1998, Singer ve Clark 1999, Karasu ve Bakir 2008). Yara
gerilim direnci, kollajenlerin matiirasyonuna baglidir. Kollajenin matiirasyonu, yara
sonrasinda 15. giinde baslamaktadir ve 1 yila kadar devam etmektedir. Yara direncinin
artmasi, kollajen fiberlerin dizilislerinin  degiserek ¢apraz baglanmasi ile

gerceklesmektedir (Karasu ve Bakir 2008).

Yaralanma sonrasi 3. haftada yara % 20-25 arasinda, bir ay sonra ise % 40 oraninda
diren¢ seviyesine ulasir ilerleyen siirecte ise saglikli derinin gerilim direncinin % 70-
80’ine ulasir. Ancak yara dokusu saglikli dokunun fiziksel ve kozmetik 6zelliklerini tam

olarak kazanamaz (Calvin 1998, Singer ve Clark 1999, Karasu ve Bakir 2008).

Sonugta yara iyilesmesi; inflamasyon, vaskularizasyon, apoptozis, ekstraseliiler matriks
olusumunun dengelenmesi, hiicrelerin gocii, yeni kollajen olusumu gibi olaylar

kapsayan dinamik bir siirectir.
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Sekil 2.3 Kiitanoz yara iyilesmesinin fazlar1 (Beanes vd. 2003)

a) Deri altindaki yaralanmalarin ardindan hemen, dermis i¢indeki lokal hasarli kan damarlarindan kan
elementleri ve vazoaktif aminler kan damarindan disar1 sizar. Vaskiiler gecirgenlik; notrofillerin
[polimorfoniikleer nétrofiller (PMN’ler)], trombositlerin ve plazma proteinlerinin yara bolgesine
infiltrasyonu ic¢in gecici olarak artmaktadir. Bu hiicreler tarafindan salinan faktorlere yanit olarak
vazokonstriiksiyon gerceklesir. b) Pihtilagsma sonrasi, fibrinojenden fibrine doniisiim mekanizmasini
takiben yara bolgesinde yerlesen trombositler fibrin ile birleserek pihti olusumunu saglar. c)
Trombositler; trombosit kokenli biiyiime faktori (PDGF), PMN’leri yara bdlgesine ¢eken ve
inflamasyonun baglama sinyalini veren transforme edici biiylime faktdrii (TGF-B) dahil olmak {izere
cesitli faktorleri serbest birakir. d) 48 saat sonra asil inflamatuvar hiicre olarak makrofajlar PMN’lerle yer
degisere baskin hale gelir. PMN’ler ve makrofajlar birlikte yarayr dokiintiilerden arindirir, bitylime
faktorlerini serbest birakir ve hiicre dis1 matriksi yeniden diizenlemeye baslar. e) Yaklasik 72 saat sonra
proliferasyon fazi baslar ve inflamatuvar hiicreler tarafindan salinan biiylime faktorleri tarafindan yaraya
toplanan fibroblastlar, kollajen sentezlemeye baslarlar. f) Yaklagik ii¢ hafta sonra kollajen sentezi hizi
yavaslasa da, remodelizasyon fazinda yaralanmadan aylar sonra da kollajen ¢apraz baglanmasi ve yeniden
yapilanma devam eder

2.3 Transglutaminazlar

Transglutaminazlar (TG’ler); serbest amin gruplari (6rn. protein veya peptid bagl lizin)
ve peptid bagli glutaminlerin y-karboksamid gruplar1 arasinda kovalent baglar

olusturarak proteinlerin Ca*?’ye bagimli posttranslasyonal modifikasyonunu katalize
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eden yapisal ve islevsel olarak iligkili proteinlerin bir ailesidir (Mehta ve Eckert 2005,
Eckert vd. 2014).

Transglutaminazlar; hem hiicre yiizeyi ile iliskili fibronektinin c¢apraz baglanmasi
(Gaudry vd. 1999a, Griffin vd. 2002), hem de integrinlere ve fibronektine kovalent
olmayan baglanma yoluyla hiicre-matriks etkilesimini tesvik edebilmektedirler (Akimov
vd. 2000, Eckert vd. 2014). Bu bulgu transglutaminazlarin enzimatik rollerinin yaninda
yapisal proteinler olarak da gorev yaptiklarimi destekler niteliktedir. Her bir
transglutaminaz tipi kendine has doku dagilimina sahip olsa da, bu 6zel enzimler bir ¢ok
farkli dokularda ve genellikle diger transglutaminazlarla kombinasyon halinde bulunur
(Aeschlimann ve Paulsson 1994, Grenard vd. 2001).

Tiim transglutaminaz enzimleri yakindan iliskili genlerin bir ailesi tarafindan kodlanir.
Gen frilinlerinin siralamasi yiiksek derecede sekans benzerligi ve tiim aile bireyleri,
intron dagilimi ve intron ugbirlestirme tiplerinin dikkate deger Ol¢lide korunmasi ile
benzer bir gen organizasyonu sergilemektedirler. TG’ler gen yapilan
karsilastirildiginda; TG2, TG3, TG4 ve band 4.2 proteininin 13 ekson icermesi, Faktor
Xllla ve TGYL’in ise 15 ekson i¢ermesi nedeni ile iki alt sinifa ayrilabilmektedir. Gen
yapisindaki benzerlik goz oniine alindiginda, birincil protein yapisi, li¢ boyutlu yapisi ve
katalitik mekanizmas1 yaninda, transglutaminaz genlerinin ortak bir atasal genden

tiredigi goriilmektedir (Grenard vd. 2001, Eckert 2014).

Arastirmacilar 1959°da; kobay karacigerinden elde ederek diisiik molekiil agirlikli
primer aminlerin proteinlere katilmasini katalizleyebilen, su anki ismi TG2 olan ilk
TG’yi tanimlamiglardir (Sarkar vd. 1957, Eckert 2014). TG2’nin tanimlanmasindan bu
yana; tek hiicreli organizmalarda, omurgasizlarda, baliklarda, memelilerde ve bitkilerde
bu aktiviteye sahip ilave proteinler tespit edilmistir (Grenard vd. 2001, Mehta ve Eckert
2005).

Insanlarda 9 adet TG geni bulunmaktadir. Bu enzimlerden 8 tanesi katalitik olarak aktif
olup 1 tanesi (eritrosit membran protein band 4.2) inaktif formdadir (Grenard vd. 2001,

Eckert vd. 2014). Bu proteinler; iskelet gorevi goriir, membran biitiinligiini korur,
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hiicre adezyonunu diizenler ve sinyal iletimini diizenler (Satchwell vd. 2009). Band 4.2
hari¢ TG’lerin primer sekanslar1 farkli olmasina ragmen, aktif bolgelerinde ayni amino
asit dizisini paylasirlar. Proteinlerin ¢apraz baglanma ve iskelet gorevlerine ek olarak
TG’ler; deamidasyon ve amin katilma yoluyla proteinlerin translasyon sonrasi
modifikasyonunu da katalize eder. Ornegin; bugday ve diger hububatlarin bir bileseni
olan gliadin A’nin TG2’ye bagli deamidasyonu, ¢6lyak hastaliginin patogenezinde rol
oynar (Klock vd. 2012). Ayrica, TG ile katalize edilmis aminlerin proteinlere dahil
edilmesi, substrat proteinlerinin islevini, kararliligini ve immiinojenikligini degistirebilir
ve otoimmiin hastaliga katkida bulunur (Lorand ve Graham 2003). Insanlarda
tanimlanan dokuz TG’den en kapsamli sekilde inceleneni ise TG2 olmustur (Eckert vd.

2014).

Transglutaminaz ailesi; hemostazda fibrin piht1 stabilizasyonu, semen koagiilasyonu,
keratinizasyonda keratinize hiicre zar1 olusumu ve hiicrelerarast matriks yapilarinin
stabilizasyonu gibi fonksiyonlar1 gerceklestirmektedir (Aeschlimann ve Thomazy 2000,
Eckert vd. 2014). Transglutaminazlarin eksikligine bagl olarak yara iyilesmesinde ve
keratinizasyonda ciddi sekilde bozulmalar sekillendigi goériilmektedir (Board vd. 1993,
Mehta ve Eckert 2005). Transglutaminazlarin yapisal rollerinin yaninda, son
caligmalarda capraz baglama fonksiyonu nedeni ile transforme edici biiylime faktorii-3,
interlokin-2 ve midkin gibi sinyal molekiillerinin biyolojik aktivitesini diizenleyerek
hiicrelerde siddetli bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Aeschlimann ve Thomazy
2000).

TG’ler tarafindan katalize edilen reaksiyonlar; kan koagiilasyonu, cilt bariyeri olusumu
ve hiicre dis1 matriks toplanmasi gibi biyolojik islemler icin gereklidir. TG’ler ayni
zamanda kan ve cilt bozukluklarinin patofizyolojisine ve ¢esitli inflamatuvar, otoimmiin

ve dejeneratif olgulara katkida bulunurlar (Iismaa vd. 2009).
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Cizelge 2.1 Transglutaminaz enzim ailesinin {iyeleri, isimlendirmeleri, doku dagilimi,
biyolojik fonksiyonlar1 ve patolojik iliskisi (Odii ve Coussons 2014)

Transglutaminaz

Transglutaminaz 1
(TG1)

Transglutaminaz 2
(TG2)

Transglutaminaz 3
(TG3)

Transglutaminaz 4
(TG4)

Transglutaminaz 5
(TG5)

isimlendirmesi
Keratinosit TG
(TGK)
Karaciger TG,
Doku TG,
Sitozolik TG,
Eritrosit TG,

Endotelyal TG

Epidermal TG,
Sac folikill TG

Prostat TG (TGp)

TGX

Doku dagilim ve
hiicresel

lokalizasyonu

Skuamdz  epitel,

keratinositler,

hiicre zar1
Bir¢ok doku
tipinde yaygin

olarak, hiicre zari,

sitosol, ¢ekirdek ve

hiicredist
Epidermis, sag
folikiilii, beyin,
sitosol

Prostat bezi, prostat
sivilar1 ve seminal

plazma

Kadin lireme
dokularinda yaygin
bicimde eksprese,
iskelet sistemi, kas
ve fetlis dokulari,
stinnet derisi
keratinositleri,

epitelyal bariyer
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Biyolojik

fonksiyonlari

Cok kath yasst epitel

dokuda koruma,
keratinosit
farklilagsmasinda
bozulmus zarf
olusumu

Apoptozis, hiicre
yasam  sinyallemesi,
hiicre  farklilagmasi,
matriks

stabilizasyonu,
endositoz, yara

iyilesmesi vb.

Keratinositlerin ve sag
folikiillerinin terminal

farklilagmast

Ureme ve
dogurganlik, ozellikle
kemirgenlerde semen

koagiilasyonu

Epidermal farklilagsma

Patolojik iliskisi

Lamellar iktiyozis

Otoimmun
hastaliklar,
Norodejeneratif
hastaliklar,
Maligniteler,
Metabolik
hastaliklar vb.

Insanlarda
epidermal

hastaliklar

Iktiyozis ve sedef
hastaliginda
dolayh etki, Darier
hastalig
lezyonlarinda asir
eksprese

halde

olmus
veya hig
eksprese olmamis

halde



Cizelge 2.1 Transglutaminaz enzim ailesinin tyeleri, isimlendirmeleri, doku dagilima,
biyolojik fonksiyonlar1 ve patolojik iliskisi (Odii ve Coussons 2014)

(devam)

Transglutaminaz 6
(TG6)

Transglutaminaz 7
(TG7)

FXIIA Fibrinoligaz,
Plazma TG, Laki
Lorand faktor

Eritrosit membran
protein band 4.2,
ATP-bagimlh
eritrosit membran

Band 4.2

protein band 4.2

Testis, akcigerler

ve beyin

Testislerde  ve
akcigerlerde
yaygin olarak

eksprese edilir

Kondrositler,
plateletler,
plasenta,
astrositler,
makrofajlar,
sinovial S1v1,
kalp, g6z, kemik
ve dermisteki

dendritik hiicreler

Eritrosit
membranlarinin
yiizeyi, kemik
iligi, fetal

karacigeri, dalak
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Merkezi sinir sistemi
geligimi, motor
fonksiyonu, epidermis
ve sa¢c folikiiliinde
gecikmis  hiicre  zar1

olusumu

Yara iyilesmesi, kan
pihtilagsmas1 ve kemik

gelisimi

Eritrosit iskelet agmin
temel bileseni,
eritrositlerin seklini ve
mekanik  6zelliklerini

koruma

Spinoserebellar
ataksi,
Polyglutamin

hastaliklar

Yoklugunda
bozulmus yara
iyilesmesi
mekanizmasi,
kadinlarda
diisiik, deri alt1
ve kas igi
hematomlar,
siddetli kanama

egilimi

Siferositoz,

Eliptositoz



2.3.1 Transglutaminazlarin simiflandirilmasi

2.3.1.1 Transglutaminaz 1

Keratinosit TG (TG1); cildin ve iist sindirim sisteminin ¢ok siral1 skuamoz epitelinde ve
disi genital bolgenin alt kisminda eksprese edilir. TG1 (insan kromozomu 14ql1.2
tizerindeki TGM1 geni tarafindan kodlanir), 106 kDa’lik inaktif bir zimojen olarak
sentezlenmektedir. Proliferatif keratinositlerde diisiik seviyelerde eksprese edilir ve
TG1’1 aktive ederek terminal farklilasmay:r diizenleyen keratinosit farklilasma
regiilatorii Tazaroten Indiiklenmis Gen 3’{in (TIG3) ekspresyonuyla birlikte keratinosit
farklilagsmasi sirasinda devamli olarak indiiklenir (Sturniolo vd. 2003, Sturniolo vd.
2005). Proteolitik boliinme, artmis Ca®" seviyesi ve Tazaroten Indiiklenmis Gen 3
(TIG3) ile etkilesim; TG1’in katalitik aktivitesini etkinlestirmektedir (Sturniolo vd.
2005, Eckert vd. 2009).

TG1 aym1 zamanda akciger, bobrek ve karacigerdeki epitelyal hiicrelerin tutunma
noktalarinda (Hiiragi vd. 1999) ve miyokardiyal mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde
eksprese edilir (Steinert vd. 1996, Eckert vd. 2014).

TG1 proteini; NHz-terminal sistein rezidillerindeki yag agil baglantisiyla plazma
membranina baglanir ve proteoliz ile 10, 33 ve 66 kDa’lik fragmentlerine ayrilir (Iismaa
vd. 2009). Otozomal ressesif lamellar iktiyozis hastaligi, TG1 kodlayan genin
mutasyonuyla olugsmaktadir (Candi vd. 1998, Eckert vd. 2014).

2.3.1.2 Transglutaminaz 3

TG3 veya epidermal TG; sag¢ folikiillerinde, epidermiste ve beyinde bulunur. TG3
(insan kromozomu 20q11-12 iizerindeki TGM3 geni tarafindan kodlanir), 77 kDa’lik
inaktif bir zimojen olarak sentezlenmektedir ve proteoliz ile 50 ve 27 kDa’lik
fragmentlerine ayrilir (Eckert vd. 2014). TG3, GTP’ye baglanir ve hidrolize olur. Sag

teli morfolojisi icin kritik olan sa¢ folikiiliiniin kok kilifin1 sertlestiren trikohyalin ve
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keratin ara filamentlerinin ¢apraz baglanmasini katalize eder (Hitomi vd. 2003, John vd.
2012). Ayrica, farklilasmanin son asamasinda hiicre zar1 olusumuna katilir (John vd.
2012). Yapilan ¢alismalarda TG3 nakavt farelerde, bozulmus sa¢ gelisimi ve incelmis

cilt bariyeri gozlenmistir (Bognar vd. 2014, Eckert vd. 2014).

2.3.1.3 Transglutaminaz 4

Transglutaminaz 4 (TG4) veya prostat TG; prostat bezinde, prostatik sivilarda ve
seminal plazmada bulunur (Grenard vd. 2001, Jiang ve Ablin 2011). Siganlarda TG4,
disi genital bolgedeki kopulasyon tipasinin olusumuna ve erkek gametin antijenikligini
maskelemeye katilir. TG4 nakavt fareler, kopulasyon tipasinin olusumundaki
yetersizlikten dolayr diistik fertilite sergilerler (Dean 2013). TG4’lin insanlardaki tam
islevi bilinmemektedir Ancak bazi bilimsel ¢aligmalar, artan TG4 ekspresyonu ile
agresif fenotipli prostat kanseri arasinda dogru orantili bir baglanti oldugunu ortaya

koymaktadir (Jiang ve Ablin 2011, Eckert vd. 2014).

2.3.1.4 Transglutaminaz 5

Transglutaminaz 5 (TGS); esas olarak siinnet derisindeki keratinositler, epitelyal
bariyerin alt tabakasinda ve iskelet kasinda eksprese edilir (Cassidy vd. 2005). TGS
(insan kromozomu 15q15.2 iizerindeki TGMS geni tarafindan kodlanir), 81 kDa’lik
inaktif bir zimojen olarak sentezlenmektedir (Pietroni vd. 2008). TG5; epidermisteki
lorikrin, involukrin ve SPR3’ii capraz baglar (Candi vd. 2001). Iktiyozis ve sedef
hastalarinda hiperkeratozise katkida bulunur (Candi vd. 2002). TGS5’in inaktivasyonuna
neden olan mutasyonlar derinin soyulmasina neden olur (Cassidy vd. 2005, Eckert vd.

2014).

TG ailesinin bir bagka liyesi TGS (TGX olarak da bilinir)’in in vitro c¢aligmalarda
keratinosit farklilagsmasinin erken fazinda indiiklendigi ve ¢ok etkili capraz bag
substratlar1 (lorikrin, involukrin ve prolinden zengin proteinler, SPR3) bulunmustur.

TG5’in indirek immiinfloresan boyanmasi ile erimeyen lif benzeri proteinlerle iligkili
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olan yerde, yani insan epidermisinin en {ist tabakasinda, eksprese oldugu gosterilmistir.
Yara iyilesmesinde TG5’in rolii heniliz ¢alistimamistir (Candi vd. 2001, Eckert vd.
2014).

2.3.1.5 Transglutaminaz 6

Transglutaminaz 6 (TG6) ekspresyonu; insan testislerinde ve akcigerlerinde, farelerin
ise beyninde lokalizedir. Noronal karakteristik gosteren insan karsinom hiicreleri de
TG6’y1 eksprese eder. TG6 nin katalitik fonksiyonu proenzimin proteolitik boliinmesini
takiben aktive edilir; boylece TGO, tek bir dnciiden bdliinen iki polipeptit zinciri igerir

(Eckert vd. 2014).

2.3.1.6 Transglutaminaz 7

TG7’nin gen diizenlenmesi veya fonksiyonu hakkinda c¢ok bilgi bulunmamaktadir.
TG6’da oldugu gibi ekspresyonu testisler, akcigerler ve beyinle sinirlidir. Yapilan bir
calisma, zayif prognozlu hastalarin meme kanseri hiicrelerinde TG7 transkript

diizeylerinin arttigini ileri stirmiistiir (Jiang vd. 2003, Eckert vd. 2014).

2.3.1.7 Plazma Transglutaminazi (Faktor XIIIa, FXIIIa)

Plazma TG (FXIIla), kan pithtilasma kaskadinin 6énemli bir bilesenidir. Plateletlerde,
plazmada, astrositlerde, makrofajlarda, dermal dendritik hiicrelerde, plasentada,
kondrositlerde, sinoviyal sivida, kalpte, gozlerde ve osteoblast kokenli hiicrelerde
bulunur. FXIIla, kan pihtilasma kaskadinda aktive olan son zimojendir (Lorand vd.
1993, Lorand ve Graham 2003, Eckert vd. 2014). Ca?* varliginda FXIlla, fibrin

pihtilarin dengelemek i¢in fibrin molekiillerinin ¢apraz baglanmasini katalize eder.

FXIlla, inflamasyonda ve kemik sentezinde rol oynar. FXIlla tarafindan katalizlenen
AT1 reseptoriiniin ¢apraz baglanmasi; sinyal gelisiminde artigsa neden olur ve hipertansif

hastalarda monosit yapismasini arttirarak aterojenezi hizlandirir. FXIII nakavt farelerde
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ise; pihtilasma bozuklugu, diisik dogum sikligi, azalmis anjiyojenez ve dokularin

yeniden bicimlenmesinde bozukluklar goriilmektedir (Eckert vd. 2014).

2.3.1.8 Eritrosit membran protein band 4.2 (Band 4.2)

Band 4.2, katalitik aktiviteden yoksun tek TG’dir. Band 4.2; eritrositlerde, kemik
iliginde, fetal karacigerde ve dalakta bulunur. Band 4.2, eritrositlerde hiicre iskeletinin
onemli bir bilesenidir. Membran biitiinliigiiniin ve hiicre stabilitesinin diizenlenmesinde
onemli bir rol oynamaktadir. Japon resesif sferositik eliptosistozis hastalarinda, Band

4.2 protein ekspresyonu kismen veya tamamen bulunmamaktadir (Eckert vd. 2014).

2.3.1.9 Transglutaminaz 2

TG2, dokularin proteolitik degradasyona direnmesini ve gelismis mekanik direng elde
etmesini saglayan bir mikromolekiiler dikis enzimi (biyolojik tutkal) olarak goriilebilir

(Griffin vd. 2002).

TG2 (insan kromozomlarinda TGM?2 olarak bilinen, lokus: 20ql11-12); TG stiper
ailesinin  74-80 kDa’lik en ilgi ¢ekici tyesidir (lismaa vd. 2009). Ayrica,
transglutaminaz 2 kodlayan genin alternatif olarak birlestirilmesi yoluyla farklh
ozelliklere sahip daha kisa TG2 formlariin iiretildigi de bilinmektedir. TG2-S, TG2-
H2, TG2v1 ve TG2y: dahil olmak tizere toplam dort eklenmis TG2 formu bildirilmistir
ancak bunlarin in vivo rolleri heniiz tanimlanamamistir (Lai ve Greenberg 2014). TG2
ve birlestirilmis i1zoformlar arasindaki en biiylik fark; tiim izoformlarinin C terminal
bolgelerinin TG2’den farkli ve kiiciik boyutlarda olmasidir. Bu nedenle; GTP/ATP
baglanmasi, Fosfolipaz C baglama, migrasyon ve adezyon islevleri gibi TG2’nin
karakteristik islevlerini listlenemezler (Murthy vd. 1999, Mehta ve Eckert 2005). Esas
olarak, TG2 dort farkli globiiler alandan olusur: Fibronektin ve integrin baglanma
bolgesi iceren bir NHz-terminali B-sandvig¢ bolgesi, asiltransfer reaksiyonu i¢in katalitik
ticliileri (Cys277, His335 ve Asp358) igeren katalitik bir ¢ekirdek, bu katalitik reaksiyon
icin gerekli korunmus bir triptofan (Murthy vd. 2002, Kir'aly vd. 2011) ve bir
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fosfolipaz C baglanma sekansi i¢eren ikinci bir fig1 bolgesiyle iki COOH-terminal B-fic1
alanlarindan olugsmaktadir (Liu vd. 2002, Eckert vd. 2014) (Sekil 2.4).

sal 139 277335358 460476/478 538 580 687
B-sandvig Katalitik bélge B-1figi — TG2 domain
N—— 23 T
Fibronektin baglayies  Katalitik tigli Ca™2 baglayica GTP/GDP baglayict Fosfolipaz C L_ Fonksiyonel
baglavict hilgeleri
ECMYye hiicrelerin integrin Proteinlerin translasyon sonrasi Muhtemel
aractli baglanmasmi tegvik eder modifikasyonunu saglar fonksiyonlan
Hiicre biiviimesi, vasamas: ve Apoptozis Hiicre biiyiimesi Inflamasvon
hareketliligi Inflamasvon Hiicre vasamasi
Invazyon

Sekil 2.4 Transglutaminaz 2 (TG2) proteininin yapisal ve fonksiyonel alanlarinin

sematik resmi (Mehta vd. 2010)

TG?2 proteini dort farkli alandan olusur ve her alanin kendine 6zgii bir iglevi vardir. N-terminalde bulunan
B-sandvig bolgesi, fibronektin icin yiiksek afiniteli bir baglanma bdlgesi igerir ve ECM (ekstraseliiler
matriks)’ ye hiicrelerin dogrudan veya dolayli baglanmasini tesvik etmekten sorumludur. TG2’nin
katalitik bolgesi, ¢esitli hiicresel proteinlerin yiiksek kararlilikli izopeptit baglari olusturarak capraz
baglanmasindan sorumludur ve genellikle hiicrenin apoptotik 6limiinii saglar. B-1 fig1 bdlgesi, TG2
aracili sinyalleme yolaklarinda 6nemli rol oynayan bir GTP / ATP baglama bdlgesi igerir. Belirli kosullar
altinda (6rnegin GTP’ye bagh formda) C-terminalde bulunan B-2 fi¢1 bolgesi, fosfolipaz C’yi
kuvvetlendirir ve aktive edebilir ve TG2 proteininin proinflamatuar fonksiyonlarina katkida bulunabilir

Diger transglutaminazlarin aksine TG2; katalitik ¢ekirdegi ve B-fic1 arasindaki yarikta
bulunan tek bir guanidin niikleotid baglama bdlgesine sahiptir ve bu sekans, TG2
geninin ekzon 10’u ile kodlanmaktadir. Diger transglutaminazlarda bu ekzonla homolog
olan bolge zayif baglanma o6zelligi gostermektedir (Liu vd. 2002, Odii ve Coussons

2014).

Primer transglutaminaz enzimlerinin kalsiyum bagimli proteinlerin posttranslasyonel
modifikasyonunu katalizleme aktivitesinin yan1 sira, TG2 de GTP’yi baglayip hidrolize
edebilir, protein disiilfid izomeraz aktivitesi sergileyebilir ve kalsiyumdan bagimsiz
olarak bir protein kinazi olarak islev gorebilir (Liu vd. 2002). Ayrica TG2, hiicre

adezyon siire¢lerinde ve hiicre dis1 matriks stabilizasyonunda yer alan bir dizi hiicre
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yiizey proteini ile etkilestigi yerde kalsiyumdan bagimsiz enzimatik olmayan

aktivitelere sahiptir (Mishra ve Murphy 2004).

Son yirmi yilda, TG2’nin enzimatik aktivitelerinden bagimsiz olan diger islevleri
olusturulmustur (Zemskov vd. 2009, Odii ve Coussons 2014). TG2’nin kalsiyumdan
bagimsiz, nonenzimatik ve transamidasyondan bagimsiz aktiviteleri; hiicre adezyonu,
biiylime, gog, farklilasma, programlanmis hiicre 6liimii ve ekstraseliiler matriks igerigi
dahil olmak tizere hiicre davraniginin bir¢ok anahtar roliiniin altinda yatan bir¢ok kritik
fizyolojik stiregte yer alir (Zemskov vd. 2006, Odii ve Coussons 2014). Bu hiicresel
stiregler; embriyogenezis ve doku morfogenezi, yara iyilesmesi ve doku onariminin yant
sira timor biiylimesi ve metastaz i¢in de hayati 6neme sahiptir (Hand vd. 2000, Odii ve

Coussons 2014).

TGC veya Gh olarak da bilinen doku TG (TG2), dokularda ve hiicre tiplerinde, hiicre
iginde ve hiicre disinda ¢esitli yerlerde yaygin olarak bulunan ve 130’dan fazla substrat
iceren multifonksiyonel c¢apraz baglayici bir proteindir (lismaa vd. 2009, Tong vd.
2013). Peptid substratlarin1 kovalent olarak ¢apraz baglayabilir ve ayn1 zamanda bir G
proteini olarak gorev yapabilir (lismaa vd. 2009). Bununla birlikte, TG2 nin asir1 ¢apraz
baglanmasi, yara iyilesmesi ve neovaskiilarizasyon ile ilgili hastaliklarin patogenezinde,
ozellikle de gesitli organlarda fibrojenik reaksiyonlarda rol oynamaktadir (Aeschlimann
ve Thomazy 2000, Stephens vd. 2004). Ornegin, kalpteki TG2’nin asir1 ekspresyonu,
transgenik farelerde interstisyel fibrozise neden olmustur. Bu, durum TG2’nin fibroblast
aktivitelerinin kontroliinde merkezi bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir (Stephens vd.

2004).

TG2 nakavt farelerde yapilan arastirmalar, TG2’nin yara iyilesmesinde kritik bir rol
oynadigimi1 ve TG2’nin kronik ekspresyonunun ECM’nin birikmesiyle fibroproliferatif

bozukluklara yol agarak anormal yara iyilesmesini destekledigini gostermistir (Mehta
vd. 2010).

TG2 agirlikli olarak sitozolik bir protein olup ¢ekirdekte ve plazma zarinda bulunur

(Lorand ve Graham 2003, Verderio vd. 2004). TG2 gen promotdrii; bir retinoik asit
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yanit elementi (transkripsiyon baglama bolgesinin 1.7 kb akis yukarisi), interlokin (IL) -
6’ya spesifik cis diizenleyici elementi (promotoriin 4 kb akis asagisi), TGF B-1 yanit
elementi (transkripsiyon baglama bdlgesinin 868 b¢ yukari akis yoniinde) ve iki AP2-
benzeri tepki elementlerini (transkripsiyon baslatma bolgesinin 634 ve 183 bg iistiinde)

icerir (Eckert 2014).

TG2, ii¢ ana hiicre boliimiinde (sitozol, plazma zar ve cekirdek) lokalizedir ve diger
transglutaminazlarin aksine hiicreler aras1 matrikste salgilanir ve depolanir. Salgilanma
mekanizmasi1 olagandisidir ¢linkii bir sinyal peptidinden yoksundur ve klasik bir
endoplazmik retikulum = Golgi bagimli mekanizma tarafindan salgilanmaz. TG2
sekresyonunun, TG2’nin aktif konformasyonunu ve bozulmamis bir N-terminal
fibronektin baglanma yerini gerektirdigi bilinmektedir; ancak atipik salgi mekanizmasi
nedeniyle, TG2 etkili bir sekilde salinmamaktadir. Ancak, doku hasarinda ve hiicresel
stres durumlarinda baslangigta fibronektin ile kompleks hiicreler arasi matrikste

biriktiginde carpict sekilde TG2 salinimi artar (Verderio vd. 2004).

Bu protein; bir takim organa spesifik hiicre tiplerinin yan1 sira endotel hiicrelerinde, diiz
kas hiicrelerinde ve fibroblastlardaki yapisal ekspresyonu nedeniyle viicudun
tamaminda bulunur (Thomazy ve Davies 1999, lismaa vd. 2009). TG2, hiicrelerarasi
matriks veya hiicreleraras1 matriks ile baglantili olarak hiicre yiizeyinde bulunur
(Gaudry vd. 1999a, lismaa vd. 2009). Hiicre iginde, ¢ogunlukla sitozolik olup ayni
zamanda plazma veya niikleer zarin i¢ yiiziiyle de iliskili olarak bulunur (lismaa vd.

2009). TG2 mitokondride bulunmamaktadir (Krasnikov vd. 2005, lismaa vd. 2009).

Hiicrelerin bazal ve apikal yiizeylerinde ve hiicre-hiicre etkilesimlerinde lokalize olan
hiicre yiizey TG2’si; hiicre adezyonu ve migrasyonu ozelliklerini etkileyen (Esposito
vd. 2000, Belkin vd. 2005) hiicre-matriks etkilesimleri ile iliskilendirilmistir (Tong vd.
2013). Hiicre-matriks etkilesimleri igin hayati énem tasiyan p-Integrin 1 ve 3; TG2 ile
birlikte yerellesir ve hiicre ylizey TG2’sinin distan sinyallenmesine aracilik eder
(Akimov ve Belkin 2001a, Tong vd. 2013). Epitel hiicrelerini bag dokusu yapilarina
hemidezmozomlar baglamasina ragmen (mikrofibriller ve kollajen fibriller) bu

baglanma TG2’nin ¢apraz baglayici substratlari tarafindan da gergeklestirilir. Boylece
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TG2; matriks substratlarinin ¢apraz baglanmasini katalize etmek disinda protein-protein
etkilesimlerinin diger tipleri sayesinde hiicre adezyonunu ve migrasyonunu etkileyebilir

(Tong vd. 2013).

Bazi ¢alismalar TG2 ekspresyonundaki degisikliklerin hiicre adezyonunda (tutunma ve /
veya yayilma) degisikliklere neden oldugunu ve timor hiicrelerinin metastatik

potansiyelini hafiflettigini gostermistir (Stephens vd. 2004).

TG2 ekspresyonunun; hiicrelerin mekanik ortamina duyarli olmadigini, yaslanmay1
geciktiren fibroblastlarda yliksek oranda indiiklendigini ve TG2 ekspresyonunun
fibroblast aracili ekstraseliiler matriksin yeniden organizasyonundaki degisikliklerden

sorumlu oldugu gosterilmistir (Stephens vd. 2004).

TG2’nin transamidaz aktivitesi; yara iyilesmesi, anjiyojenez ve kemik onariminda
onemli olan matriks stabilizasyonunda hiicre dist bir rol oynamaktadir ve genelde
apoptozis sirasinda proteinlerin ¢apraz baglanmasinda ise hiicre i¢i bir rol oynamaktadir

(lismaa vd. 2009).

TG2’nin transamidaz aktivitesine ek olarak baska gorevleri de bulunmaktadir. Bu
gorevler arasinda GTPaz aktivitesi gorevi; ous/oup adrenerjik reseptorii, TPa
tromboksan A2 reseptdrii ve oksitosin reseptdrii araciligiyla hiicre i¢i G protein
sinyallemesi gorevi; siki liclii TG2: fibronektin: kollajen kompleksleri olusturarak hiicre
dis1 matriksi stabilize etme gorevi ve B1/B3/B5S integrinleri (Zemskov vd. 2006),
heparan siilfat proteoglikan reseptdriiniin heksan siilfat zincirleri, sindekan 4 (Telci vd.
2008) ya da G proteinine bagli hiicre adezyon reseptor GPR56 (Xu vd. 2006) ile
dogrudan etkileserek fibronektine hiicre adezyonunu kolaylastiran adaptor gorevi
bulunmaktadir (Iismaa vd. 2009). TG2 nin hiicre dis1 protein disiilfid izomeraz (PDI)
aktivitesinin yani sira insiilin benzeri biiylime faktorii baglama proteini (IGFBP) 3, p53
timdr slipresOr proteini veya substrat olarak histonlarla hiicre i¢i serin/treonin kinaz
aktivitesine sahip oldugu gozlenmistir (Hasegawa vd. 2003, lismaa vd. 2009). TG2’nin
ve G proteininin sinyal aktiviteleri Ca*?> ve GTP’nin sirayla baglanmasiyla karsilikli
olarak diizenlenir (Sekil 2.5) (Begg vd. 2006, lismaa vd. 2009). GDP’nin baglanmasi
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kompakt, transamidaz-inaktif yapisina gecisi organize ederken (Begg vd. 2006, Pinkas
vd. 2007, lismaa vd. 2009); Ca*? ile aktive olmus TG2 genislemis bir elipsoid yapi
gosterir (Liu vd. 2002, Begg vd. 2006, lismaa vd. 2009).

Sekil 2.5 GDP bagli kompakt inaktif TG2 (Iismaa vd. 2009)

Retinoik asit, D vitamini, TGF-B1, IL-6, TNF, Niiklear Faktor kappa- B (NF-«B),
epidermal biiyiime faktorii (EGF), forbol ester, oksidatif stres ve Homeobox A7 (Hox-
A7); TG2 ekspresyonunu uyarir. Transamidasyon reaksiyonuna ek olarak TG2; GTPaz,
ATPaz, protein kinaz ve protein disiilfid izomeraz (PDI) aktivitesi gosterir. TG2; B-
integrinler, fibronektin, osteonektin, retinoblastoma protein ve PTEN ile etkilesir.
TG2’deki islev bozuklugu; ¢olyak hastaligina, ndrodejeneratif bozukluklara ve katarakt
olusumuna katkida bulunur. TG2 nakavt farelerde, fenotipik bir degisiklik
goriilmemistir ancak gecikmis yara iyilesmesi, azalmis makrofaj aktivitesi ve strese

kars1 zayif tepki gdzlenmistir (Stephens vd. 2004, Eckert vd. 2014).

Artan TG2 ifadesi ve transamidasyon aktivitesi bir¢ok iltihapli hastalik ve olaymn yaygin
bir 6zelligidir. Hiicre hasarinin baglangi¢ sathasinda salgilanan sitokinler ve biiyiime
faktorleri, TG2 ifadesini diizenler (Sekil 2.6). Ornegin TGF-B; TG2 gen promotdriindeki
bir TGF-B1 tepki elementi vasitasiyla keratinositlerdeki ve dermal fibroblast
yiizeyindeki TG2’yi arttirmaya yonelik hareket eder. TNF-a, Ik-B, fosforilasyonunun
aktive olmasiyla karaciger hiicrelerindeki TG2 sentezini arttirir. Bu durum NFxB’den
IkB’nin ayrilmasina neden olur (Ilismaa vd. 2009). TG2, NFkB’nin aktivasyonuna neden
olur ve boylece Ik-Ba’nin ¢apraz baglanmasiyla mikrogliya hiicrelerinde inflamasyon
meydana gelir (Lee vd. 2004, lismaa vd. 2009). TG2 promotoruna NFkB’nin artarak

baglanmasindan kaynaklanan artmig TG2 ekspresyonu, hepatik hastalikli siganlarda ve
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hastalarda deneysel olarak indiiklenen hepatik fibrogenezde gbzlemlenen bir yanit olan
hiicre dis1 TG2 ¢apraz baglanma aktivitesini arttirir (Iismaa vd. 2009). TG2 ekspresyonu
ayrica kikirdak dokusundaki IL-1 (Johnson vd. 2001) ve karaciger hiicrelerindeki 1L-6
tarafindan arttirilir (Iismaa vd. 2009).

Oksidatif stres TGEp LPS Sitokinler arn.
/ \ TNFo, IL-1

l

Smads4

: aktivasy
Apoptozis | I]-ilrclllm_ s
polimerizasyonu
PPAR-y l-xBo—(3)
Kristallin agreiasvonu e degredasyonu
¢apraz balanmast p 0 ool l
) NF-
degredasyon uanslgEaS}'onu
Inflamatuvar yamt
translokasyonu
——
NF-xB
aktivasyonu
aktivasyonu / \

1 iikst i =
indiiksiyonu it et vt

Sp1gapraz baglama, 3
g 5m:COX-2, PLA,, INOS, TNFa

inaktivasyon S
XK Biiyiime faktorii
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Apoptozis

Sekil 2.6 TG2 ekspresyonunu ve / veya aktivitesini diizenleyen stres, yaralanma ve

inflamatuvar yanit yollar1 (lismaa vd. 2009)

Oksidatif stres ya TG2 transamidaz aktivitesini uyaran hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinde bir artisi ya da
TG2 ekspresyonunu, translokasyonunu ve aktivasyonunu uyaran ve artmis inflamatuvar yanit ile
sonuglanan NF-kB’nin [I-kB kinaz (IKK) tarafindan I-kBa’nin fosforilasyonunu izleyen I-kBa diizenleme
alt biriminden salinmasmin bir sonucu olarak] TGF-B aracili aktivasyonunu tetikler. Lipopolisakkarit
(LPS) veya sitokinler ayrica NF-xB’nin aktivasyonunu tetiklerken; etanol TG2’nin niikleer
translokasyonunu indiikler. TG2 tarafindan arttirilmig transamidasyon; kristalin, [-xB, PPAR-y veya Spl
dahil olmak {iizere gesitli substrat proteinlerinin polimerizasyonuna yol agarak inflamatuvar yaniti veya
apoptozisi tesvik eder. TG2’yi asir1 eksprese eden kardiyomiyositlerde; tromboksan A, (TXA;) reseptorii
(TPa) boyunca artmis sinyallesme mekanizmasi; hipertrofi ve apoptozis sonucunda, fosfolipaz Az (PLA?)
ve siklooksijenaz 2’nin (COX-2) siirekli aktivasyonuna yol agar. [AA, arasidonik asit; iNOS, nitrik oksit
sentazin uyarilabilir izoformu; iPs, isoprostanlar; PGH,, prostaglandin H,; PL, fosfolipit; PPARY,
peroksizom proliferator aktive edici reseptor-y; TGF-B, Transforme edici biiytime faktorii- §; TLR4, Toll
benzeri reseptor 4

33



Romatoid artrit ve osteoartrit gibi kronik inflamatuvar eklem hastaliklarinin
patogenezinde de TG2’nin ilgisi oldugu bildirilmistir. Bu olaylarla ilgili olarak TG2’nin
en 6nemli rollerinden biri, TGF-B1 gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin aktivasyonuna
katiimindan kaynaklanmaktadir (Johnson vd. 2001, Griffin vd. 2002). TG2’nin hem
matriks depolanmasinda, hem de fibrojenik sitokinin serbest birakilmasi ve aktivasyonu
icin bir 6n kosul olan LTBP-1 (Latent Transforme edici biiyiime faktorii Baglama
Proteini-1) kompleksinin matriksle c¢apraz baglanmasmi iceren bir mekanizma
araciligtyla TGF-B1’in aktivasyonunda onemli oldugu distiniilmektedir (Griffin vd.
2002, Verderio vd. 2004).

Monositlerin makrofajlara farklilasmasi sirasinda, integrine bagh yiizey TG2’si yliksek
diizeyde indiiklenirken (Akimov ve Belkin 2001a), beraberinde FXIIIA ekspresyonunda
ise diisiis gozlenmektedir (lismaa vd. 2009).

TG2’nin hiicre adezyonu ve migrasyonu siireglerinde gorev aldigi yapilan hiicre kiiltiirii
calismalarinda kanitlanmistir. Fibroblastlardaki asirt TG2 ekspresyonunun hiicrelerin
birbirine baglanmasini ve yayilimini artttirdigi; buna karsin fibroblastlardaki TG2
eksikliginin ise, hiicrelerdeki baglanmay1 ve yayilimi azalltigi goriilmistiir (Stephens
vd. 2004, lismaa vd. 2009). Mevcut bulgular TG2’nin hiicre baglanmasina iki yoldan
katki yaptigin1 gdstermistir. Ik yol; TG2, fibronektin matriks olusumunun baslangig
evresini arttirarak (Akimov ve Belkin 2001a) ve hiicre dis1 matriks proteinlerini ¢apraz
baglayarak hiicre disi matriks proteinlerini stabilize eder (Aeschlimann ve Thomazy
2000, Forsprecher vd. 2008, lismaa vd. 2009). Ikinci yol ise; hiicre yiizey TG2’si,
B1/B3/BS5 integrinlerle (Akimov vd. 2000, Zemskov vd. 2006) ve heparan siilfat
proteoglikan reseptor sindekan-4’{in heparan siilfat zincirleri (Verderio vd. 2003, Telci
vd. 2008) ile etkileserek fibronektine fibroblast adezyonunu destekler (Zemskov vd.
2006, Telci vd. 2008, lismaa vd. 2009).

2.3.2 Yara iyilesmesinde transglutaminazlar

Yara iyilesmesi, travmatik ya da diger patolojik yaralanmalarla hasar goren doku

biitiinliiglinii eninde sonunda yeniden olusturmak i¢in birbiriyle isbirligi yapan birkag
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farkli TG’nin katilimin1  gerektirir. Faktér XIlla, kan damarlarimin travmatik
yaralanmasindan sonra kan kaybinin kontroliinde, kan pihtilagsmasi sirasinda fibrin
stabilizasyonunda, plateletlerin  aktivasyonunda ve graniilasyon dokularmin
depolanmasinda agikca yer alir. TG1 ve 3; yara onariminin anjiyojenik fazinda gorevli
olmasinin yani sira hiicre dis1 matriks ile etkilesimi ve stabilizasyonunu saglayan
bagimsiz bir hiicre yapigma proteini rolii olan TG2 ile baglantili olarak epidermal
tabakanin tamirinde gorev almaktadirlar (Akimov vd. 2000, Akimov ve Belkin 2001b,
Griffin vd. 2002).

Kanserli hiicrelere konaklik eden dokular, peritiimdral bolgelerde hiicre digt matriksin
yeniden diizenlenmesi ile gerceklesen lokal bir yara iyilestirme mekanizmasi olarak
daha yiiksek TG2 ekspresyonu ve aktivitesi gostermektedirler. Bdylece kanserli
hiicrelerin yayilmasimi ve kanserli hiicrelerde anjiyogenezisi tesvik etmesine neden

olmaktadirlar (Griffin vd. 2002).

Transglutaminazlar stabilizasyon ve bir¢ok dokunun genel fizyolojisinde (6rnegin deri,
bobrek) onarima katilmaktadirlar ve bunun sonucu olarak TG’ler yara iyilestirici
aracilar olarak kabul edilebilirler (Iismaa vd. 2009). TG’ler onarim siirecindeki birgok
asamada rol almaktadir. Bunlara ek olarak, siirekli doku travmasi varliginda veya
onarim iglemi anormalliklerinde fibrotik hastaliklara neden olan asir1 TG aktivitesi

gozlenmektedir (Mehta ve Eckert 2005).

2.3.3 Kiitanoz yara iyilesmesi ve cilt morfogenezisinde transglutaminazlarin rolii

Kiitandz yara iyilesmesi inflamasyon, proliferasyon ve matiirasyon olmak iizere 3
fazdan olusan kompleks bir siirectir (Singer ve Clark 1999, Aksoy ve Bingdl-Ozakpinar
2014). Cilt yaralanmasi, gegici bir tamir mekanizmasi olusturmak iizere yara bolgesinde
pihtt olusumunu takiben inflamatuvar hiicrelerin yara bolgesine akini ve daha sonra
kontraktil bir graniilasyon dokusu olusturmak i¢in piht1 igerisinde fibroblastlar ve kilcal
damarlarin olusumu gibi tepkilere neden olmaktadir. Bu arada kesilmis epidermal
kenarlar soyulmus yara ylizeyini Ortmek icin ileri dogru go¢ etmektedirler (Kiiclik

2010). Yara iyilesme siiregleri sirasinda, TG’ler epidermis, dermis ve pannikulus
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karnozus olmak iizere cildin tiim tabakalarinda aktive edilir (Qin vd. 2013). Pihtilasma
faktorii XIIla (plazma TG), trombin tarafindan aktive edilir ve yaralanma bdlgesinde
fibrin piht1 olusumuna katkida bulunur (Eckert vd. 2014). TG2; iyilesme siireci boyunca
endotel hiicreleri, makrofajlar ve iskelet kasi hiicrelerinde eksprese edilir (Haroon vd.
1999, lismaa vd. 2009). TG2 akut fazda, TGF-B, IL-6 ve/veya TNF-o gibi yara
sitokinlerine karsi cevaben indiiklenebilir (Inada vd. 2000, Lai ve Greenberg 2014).
Plazminojen, lirokinaz reseptorii ve mannoz-6-fosfat reseptoriinden olusan bir hiicre
yiizeyi kompleksine baglanan TG2, yara bolgelerindeki TG2 ekspresyonu igin pozitif
bir amplifikasyon dongiisii saglayan latent TGF- B:’i aktif formuna doniistiiriir (Inada
vd. 2000, Verderio vd. 2004). TG2 ve faktér XIIla fibrin / fibrinojen, fibronektin,
kollajen, laminin / nidojen, osteopontin ve vitronektin gibi hiicre dis1 matriks
molekiillerinin ¢apraz baglanmasina katilabilir. Boylece, TG’ler hiicre dig1 matriksi
stabilize ederek inflamatuvar ve endotel hiicrelerinin migrasyonu i¢in etkili bir iskele
olusturur ve islemin son {irlinli, graniilasyon dokusu ile fibrin matriksinin yer
degistirmesidir. Yaranin iyilesmesinden sonra bile, TG izoenzimleri ¢apraz baglantili
ekstraseliiler matriks molekiilleri ile yaranin biiziilmesini destekler. Ayrica, TG2 enzimi
potansiyel bir substrat olarak kolajen VII’inin ligasyonu yoluyla dermo-epidermal
baglantida tutundurucu (anchoring) fibrillerin ¢apraz baglanmasina katilir (Inada vd.
2000).

Yenidogan farelerin dorsal cildi {lizerinde kesik olusumunu takiben TG1 ekspresyon
stireci kiitanoz iyilesmede TG1’in roliinde 6ngoriiler saglamistir. In situ hibridizasyonla,
yara yakimindaki kenarda yaralanma sonrasindaki 2 saat suprabasal keratinositlerde
TGL’in eksprese oldugu bulunmus ve ekspresyonun sonraki saatlerde yara yakimindaki
kenarda arttig1 goriilmiistiir. Yaralanma sonrasindaki 20 saat iginde (reepitelizasyonun
belirgin olarak basladigi) ve normal hale dondiigii yaralanma sonrasindaki 4 giin iginde
(reepitelizasyon siirecinin tamamlandigl) gé¢ eden keratinositlerin kenarlarinda TGI

bliyiik oranda indiiklenmis olarak bulunmustur (Inada vd. 2000).

Hayvan modelleriyle yapilan c¢alismalarda kiitandz yaralanmayir takiben TG2
ekspresyonunun ve aktivitesinin arttigi bildirilmistir (Telci ve Griffin 2006). TG2’nin;
epidermiste eksprese oldugu bulunmustur (Lorand ve Graham 2003). TG2 ekspresyonu
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simirlanmis proliferatif bazal tabakada goriilmistiir. Greenberg {iniversitesindeki bir
grubun yapmis oldugu 6nemli bir calismada, rat cildindeki yara iyilesmesinin tiim
asamalarinda TG2 ekspresyonu gorintilenmistir (Haroon vd. 1999). TG2’nin
reepitelizasyonla iliskili olan keratinositlerde, reepitelizasyon simirin1 kaplayan
makrofajlarda ve yaralanma sonrasindaki 1. giinde yeni kan damarlarinin ele gecirdigi
gecici matrikste eksprese oldugu bulunmustur. Gegici epitelyal tabakada ekspresyon
azaldiktan sonra reepitelizasyon tamamlanmistir. TG2’nin; yara onariminda
dermoepidermal birlesme noktalarinin epiteliyal tabakaya baglanmasinda gorev aldigi
ve eksprese olmaya devam ettigi goriilmiistiir (Ilismaa vd. 2009). Yaralanma sonrasinda
1-3. giinde 6nemli sekilde artan TG2 immiinreaktivitesinin, ayni zamanda olgunlagma
sirasinda graniilasyon dokusunda mevcut ve yaralanma sonrasindaki 3. ve 9. giin
arasinda yavas bir sekilde kontrollii olarak proteolizize ugrayarak azalmis oldugu

gosterilmistir (Haroon vd. 1999).

Kiitan6z yaralanmaya yanit olarak TG2 ekspresyonu ve aktivitesi gegici fibrin
matriksteki neovaskiilerizasyon bdlgelerinde, endotelyal hiicrelerde, iskelet kasi
hiicrelerinde, normal ve yaralanmis doku arasindaki yara simir bolgesine sizan
makrofajlarda ve daha sonra da hiicrelerarasi matriks substratlarini ¢apraz bagladigi

diisiiniilen graniilasyon doku matriksinde arttirilir (Haroon vd. 1999, Mehta vd. 2010).

Epidemal TG (TG3); lorikrin, prolinden zengin proteinler, involukrin, keratinler,
fillagrin, dezmoplakin, envoplakin gibi hiicre zarfindaki yapisal proteinlerin birkacinin
veya dezmozomal proteinlerin spesifik ¢apraz baglantisin1 kataliz ederek TG1 ile

birlikte epitelyumun olgunlasmasina katilmaktadir (Ahvazi vd. 2004).

2.3.4 Matriks sentezinde ve degradasyonda TG2’nin rolii

Matriks degradasyonunun, yara bolgesindeki onarimi kolaylastirmak i¢in 6nemli olan
ve bu bolgede biyolojik aktiviteler saglayan protein fragmentlerinin salinmasina yol
actig1 diistintilmektedir (Davis vd. 2000, Verderio vd. 2004). Daha sonra fibroblastlar,
miyofibroblast fenotipi halini alir, diiz kastaki aktini eksprese eder ve doku sikismasini

ve yara kasilmasini baglatir (Verderio vd. 2004).
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Hiicre proliferasyonu, hiicre hareketi ve matriks aktif bolgeleri ile hiicre etkilesimleri;
matriks sentezi ve matriks degradasyonu arasinda diizenlenmis bir dengeye baghidir. e-
(y-glutamil) lizin ¢apraz baglar ile katalizlenen TG2, proteolitik ve mekanik hasarlara
kars1 dengelidir. Boylece modifiye edilmis hiicre dis1 matriks proteinlerine bozunma

direnci ve yiikseltilmis dayaniklilik kazandirir (Johnson vd. 1999, Verderio vd. 2004).

Haroon vd. (1999), endotel hiicrelerinde ve fibrin pihtiyr isgal eden makrofajlarda
bulunan TG2’nin artmis ekspresyonunun, yara iyilesmesi sirasinda hem fibrin hem de
yeni graniilasyon dokusunda transglutaminaz aracili ¢apraz bag olusumuyla
sonuc¢landigini bildirmistir (Verderio vd. 2004). Bu bulgu, insan umbilikal ven endotel
hiicrelerinin trombin tarafindan regiile edilen zengin bir TG2 kaynagi oldugu
gozlemiyle tutarli bulunmustur (Auld vd. 2001). TG2, insan umbilikal ven endotel
hiicrelerinin ECM’sindeki faaliyeti koruyarak matriksin stabilitesine katkida bulunur

(Verderio vd. 2004).

Epitel tabakasindaki TG2; dermo-epidermal baglanti noktalarinda eksprese edilir ve
burada epitel tabakasini dermo-epidermal baglanti noktasina tutturmay1 saglamaktadir
(Verderio vd. 2004). Insan dermal fibroblastlarinin 8liimeiil olmayan dozlarda mor 6tesi
isinlara maruz kalmasi, yeni protein sentezine ihtiyag duymayan ve FN’nin
multimerizasyonuna Onciiliilk eden TG2 aktivitesinde artisa neden olur. Bu veri, mor
oOtesi 151n hasarini takiben dokunun hizla dengelenmesinde TG2’nin roliiniin oldugunu
ortaya koymaktadir (Nicholas vd. 2003). TG ailesinin diger iiyelerinden faktér XIIla ve
epidermal transglutaminaz gecici matriksin stabilizasyonunun saglanmasinda benzer
katkilar saglamaktadir (Lorand ve Graham 2003). Ancak TG2, stabilizasyonun
saglanmas1 i¢in trombin aktivasyonunu gerektirmez ve bu nedenle, hasar alanindan
cikarilldiginda trombin yoklugunda da bir matriks sabitleyici olarak hizmet etmeye

devam edebilmektedir (Verderio vd. 2004).

Basarili doku onarimi; ECM (ekstraseliiler matriks) sentezi (graniilasyon dokusunun
olusumu ve kollajen depolanmasi) ve matriks degradasyonu arasinda optimum bir
dengeye baghdir. Bu olay matriks metalloproteinazlari (MMPs) ve plazminojen

aktivatorleri tarafindan kontrol edilmektedir ve ayrica proteazlarin doku inhibitorleri
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tarafindan diizenlenmektedir. Matriks sentezi hiicre gocline izin vermek igin
gerekliyken, degradasyon ise yara kontraksiyonu ile birlikte yaranin kapanmasini
uyaran ECM deposunda gog¢ yolu olusturmak igin 6énemlidir. TG2; ECM’nin etkili bir
sekilde degisiklik yapmasina katki saglamaktadir ve TG2 sentez sonrast ECM’nin
stabilizasyonunu kolaylagtirmaktadir. Bu bakimdan TG2’nin yetenegi, ECM fibronektin
multimerlerinin azalan formlarini olusturarak stabilizasyona olan etkisi ile iyi sekilde
gosterilmistir (Gross vd. 2003). Fibronektin disinda, TG2’nin kollajenin birkag farkli
tipine (1, II1, IV, VII ve XI) (Aeschlimann vd. 1996) ve yakin ge¢miste kollajen tip I’e
capraz baglanmasi gosterilmistir (Collighan vd. 2004).

Son zamanlarda TG2 aracili tip I ve tip III kollajeninin modifikasyonunun; fibril
olusumunun artmasina ve kiiltiirdeki fibroblastlarin ve osteoblastlarin hiicre adezyonu

icin gelismis bir temel olusumuna da neden oldugu gosterilmistir (Skill vd. 2004).

2.3.5 Yara iyilesmesinde TG2’nin rolii

Bowness vd. (1988) tarafindan, deride yapilan calismalarda ratlarda yara iyilesmesi
sirasinda transglutaminaz aktivitesinin arttig1 saptanmistir. TG2 nin doku onarimi igin
gerekliligi; TG2 nakavt farelerde yara iyilesmesinin bozuldugunun saptanmasi ile
anlagilmistir (Mearns vd. 2002). Upchurch vd. (1991), ponksiyonla yaralanmay1
takiben endojen TG2’nin hiicreler arasit matrikse baglandigini; yara bolgesi boyunca bir
fibroblast hiicre tek katmanmin ve TG2’nin kaliciligimin birka¢ saat sonra ortaya
ciktigint hiicresel seviyede gostermislerdir. Haroon vd. (1999) ise; sadece TG2
aktivitesinde bir artis degil, ayn1 zamanda siganlarda deri biyopsisi yaralarini takiben 3.
giinde TG2 ekspresyonunda bir artis oldugunu bildirmislerdir. Rat dermal yara
lyilesmesi sirasinda, TG2 nin yara iyilesmesinin tiim agamalarinda endotel hiicrelerinde,
makrofajlarda ve iskelet kasi hiicrelerinde eksprese edildigi ve aktif oldugu
gosterilmistir (Haroon vd. 1999). TGF-B1, IL-6, TNF-a ve VEGF gibi onarim siirecine
katilan sitokinler ve biiylime faktorleri tarafindan TG2 ekspresyonunun diizenlendigi
kanitlanmistir (Kuncio vd. 1998, Verderio vd. 2004, Lai ve Greenberg 2014). TGF-f1,
yara yanitinda c¢ok yiiksek seviyede ve inflamatuvar yanitta etkili olan, hiicreler arasi

matriks depolanmasi, remodelizasyon ve anjiyogenezi etkileyen merkezi bir rol
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oynamaktadir (Shah vd. 1999, Verderio vd. 2004). Aktif TGF-1 ayrica, TG2 gen
ekspresyonunu da tetikleyebilir ve sonugta proteaza direngli ECM birikmesine yol acar
(Lai ve Greenberg 2014). IL-6, transgenik farelerde baskilanmasi nedeni ile yara
onariminda bozulmaya yol agan 6nemli bir inflamatuvar sitokindir (Gallucci vd. 2000).
TNF-a ise, esas olarak nétrofiller tarafindan salinir ve biiylime faktdrlerinin pleiotropik

ekspresyonuna yol agmaktadir (Verderio vd. 2004).

Tiim doku onarimai siireci hiicre dis1 matriksi ile etkilesim halindeki hiicreler tarafindan
diizenlenmektedir. Boylece hiicre adezyonu, hayatta kalma ve proliferasyon olaylari
saglanmaktadir (Singer ve Clark 1999, Verderio vd. 2004). Ornegin; fibroblastlar
tarafindan fibronektinin (FN) hiicre ylizeyi reseptorleri ile birlikte {retimi, yeni
graniilasyon dokusunun olusumunda O6nemli bir asamadir. FN; adezyon, goc ve
proliferasyon icin gerekli olan kollajen birikiminden 6nce gegici bir matriks saglayarak
yara onarim yamtmin diizenlenmesine katilmaktadir (Davis vd. 2000). ilk olarak Lorand
tarafindan yapilan ve diger yazarlar tarafindan teyit edilen biyokimyasal gozlemler,
TG2 igin FN’nin N-terminal baglayici fragmenti iizerinde yer alan yiiksek bir afinite
baglama bdlgesine sahip oldugunu agik¢a ortaya koymustur (Gaudry vd. 1999b,
Verderio vd. 2004). TG2; elektron mikroskobu ile goriintiilendiginde, FN’nin N
terminal boliimiine bagli globiiler bir protein olarak goriilmektedir. Hiicre disinda
TG2’nin rolii yara iyilesmesinin erken agamalarinda FN ile etkilesimine dayanmaktadir.
Yapilan hiicre kiiltlirii ¢aligmalar1; doku transgliitaminazinin bir FN-baglayici protein
oldugunu dogrulamaktadir ve TG2 indirgenmemis Ca*? bagimh "s-(y-glutamil) lizin
capraz baglar1 olusturarak FN matriksini modiile edebilmektedir (Verderio vd. 2004).
Son zamanlarda hiicresel hasar, inflamasyon veya hiicre stresini takiben hiicrelerden
serbest birakilan TG2’nin, FN’ye sikica baglanmasi elektron mikroskopisi ile de
goriintiilenmistir (Gaudry vd. 1999b, Verderio vd. 2004). FN’nin TG2’ye baglanmasi,
TG2’yi proteolitik bozunmadan korumaktadir (Belkin vd. 2001) ve ayn1 zamanda TG2
transamidasyon aktivitesinin azalarak diizenlenmesine yol agmaktadir (Verderio vd.
2004). Diger taraftan hiicre ylizeyi TG2’si, hiicre hasarini takiben multimerizasyon ile
FN matriks stabilitesini ayarlar ve degistirir (Gross vd. 2003). Ayrica TG2; FN’nin
jelatin baglama boélgesi ile etkileserek, FN matriksinin montajinda a5-p1 integrinler ile

isbirligi yapabilecegi ileri siiriilmiistiir (Akimov ve Belkin 2001a). Hiicredis1 matriks
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stabilizasyonu/remodelizasyonunu  meydana getiren TG2’nin c¢apraz baglama
fonksiyonu doku tamiri i¢in 6nemli birkag biyolojik siiregte tanimlanmaistir (Aeschliman
ve Thomazy 2000). TG2 ¢apraz baglama fonksiyonu disinda; hiicre yapismasi, hiicre
yayilmasi ve fibroblastlarin hiicre hareketi gibi doku onarim siirecinde temel olan hiicre
matriks etkilesimlerine katilir. Artan matriks stabilitesi sayesinde TG2; ya P1 ve B3
integrinlerin bir yapigsma koreseptorii olarak ya da bagimsiz bir hiicre yapisma proteini
olarak hiicre-matriks etkilesimlerini etkileyebilir (Verderio vd. 2004, Lai ve Greenberg
2014).

Stabil bir ECM normal anjiyogenez ve yara iyilesmesini desteklemek i¢in dnemli bir
unsurdur. TG2, hiicreler tarafindan salgilanir ve ECM’deki fibronektine (FN) baglanir.
FN’ye ek olarak; kollajen, fibrinojen, fibrin, laminin / nidogen, osteopontin ve
vitronektini iceren bircok ECM proteini de TG2 nin substratlaridir. TG2 ekspresyonu ve
aktivitesi, yara iyilesmesinin erken asamalarinda artmaktadir; bu durum, TG2’nin fibrin
pihtiya go¢ eden ve / veya ECM’yi yeniden modelleyen hiicrelerde aktive oldugunu

gostermektedir.

Faktor XIlla ve muhtemelen TG2’nin de; fibrinoliz inhibitdrleri olan plazminojen
aktivator inhibitor -2 (PAI-2) ve o2-antiplasmin’in capraz baglanmasina katkida
bulundugu diisiiniilmektedir ve bu da fibrin pihtinin stabilizasyonuna daha da katkida

bulunur (Ritchie vd. 2000).

Kollajenin sentezi ve bozunmasi arasindaki denge, graniilasyon dokusundan yeniden
modelleme fazina gegis sirasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Kollajenin yeniden
modellenmesi, yara izine diren¢ kazandiran yeni molekiiller-arasi ¢apraz baglarin
olusturulmasiyla birlikte biiylik demetlerin olusumuna neden olmaktadir. Yapilan in
vitro bir ¢aligma; doku transgliitaminazi ile FN varliginda ya da yoklugunda capraz
bagl kollajen 1’in, MMP-1’in stabilitesini arttirdigini ortaya koymustur (Johnson vd.
1999, Verderio vd. 2004). Kollajen 1’in yani sira, doku transglutaminazinin bir dizi
farkli kollajen (II, I, V, XI) ve diger hiicre dis1 matriks proteinlerini de ¢apraz
bagladigi gosterilmistir (Aeschlimann ve Thomazy 2000, Lorand ve Graham 2003).
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TG2’nin ¢esitli yara iyilesmesi ile ilgili siireglerdeki rolleri farklilik géstermektedir. Bu
slire¢ yara iyilesmesinin ¢esitli asamalar1 sirasinda meydana gelen matriks stabilitesinin,
yara izinin, trombosit agregasyonunun ve anjiyogenezin diizenlenmesini igerir
(Verderio vd. 2004).

Yapilan invivo ¢aligmalarda punch biyopsi teknigi ile olusturulan tam kat acik yaralarda
TG2 eksikligi olan farelerde yara kapanmasinda gecikmeler oldugu goézlemlenmistir

(Eckert vd. 2014).

Bu projede cerrahi kesi modellerinde transglutaminaz 2’nin haricen deri altina
uygulamasimnin; inflamatuvar  siirece, rejenerasyona, kollajen sentezi  ve

vaskiilarizasyona etkisinin invivo belirlenmesi amag¢lanmaistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Hayvan Materyali

Calismada 24 adet ortalama 200-250 gram agirliklarinda, erkek Wistar-Albino 1rki ratlar
(Diskapt Yildirim Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi Deney Hayvani Uretimi ve
Deneysel Arastirma Laboratuvari, Ankara) kullanilmistir. Deney siiresi boyunca yem ve
su ihtiyaglar1 ad libitum olarak giderilmistir. Hayvanlara birlesimi % 12 nem, % 23 ham
protein, % 3 ham yag, % 7 ham seliiloz, % 8 ham kiil, % 1,0-2,5 kalsiyum, % 0,9 fosfor
ve % 0,5-1 sodyumdan olusan pelet yem verilmistir. Hayvanlarin barindirildig1 ortamin
151k, 1s1 ve nem diizeyleri kontrol altinda tutulmustur (12/12 saat isik/karanlik—
7:30/19.30, 22+2 °C, % 5545 nem).

Deneye baslamadan 6nce Saglik Bakanligi Ankara Diskap1 Yildirim Beyazit Egitim ve
Aragtirma Hastanesi Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi’ne yapilan bagvuru
neticesinde tiim c¢aligma silirecinde hayvanlar {izerinde gerceklestirilecek iglemlerin

uygunluguna dair hayvan deneyleri etik kurul onay1 alinmstir.

3.1.1 Deney gruplariin olusturulmasi

Ratlar; 8 tanesi higbir uygulama yapilmayan saglikli, 8 tanesi 6tenazi giinline kadar
siturlu bolgelerine deri alti olarak TG2 uygulanmak {izere, 8 tanesi de siiturlu
bolgelerine Otenazi giiniine kadar hi¢cbir uygulama yapilmaksizin birakilmak {izere

rastgele 3 gruba ayrilmistir.

Deney gruplart:

1. Saglikli doku (n=8)
2. Kontrol cerrahi kesi (n=8)

3. Cerrahi kesi —transglutaminaz 2 (n=8)
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3.1.2 Deney gruplarinda yara olusturulmasi

200-250 g agirligindaki 16 adet Wistar Albino erkek rat sirt bolgelerinde cerrahi kesi
olusturulmak tizere; ketamin HCL 60 mg/kg, Xylazine 5 mg/kg dozda intraperitoneal
uygulama ile anestezi altina alinmistir. Sicanlar prone pozisyonda tespit edilerek ve tiim
cerrahi islemleri asepsi, antisepsi kurallarina uygun olarak aym kisi tarafindan
gerceklestirilmistir. Her siganin sirt bolgesi ameliyat Oncesi tirag edilerek bolgenin

antisepsisi amaciyla povidone iodine kullanilarak preoperatif hazirlik yapilmistir.

Cerrahi kesi modeli; sirt bolgesinde 4 cm’lik tam kesi olusturulduktan sonra 2 adet siitiir

atilarak kesi agizlar birlestirilerek gerceklestirilmistir.

3.1.3 TG2’nin uygulamaya hazir hale getirilmesi

Ratlardaki yaralara deri alt1 uygulama i¢in >750 1U/mg aktivitede “rekombinant insan

TG2 (Zedira)" tris tamponunda ¢oziilerek kullanilmistir.

3.1.4 Yara bolgesine TG2 uygulamasi

TG2 uygulanan grupta 6tenazi giliniine kadar; hiicre proliferasyonunu arttirdigi, kollajen
ve fibroblast biiylime faktorii lizerinde etkili oldugu belirlenmis ve hiicre kiiltiirii
ortaminda optimize edilmis 10 [U/kg olan doz kullanilmistir. TG2 giin asir1 lokal olarak

stiturlu bolgeye subkutan uygulanmustir.

Deney siiresince her iki grupta bulunan ratlarin yara iyilesme siireci ve enfeksiyon
gelisimi giinliikk olarak takip edilmistir. Yara olusumu ve tedavi siireci boyunca

sicanlarin 3., 5., 7., 10., 12. ve 15. giinlerde fotograflar1 ¢ekilerek takipleri yapilmistir.
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3.1.5 Deney gruplarindaki ratlardan deri materyalinin toplanmasi

Yara olusturuldugu giinden sonraki 15. giinde her gruptaki rat, ketamin HCL 60 mg/kg,
Xylazine 5 mg/kg dozda intraperitoneal uygulama ile anestezi altina alinmistir. Sirt
bolgeleri tras edilerek tiiy ve killardan temizlenmistir ve yara bolgelerini i¢ine alan 4
cm?lik kare seklinde deri alami steril makas ve bistiiri yardimiyla ¢ikarilip tartilarak
kapakl1 steril tiiplere alinmistir. Deri alanlarimin bir kism1 daha sonra biiyiime faktorleri
[EGF (epidermal biiylime faktorii), VEGF (Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii), FGF
(fibroblast biiyiime faktorii)], IL (interlokin) -8, IL-10, TNF-a (tiimor nekrozis faktor),
apopotozis (sitokrom c) ve kollajen 1’in ELISA ile 6l¢iimii i¢in -80 °C’de dondurularak
saklanmistir. Bir kismu ise, histopatolojik inceleme i¢in i¢cinde % 4’liik paraformaldehid

bulunan kapakli tiiplere alinmistir.

3.1.6 Deri materyalinin ELISA Kitleri i¢cin hazirlanmasi

Uygun kosullarda (-80 °C) muhafaza edilen deri materyalinin yara bolgesi olan
kisimlart ELISA kitlerinin prosediirlerine uygun sekilde (1/2, doku miktari/RIPA
buffer) i¢ine 2 pl/ml proteaz inhibitor kokteyli eklenen RIPA tamponu (5 ml PH:7.4 1M
Tris-HCI, 30 ml 5M NaCl, 5 ml % 20’lik NP-40, 0.5 ml % 20’lik SDS, 55 ml ddH20)
icinde homojenizatéor (Powergen homojenizator 125, Fisher Scientific) ile

parcalanmistir. Daha sonra santrifiij edilerek siipernatantlari alinmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Doku orneklerinden sitokrom ¢, FGF, EGF, VEGF, TNF-a, kollajen tip I,
IL-8, IL-10 diizeylerinin ol¢iimii icin kullamlan ELISA Kitlerinin
hazirlanmasi

Olgiimler ELISA yontemiyle asagida bulunan kit (eBioscience) prosediirlerine uygun

olarak yapilmstir:
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1) 96 kuyucuklu ELISA plaklari, 1X kaplama tamponu igerisinde dilue edilen primer
antikor ¢ozeltisinden her bir kuyuya 100 pl olacak sekilde koyularak kaplanir. Filmle
kapatilan plaklar gece boyunca +4 °C’de inkiibe edilir.

2) Gece boyu inkiibe edilen plaklar en az 250 pl’lik 3 kez yikama tamponu kullanilarak
ELISA yikayicisinda yikama iglemi yapilir.

3) Yikama islemi yapilan plaklardaki her bir kuyucuga 200 pl olacak sekilde 1X
ELISA/ELISPOT cozeltisi eklenerek, oda sicakliginda 1 saat boyunca inkiibe edilir ve

bloklama yapilir.

4) Bloklama igleminden sonra plaklardaki kuyucuklara koyulacak olan sitokrom ¢, FGF,
Tip 1 kollajen, EGF, TNF-a, IL-8, IL-10 ve VEGF standartlar1 1X ELISA/ELISPOT
dilusyonu ile en yiiksek konsantrasyon 2 ng/ml olacak sekilde 'z diliisyonla 7 farkli

konsantrasyonda hazirlanir.

5) 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edilerek bloklamaya birakilan plaklar 1 kez
yikama tamponu kullanilarak ELISA yikayicisi ile yikanir.

6) Yikama isleminden sonra TG2 uygulamasi sonrasi elde edilen siipernatant ornekleri
ve hazirlanan standartlardan her bir kuyucuga 100 pl konularak, 2 saat boyunca oda

sicakliginda inkiibe edilir.

7) Inkiibasyon isleminden sonra plakalar tekrar yikama tamponunda ELISA yikayicis

ile yikanir.

8) Kuyucuklar biyotin isaretli sitokrom ¢, FGF, Tip 1 kollajen, VEGF, EGF, TNF-a, IL-

8 ve IL-10 antikorlar ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilir.

9) Inkiibasyon isleminden sonra plakalar tekrar yikama tamponunda ELISA yikayicis

ile yikanir.
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10) Yikama islemi uygulanan plakalardaki kuyucuklarin her birine 1/5000 dilue edilmis
100 pl avidin-HRP (horse radish peroksidaz) cozeltisi eklenir ve plakalar filmle
kapatilarak oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakilir.

11) Inkiibasyon isleminden sonra 3 kez yikama tamponu ile ELISA yikayicisinda
yikanan plakalardaki her bir kuyucuga 1X TMB (3-3’-5-5’-tetrametilbenzidin)
cozeltisinden 100 pl eklenir ve 15 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona

birakilarak renklenme gozlenir.

12) inkiibasyon iglemi sonucunda mavi renge ddniisen her bir érnek kuyucuktaki renk

reaksiyonu 1M H2SO4 stop soliisyonu durdurulur.

13) Renk reaksiyonu durdurma isleminden sonra plakalar 450 nm’de

spektrofotometrede okunarak absorbanslar kaydedilir.

3.2.2 Deri materyalinin histopatolojik inceleme yontemi icin hazirlanmasi

Dokularmn histopatolojik hazirlik siireci ve incelenmesi Ankara Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dali’nda gerceklestirilmistir. Cerrahi kesi
ardindan primer siitur atilan cerrahi kesi kontrol grubunda (n=8) ve siiturlu bolgeye
lokal olarak TG2 uygulamasi yapilan grupta (n=8) uygulama sonrasi 15. giinde elde
edilen dokular alinir alinmaz —80 °C’de saklanan kismin digindaki doku pargalart %
4’lik paraformaldehid igerisinde tespit edilerek rutin histolojik takip protokoliine
alimmustir. Bu islemde dokular dnce yiikselen dereceli etanol serilerinde (sirastyla % 70,
% 90, % 96 ve % 100) 15 dakika siireyle tutularak dehidrate edilmistir. Daha sonra %
100 etanolde 2 kez 30 dakika siireyle tutularak toluol i¢inde 15 dakika siireyle
seffaflagtirma islemi yapilmistir. Bunu takiben 56 °C’deki etiivde yumusak parafin
icerisinde 2 kez 1 saat bekletilen dokular parafin bloklara gomiilmiistiir. Parafin bloklar
oda sicakliginda sertlestikten sonra buzdolabinda +4 °C’de bekletilmistir Kesim
islemine baslamadan birka¢ saat once -18 °C’ye alinan bloklardan Leica SM 2000R
model kizakli mikrotom kullanilarak cilt yiizeyine dik olacak sekilde boyuna 3um
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kalinliginda kesitler alinmistir. Alman kesitler poli-lizinli lamlara aktarilmistir.
Histopatolojik inceleme 151k mikroskopisi ile yapilmistir. Histolojik doku
incelemelerinde; dokularin canliliklari, bag dokusundaki kollajen tip 1 liflerin
organizasyonu, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, damarlanma artis1 ve nekrotik alan

genisligi degerlendirilmistir.

3.2.3 Deri materyalinin histopatolojik inceleme i¢cin boyanmasi

Dokular yara iyilesmesinin temel parametrelerini incelemek iizere hematoksilen-eozin
(H3136 Sigma-Aldrich Hematoxylin ve E4009 Sigma-Aldrich Eosin Y) boyalariyla ve
kollajen lifleri gézlemek i¢in Masson’un Trikrom boyama (HT15-1KT, Sigma) kitiyle
boyandiktan sonra 1sik mikroskobu (Leica DM 500) ile degerlendirilmistir ve
fotograflanmistir (Leica ICC50 HD).

H3136 Sigma-Aldrich Hematoxylin ve E4009 Sigma-Aldrich Eosin Y boyama

protokolii

* Ksilen ile 2 degisim 20’ser dakika deparafinize edilir.

* % 100, % 96 ve % 75 etanol serisinden gegirilerek hidrate edilir.
* Distile su ile yikanur.

* Hematoksilen soliisyonu ile 1 dakika muamele edilir.

* Distile su ile yikanir.

* % 1 Asit Alkol solusyonunda diferansiye edilir.

* Distile su ile yikanur.

* % 1 amonyakli su solusyonunda diferansiye edilir.

* Distile su ile yikanir.

* Eozin soliisyonu ile 1 dakika muamele edilir.

* Distile su ile yikanir.

* % 75, % 96 ve % 100’liik etanol serisinden gegirilerek dehidrate edilir.
* Ksilen ile seffaflandirilir.

* Entellan damlatilaip lamel ile kapatilarak preparat haline getirilir.
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Boyama sonunda hiicre ¢ekirdekleri koyu mavi-menekse renkte, sitoplazma pembe-

kirmizi renkte boyanir.

HT15 Sigma Trichrome Stain (Masson) kit protokolii

* Kesitler 20°ser dakika 2 degisim ksilen ile deparafinize edilir.

 Azalan dereceli alkol serilerinden gegirilerek (% 100, % 96 ve % 75 etanol) hidrate
edilir.

* Distile su ile yikanir.

* 56 °C’de 6nceden 1sitilmis Bouin soliisyonunda 15 dk mordanlanir.

* Sogutulan kesitler cam sale igerisine alinir ve ¢esme suyu ile yikanir.

* Kesitlerden sar1 renk uzaklagana kadar akar cesme suyu altinda yikanir.

» Weigert’in Demirli Hematoksilen soliisyonu ile 5 dakika boyanir.

» Akar ¢esme suyu altinda 5 dakika yikanir.

* Distile su ile yikanir.

* Biebrich Scarlet-Asid Fuksin soliisyonu ile 5 dakika boyanir.

* Distile su ile yikanir.

* Kesitler Fosfotungustik/fosfomolibdik asit soliisyonunda 5 dakika bekletilir.

* Anilin mavisi soliisyonunda 5 dakika boyanur.

* % Y’lik asetik asit soliisyonunda 2 dakika bekletilir.

* Kesitler distile su ile yikanir.

* Artan dereceli alkon serilerinden gegirilerek (% 75, % 96 ve % 100’lik etanol)
dehidrate edilir.

* Ksilen ile seffaflandirilir ve entellan ile kapatilir.

Elde edilen kesitlerde cilt dokusuna ait epidermis, dermis ve hipodermis tabakalar1 yara
iyilesmesi histolojik parametreleri agisindan degerlendirilmistir. Kontrol ve TG2
gruplar1 arasinda yara iyilesmesinin histolojik degerlendirilmesi tablodaki modifiye
skorlama parametreleri kullanilarak yapilmistir (Cizelge 4.1) (Gupta ve Kumar 2015,
Sultana vd. 2009).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Yara olusumundan sonra derideki fiziksel baz1 degisiklikler fotograflanarak
gozlenmistir (Sekil 4.1, 4.2, 4.3,4.4, 4.5, 4.6). TG2 uygulanan grupta yara iyilesmesinin
morfolojisinde daha iyi ve daha hizli bir iyilesme oldugu goézlenmistir. Ayrica yara

bolgesindeki killanmanin ¢ok kisa siirede ve ¢ok hizli bir sekilde arttigi da

belirlenmistir.

Sekil 4.1 Kontrol ve TG2 gruplarinin yara olusturulduktan sonra 3. giindeki
yara bolgelerinin makroskobik goriintiileri
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Kontrol grubu |

Sekil 4.2 Kontrol ve TG2 gruplarinin yara olusturulduktan sonra 5. giindeki
yara bolgelerinin makroskobik goriintiileri

Sekil 4.3 Kontrol ve TG2 gruplarinin yara olusturulduktan sonra 7. giindeki
yara bolgelerinin makroskobik goriintiileri
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Sekil 4.4 Kontrol ve TG2 gruplarinin yara olusturulduktan sonra 10. giindeki
yara bolgelerinin makroskobik goriintiileri

Kontrol grubu|

Sekil 4.5 Kontrol ve TG2 gruplarinin yara olusturulduktan sonra 12. giindeki
yara bolgelerinin makroskobik goriintiileri

52



; G2 grubu
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Sekil 4.6 Kontrol ve TG2 gruplariin yara olusturulduktan sonra 15. giindeki
(kesim giinii) yara bolgelerinin makroskobik goriintiileri

4.1 in Vivo Doku Transglutaminazi Uygulamasimin Cerrahi Kesi Yara Modelinde
Etkisinin Degerlendirilmesi

4.1.1 Apoptozis degerlendirilmesi

Deri 6rneklerinde apoptozis degerlendirilmesi sitokrom C 6l¢iimiiyle yapilmastir.

0,14
0,12

0,1 -
H Kontrol cerrahi kesi
0,08 -
BTG
0,06 -
= Saghkh doku
0,04 -
0,02 -
0 _

Sekil 4.7 Cerrahi kesi modelinde TG2’nin direkt uygulamasinin sitokrom C diizeyine
etkisi (n=8, ort+SD)




Yara iyilesme siirecinde saglikli doku ve kontrol grubu ile karsilagtirildiginda TG2’nin
sitokrom ¢ diizeyini azalttigi goriilmiistir. Bu durum da bize TG2’nin apoptozis

(programl1 hiicre 6liimii) oranini azaltti§ini géstermistir.

4.1.2 Tip 1 kollajen

0,18
0,16
0,14
0,12
0,1
0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

0 -

M kontrol cerrahi kesi

BTG

m saglikl doku

Sekil 4.8 Cerrahi kesi modelinde TG2’nin direkt uygulamasinn tip kollajen-1
diizeyine etkisi (n=8, ort+SD)

Yara iyilesme siirecinde saglikli doku ve kontrol grubu ile karsilagtirildiginda TG2’nin

tip 1 kollajenin diizeyini arttirdig1 goriilmustiir.

4.1.3 EGF (Epidermal Biiyiime Faktorii)

0,25 B kontrol cerrahi kesi
BTG
0,2 m saglikl doku
0,15
0,1 -
0,05 -
0 .

Sekil 4.9 Cerrahi kesi modelinde TG2’nin direkt uygulamasinin EGF diizeyine etkisi
(n=8, ort£SD)

54



Yara iyilesme siirecinde saglikli doku ve kontrol grubu ile karsilagtirildiginda TG2’nin

EGF (Epidermal Biiylime Faktorii) diizeyini arttirdigi gérilmistiir.

4.1.4 FGF (Fibroblast Bilyiime Faktorii)

0,3

0,25

0,2 H kontrol cerrahi kesi

0,15

BTG

= sad
01 - saglikh doku

0,05 -

0 -

Sekil 4.10 Cerrahi kesi modelinde TG2’nin direkt uygulamasinin FGF diizeyine etkileri
(n=8, ort£SD)

Yara iyilesme siirecinde saglikli doku ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda TG2’nin

FGF (Fibroblast Biiyiime Faktorii) diizeyini arttirdig1 gorilmiistiir.

4.1.5 VEGF (Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii)

0,8
H kontrol cerrahi kesi

HTG
m saglikh doku

0,7
0,6

0,5

0,4

0,2 -
0,1 -

Sekil 4.11 Cerrahi kesi modelinde TG2’nin direkt uygulamasmin VEGF diizeyine
etkileri (n=8, ort£SD)
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Yara iyilesme siirecinde saglikli doku ve kontrol grubu ile karsilagtirildiginda TG2’nin

VEGEF (Vaskiiler Endotelyal Bliylime Faktorii) diizeyini arttirdigi goriilmiistir.

4.1.6 TNF-o (Tiimor Nekrozis Faktor)

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2 -
0,15 -
0,1 -
0,05 -

0 -

B kontrol cerrahi kesi
BTG
m saglikh doku

Sekil 4.12 Cerrahi kesi modelinde TG2’nin direkt uygulamasinin TNF-o diizeyine

etkileri (n=8, ort+SD)

Yara iyilesme siirecinde saglikli doku ile karsilastirildiginda TG2’nin TNF-o (Timor

Nekrozis Faktor) diizeyini arttirdigr gortilmiistiir. Kontrol cerrahi kesi grubu ile

karsilagtirildiginda ise; degerlerin birbirine yakin olmasiyla birlikte TNF-o diizeyini

azalttigr gorilmiistiir.

4.1.7 IL-8 (interlokin-8)

0,16
0,14
0,12
0,1
0,08
0,06
0,04
0,02
0

M kontrol cerrahi kesi

BTG

m saglikl doku

Sekil 4.13 Cerrahi kesi modelinde TG2’nin direkt uygulamasimin IL-8 diizeyine etkileri

(n=8, ort£SD)
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Yara iyilesme siirecinde saglikli doku ve kontrol grubu ile karsilagtirildiginda TG2’nin

IL-8 (Interlokin-8) diizeyini arttirdig1 goriilmiistiir.

4.1.8 1L-10 (interlokin-10)

0,3

0,25

0,2 H kontrol cerrahi kesil

0,15 - BTG

01 - m saglikh doku

0,05 -

0 -

Sekil 4.14 Cerrahi kesi modelinde TG2’nin direkt uygulamasinin IL-10 diizeyine
etkileri (n=8, ort+SD)

Yara iyilesme siirecinde saglikli doku ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda TG2’nin

IL-10 (interldkin-10) diizeyini arttirdig goriilmiistiir.

ELISA sonuglar1 dogrultusunda elde edilen ¢izelgeler total olarak degerlendirildiginde;
cerrahi kesi yara modelli deney gruplarinda TG2 uygulamasinin yara iyilesme stirecini

hizlandirdig1 goriilmiistiir.
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4.2 Mikroskobik Inceleme Sonuclar

Saglikli doku grubundaki epidermal tabakalar mikroskopik olarak gosterilmistir (Sekil
4.15).

— Dermis

Sekil 4.15 Saglikli doku grubu
(X10 obj., bar: 20 pm, Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama); Epd: epidermis, ok baslar1: kil folikiillerini
gostermektedir.

Cerrahi kesi modelli her iki grupta ise; olusturulan yara bolgesinde epidermis
maturasyonunun ifadesi olarak yiizeyde keratin tabakasi olusumu gdzlenmistir. Epitel
hiicrelerinin kesi bolgesi uglarini birlestirerek yara ylizeyini tamamen kapattigi

gbzlenmistir. Bu bulgular epidermisin rejenerasyonunu tamamladigint géstermistir.
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Sekil 4.16 Cerrahi kesi kontrol grubu

a (X4 obj., bar: 20 um, Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama); kesikli ¢izgiler arasi, graniilasyon dokusunu
gostermektedir. Yiizeyi epitelize olmus ve kabuklanmig olarak izlenmistir. Ok baslari: dejenere ¢izgili
iskelet kasi liflerini (hayvana &zel bir tabaka, insanda bulunmaz), yildizlar: hiicre infiltrasyonunu
gostermektedir.

b (X10 obj., bar: 10 pum, Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama); A’daki boélgenin X10 biiyiitmedeki
goriintiisii. Ep: Epidermis, ok baslari: graniilasyon dokusu icerisinde ve ok: dejenere kas lifleri arasinda
hiicre infiltrasyonunu gostermektedir. Yildiz: yara yiizeyi kabuk bolgesi

Sekil 4.17 TG2 grubu

a (X4 obj., bar: 20 pm, Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama); Ep: Epidermis, yiizeyi epitelize olmus
sekilde izlenmistir. Ok baglari: graniilasyon dokusuna migrasyon gosteren kil folikiillerini ve yag
bezlerini gostermektedir (graniilasyon dokusunun matiir oldugunun gdstergesi ve yara iyilesmesi
acisindan iyi bir bulgu).Yildizlar: fokal hiicre infiltrasyonunu gostermektedir.

b (X10 obj., bar: 10 pm, Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama); yildiz: hiicre infiltrasyonunu, ok baglari:
graniilasyon dokusu igine migrasyon gosteren kil folikiillerini gdstermektedir. Ep: Epidermis, ylizeyi
epitelize olmus sekilde izlenmistir.
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Sekil 4.18 Cerrahi kesi kontrol grubu

a (X40 obj., bar: 3 um, Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama); Ep: rejenere olmus epidermis tabakasini, ok
baglari: graniilasyon dokusu igerisinde neovaskiilarizasyonu gosteren damar kesitlerini, yildizlar: gevsek
diizenlenmis papilleri ve retikiiler dermis tabakasi igerisinde bol fibroblast ve ince kollajen telleri
gostermektedir.

b (X40 obj., bar: 3 um, Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama); Ep: epidermisi, ok baslari: epidermis
icerisindeki bazal tabakada bulunan mitotik keratinositleri, yildizlar: dermis graniilasyon dokusunu
gostermektedir.

Sekil 4.19 Cerrahi kesi kontrol grubu

a (X40 obj., bar: 3 um, Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama); ok baslar1: dejenere ¢izgili iskelet kaslarinu,
yildizlar: hiicre infiltrasyonunu gostermektedir.

b (X100 obj., bar: 2 um, Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama); F: immatiir (olgunlasmamus) fibroblastlari,
yildizlar: yeni sentezlenen ince kollajen telleri, oklar: plazmositleri, ok baslari: histiyositten olusan hiicre
infiltrasyonunu gostermektedir.
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Sekil 4.20 TG2 grubu

a (X40 obj., bar: 3 um, Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama); ok baslari: graniilasyon dokusu igerisinde
neovaskiilasrizayonu gosteren damar kesitlerini, yildizlar: papiller dermiste graniilasyon dokusu
icerisinde fibroblast hiicreleri ve ince kollajen telleri gostermektedir. Retikiiler dermiste kollajen teller
daha kalin olarak izlenmistir.

b (X40 obj., bar: 3 um, Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama); oklar: fokal hiicre infiltrasyonunu, ok
baslari: ig bigimli matiir (olgun) fibroblastlari, yildizlar: kollajen telleri géstermektedir.
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Sekil 4.21 TG2 Grubu

(X100 obj., bar: 2 um, Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama); F: ig bi¢imli matiir (olgun) fibroblastlari,
oklar: plazmositleri, ok baslari: histiyositten olusan hiicre infiltrasyonunu gdstermektedir.
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Sekil 4.22 Cerrahi kesi kontrol grubu

a (X10 obj., bar: 10 um, Masson’un Trikrom boyamasi); ok baslari: graniilasyon dokusu igerisinde
neovaskiilasrizayonu gosteren damar kesitlerini, yildizlar: graniilasyon dokusunu, oklar: kollajen telleri
gostermektedir.

b (X40 obj., bar: 3 um, Masson’un Trikrom boyamas1); Ep: rejenere olmus epidermis tabakasini, ok
baglar1: graniilasyon dokusu igerisinde neovaskiilerizasyonu gosteren damar Kesitlerini, yildizlar: yeni
sentezlenen ince kollajen telleri gostermektedir.

Sekil 4.23 TG2 grubu

a (X10 obj., bar: 10 um, Masson’un Trikrom boyamasi); ok baslari: graniilasyon dokusu igerisinde
migrasyon gosteren kil folikiillerini, yildizlar: graniilasyon dokusunu, Ep: rejenere epidermisi
gostermektedir.

b (X40 obj., bar: 3 pm, Masson’un Trikrom boyamasi); ok baslari: graniilasyon dokusu igerisinde
neovaskiilasrizayonu gosteren damar kesitlerini, yildizlar: yeni sentezlenen ince kollajen telleri, kesikli
¢izgi graniilasyon dokusunu ve normal dermis arasi sinir1 gostermektedir.
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4.3 Yara lyilesmesi Skorlar

Cizelge 4.1 Yara iyilesmesinin histolojik agidan degerlendirme parametreleri (Sultana
vd. 2009, Gupta ve Kumar 2015)

Parametre/Skor 1 2 3
inflamatuar  Hiicre (Monosit,
>30 adet 11-30 adet <10 adet
Notrofil, Plazma H., Histiyosit)*
Yara Yara
Boslugunu Yara Boslugunu Boslugunu
Graniilasyon Dokusu
Gevsek Doldurmus Yogun
Doldurmus Doldurmus
Matiir (Ig
Immatiir Bigimli,
Fibroblast Matiirasyonu (Yildiz Orta Matiir Epidermise
Bigimli) paralel
yerlesimli)
Kollajen Birikimi Hafif Yaygin Yogun
. . Vertikal Horizontal
Kollajen Organizasyonu g Karisik
(Immatiir) (Matiir)
] ] Retikiiler Fasikiiler
Kollajen Paterni . Karigik
(Immatiir) (Matiir)
Reepitelizasyon Kismi Tam, immatiir ve ince Tam ve matiir
Neovaskiilarizasyon >10 adet 6-10 adet <5 adet
Graniilasyon Dokusu Icine Kil
Yok Var
Folikiilii Migrasyonu
izgili Kasta ekirdek
Cieg . ¢ Yok Var
Santralizasyonu

Sayimlar X40 objektif biiyiitmesinde rastgele 5 alanda yapilan sayimlarin ortalamasi
olarak belirlenmistir. Kontrol ve TG2 gruplart arasinda yara iyilesmesinin histolojik
acidan degerlendirilmesi tablodaki modifiye skorlama parametreleri kullanilarak
yapilmistir (Cizelge 4.1). Toplam yara iyilesmesi skoru her bir hayvana ait incelenen
parametrelerin skor degerlerinin toplamu ile elde edilmistir. Buna gore; 0-10 Gecikmis
Iyilesme, 11-20 Orta Diizey lyilesme, 21-30 Ileri Diizey Iyilesme olarak

degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.2 Cerrahi kesi kontrol ve TG2 gruplarinda ortalama yara iyilesmesi skoru

Cerrahi Kesi Kontrol Grubu 28

TG2’li Grup 25,5
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5. TARTISMA VE SONUC

Yara iyilesmesi; biitiinliigii bozulmus derinin dis ortama karsi koruyucu faaliyetlerini ve
metabolizmanin fizyolojik fonksiyonlarini yerine getirebilmek amaciyla yeniden

olusturmasi anlamina gelen karmasik bir olaydir.

Deride yapilan ¢alismalarda ratlarda yara iyilesmesi sirasinda transglutaminaz
aktivitesinin arttigt ve TG2 nakavt farelerde yara iyilesmesinin bozuldugunun
saptanmast ile TG2’nin doku onarimi i¢in gerekli oldugu anlagilmistir (Mearns vd.
2002, Eckert vd. 2014). Yara iyilesmesi sirasinda sadece TG2 aktivitesinde bir artis
degil, ayn1 zamanda sicanlarda deri biyopsisi yaralarini takiben 3. giinde TG2
ekspresyonunda da bir artig oldugu gosterilmistir. Rat dermal yara iyilesmesi sirasinda,
TG2’nin yara iyilesmesinin tiim asamalarinda; endotel hiicrelerinde, makrofajlarda ve
iskelet kas1 hiicrelerinde eksprese edildigi ve aktif oldugu gosterilmistir (Thomazy ve

Davies 1999, lismaa vd. 2009).

Hiicredis1 matriks stabilizasyonu/remodelizasyonunu meydana getiren TG2’nin capraz
baglama fonksiyonu doku tamiri i¢in onemli birka¢ biyolojik siirecte tanimlanmistir
(Aeschliman ve Thomazy 2000). TG2 capraz baglama fonksiyonu disinda; hiicre
yapismasi, hiicre yayilmasi ve fibroblastlarin hiicre hareketi gibi doku onarimi siirecinde

temel olan hiicre matriks etkilesimlerine katilir (Verderio vd. 2004).

FN; adezyon, go¢ ve proliferasyon icin gerekli olan kollajen birikiminden once gegici
bir matriks saglayarak yara onarim yanitinin diizenlenmesine katilmaktadir (Davis vd.
2000). Hiicre disinda TG2’nin yara iyilesmesinin erken asamalarinda FN ile etkilesime
girdigi gosterilmistir. Yapilan hiicre kiiltiirii calismalar1 da; doku transglutaminazinin

bir FN-baglayici protein oldugunu dogrulamaktadir (Verderio vd. 2004).

Mevcut arastirmada da diger yapilan arastirmalarla uyumlu olarak yara bolgesinin
makroskobik goriintiileri incelenip kontrol grubu ile karsilastirildiginda TG2 uygulanan

gruplarda iyilesmenin hem hizli, hem de daha diizgiin oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.1-
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4.6). Yara bolgesinde kanama ve tahrig gibi olgular TG2’li grupta rastlanmamistir (Sekil
4.3-4.6). Ayrica yara bolgesinde killanmanin da daha iyi oldugu gozlemlenmistir (Sekil
4.6).

Transglutaminazlar Ca*™® bagimli enzimlerdir (lismaa vd. 2009, Eckert vd. 2014).
Apoptozisin tamamlanmas igin apoptotik hiicrelerde artmus bir Ca*? konsantrasyonunun
gerekli oldugu sonucuna varilmistir (Coskun ve Ozgiir 2011). Apoptozis; organellerde
paketlenme, ¢ekirdegin kiiclilme ve parcalanma ile sindirimi seklinde kendini gdsterir
(Coskun ve Ozgiir 2011, Ciftci 2014). Transglutaminaz aktivasyonunun olas1 gorevi de,
apoptotik cisimlerin olusumu sirasinda hiicre bitiinliigiinii korumanin bir yolunu
saglayan, sitoplazmik ve membran proteinlerinin ¢apraz baglanmasidir (F'es"us ve

Szondy 2005).

TG2’nin proapoptotik aktivitesi, bir milimolar konsantrasyonda kalsiyum gerektiren
capraz baglanma konfigiirasyonu ile tanimlanir. Ultraviole radyasyon ve kemoterapotik
ajanlar gibi stresli kosullar, sonugta TG2’nin indiiklenmesi ile reaktif oksijen tiirleri
iiretilebilir. Bu gibi stresli kosullarin daha da artmasi, endoplazmik retikulumdan Ca?*
salmimin tetikleyebilir ve bu durum TG2’nin aktivasyonuna, hiicre i¢i proteinlerin
capraz baglanmasina neden olmakta ve bu da hiicre i¢i proteinlerin apoptotik siirecini
baslatmaktadir (Mangala ve Mehta 2005). TG2’nin apoptotik silireci baslatmadaki en
onemli fizyolojik islevi, doku ve hiicre biitiinliiglinii saglamak i¢in 6lmekte olan ve
fagositik hiicreler arasinda aracilik etmesidir (F’es"us ve Szondy 2005). TG2, baz1 hiicre
tiplerinde apoptozisi dogrudan tesvik ederken ya da g¢esitli hiicrelerin Oliimiinii
gerceklestiren makrofajlar tarafindan salinan TGF-f’nin aktivasyonunu dolayli olarak
tesvik ederken iltihapsiz bir hiicresel ortamin siirdiiriilebilirligini saglayabilmektedir
(Odii ve Coussons 2014). Ayrica, TG2 makrofajin apoptozis bodlgesine giciline ve
apoptotik hiicrelerin taninmasina yardimer olmaktadir (Nishiura vd. 1998, F’es™us ve
Szondy 2005). TG2 nakavt fareler kullanilarak yapilan bir ¢alismada, makrofajlarda
TG2 eksikliginin 6l hiicrelerdeki etkin fagositozu 6nledigi bulunmustur (Szondy vd.

2003).
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Apoptozis islemi yoluyla hiicrelerin ortadan kaldirilmasinin her yerde bulunan doku
transglutaminazinin indiiksiyonu ve aktivasyonu ile baglantili oldugu sonucuna
varilmistir. TG2; normal hiicreler arasinda apoptotik hiicrelerin saptanmasi ig¢in bir
markir olarak kullanilabilir ve hormonal atrofi, normal hiicre siklusu, hiperplazinin
involiisyonu ve embriyonik gelisme de dahil olmak {izere bu temel hiicresel
programlarin ¢esitli kosullar altinda nasil baslatildigin1 6grenmek i¢in bir ara¢ gorevi

gorebilir (F’es™us ve Szondy 2005).

TG2-bagimli ¢apraz baglanma; 6len hiicreleri igeriklerini bosaltmadan Once stabilize
ederek hiicre i¢i bilesenlerin sizintisin1 engeller ve bdylece yara izi ve iltihabi
onleyebilir (Piredda vd. 1997, Johnson vd. 2003). Hiicre fizyolojisinde, TG2 aktivitesi
tarafindan olusturulan izopeptid baglar1 6len hiicrelerin hiicre i¢i iceriginin ekstraseliiler
ortama salinmamasini1 saglayarak iltthaplanmay1 onledikleri i¢in apoptoziste islevsel

olarak dnemlidirler (Nicholas vd. 2003).

Apoptozis geciren hiicreler, hiicrenin apoptozise girmesine baslica neden olabilen artmis
bir TG2 ekspresyonu gosterirler. TG2 inhibisyonu ise, hiicrelerin apoptozis yoluyla

6ldiiriilme egiliminde azalmaya neden olur (Mehta vd. 2006).

TG2’nin transamidasyon aktivitesinin, apoptozisin aracilari veya kolaylastiricilarindan
biri olabilecegi ve Olen hiicrelerin stabilizasyonuna katkida bulunabilecegi
varsayllmigtir. TG2’nin transamidasyonunun; hem apoptozisi kolaylastirabildigi, hem
de inhibe edebildigi ve enzimin GTP’ye bagli formunun ise genellikle hiicreleri
6limden korudugu fikri verilerin ¢ogu ile desteklenmistir (F'es"us ve Szondy 2005).
TG2’nin apoptozisi hem kolaylagtirma hem de dnleme kabiliyetinin bulunmasi; farkli
hiicre tiplerinde apoptozisin spesifik biyokimyasal yollarina, uyaricilarin tiiriine,
enzimin hiicre i¢i lokalizasyonuna ve TG2’nin aktivite tipine bagli olarak ortaya
cikmaktadir. Apoptozisle dlen bazi hiicrelerde gozlenen TG2 diizenlenmesinin, enzimin
apoptozise dogrudan katilimini yansitmak yerine 6liim baslangicini bloke etmek veya
geciktirmek i¢in bir hiicresel diizenleyici mekanizmasi oldugu 6ne siiriilmiistiir (Boehm
vd. 2002). Yaptigmmiz c¢alisgmada da, apoptozis degerlendirilmesinde TG2’nin

baskilayici bir iglev gordiigii ve apoptozisi engelledigi diisiiniilmiistiir.
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TG2’nin antiapoptotik etkisi; transamidasyonundan bagimsizdir. Ayrica enzimatik
capraz baglanma faaliyetleri ve kalsiyum gerektirmez. Niiklear TG2; retinoblastoma
protein pRb ile etkileserek, transkripsiyon faktorii NF-kappaf’nin alfa inhibit6r alt
birimini polimerize ederek, birka¢ antiapoptotik anahtar genin transkripsiyonel
regiilasyonu ile hiicreleri 6liimden korur (Boehm vd. 2002). Benzer sekilde TG2,
fibronektin ile olan etkilesimini saglayan, integrin i¢in bir koreseptor olarak islev géren
plazma membranma translokasyon yapabilir. Integrin ve fibronektin arasindaki TG2
aracili etkilesim; hiicrelerin sagkalimina, antiapoptotik sinyal yollarinin aktivasyonuna
ve hiicre dist matriks stabilizasyonuna neden olabilir (Mehta vd. 2006). Ayrica;
ekstraseliiler boslukta, TG2 latent TGF-f’y1 aktive ederek kendi iiretimini stimiile
edebilir (F'es"us ve Szondy 2005). Milakovic ve arkadaglarimin bulgulari ile uyumlu
olarak, aktivasyon yollarma ve niiklear ve hiicre disi TG2’nin lokalizasyonuna bagl
olarak antiapoptotik ve sitozolik TG2’nin ise proapoptotik etkileri oldugu sonucuna
varilmigtir (Milakovic vd. 2004).

Yaptigimiz c¢alismada apoptozis degerlendirilmesi sitokrom c¢ diizeyine bakarak
gerceklestirildi.  Yara iyilesme siirecinde kontrol grubu ile grafik degerleri
karsilastirildiginda TG2’nin sitokrom ¢ diizeyini azalttigi goriilmektedir. Bu durum
TG2’nin antiapoptotik etkisiyle ilgili yapilan ¢alismalarla tutarli oldugunu ve TG2’nin
yara iyilesme siirecinde apoptozis (programli hiicre Oliimii) oranini azalttigini bize

gostermistir (Sekil 4.7).

Bag dokusunun en onemli yapisal proteini kollajendir. Yara bolgesinde gerceklesen
hemostaz sirasinda trombositlerin kollajene baglanmasi; trombosit agregasyonunu
arttirmada 6nemli rol oynar (Giil vd. 1994, Demirbas vd. 2009). Kollajen, Faktor XII’ye
de direkt etki ederek kanamanin durdurulmasinda yardimci olur (Palmieri 1992).
Yaralanma sonrasi 7. giinde yatay sekilde demetler olusturan olgun kollajen fibrilleri iyi
yara iyilesiminin belirtilerindendir (Sultana vd. 2010). Reepitelizasyon fazinda
keratinositlerin go¢ yonii de yara yataginda yeni olusturulmus kollajen molekiilleri

tizerindeki integrin reseptdrlerine baglanmasi ile diizenlenir.
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Tip I kollajen oncelikle deri, tendon ve kemikte bulunur ve viicuttaki kollajenin %
90’indan fazlasin1 olusturur. Normal deride, I ve III kolajen tipleri yaklasik 4: 1
oraninda mevcuttur. Hipertrofik ve olgunlasmamis yaralarda, tip III kollajen yiizdesi %
33’e kadar yiikselebilir, tip I ile tip III kollajen oraninin 2: 1’e degismesi olabilir.
Normal kollajen sentezi hiicre i¢inde gergeklesir ve hiicre digi alanda devam eder.
Iyilesme siirecinin baslangicinda yer alan tip 1II kollajen liflerinin cogunlugu kollajen
tip I ile degistirilir. Skar dokudaki ¢apraz baglanmanin artmasi ile tip | ile tip 11l
kollajen orani, normal cilt oranini (4: 1 orani) olusturacak sekilde olgunlasmaya devam

etmektedir (Stadelmann vd. 1998, Kiigiik 2010).

Tip | kollajen, deri kollajeninin % 80’ini olusturur ve deri gerilmesinde esnekligi saglar.
Kollajen sentezinin uyarilmasi ekstraseliiler kollajen yikimininkinden daha fazladir,
bdylece yeniden modellenme fazi boyunca toplam kollajen miktar1 artmaya devam eder.
Yaralardaki matriks bilesenlerinin dogasi zamanla degisir. En erken asamada, tip III
kollajen birikiminin asir1 oldugu goriiliir ancak daha sonra tip I kollajen daha baskindir
(Mutsaers vd. 1997, Kiigiik 2010). Yaralanma sonrasinin ilk 24 saatinde tip I kollajen
graniile dokunun yalniz derin tabakalarinda bulunur. Yaralanma sonrasinin 6-13 giin
icinde transkriptler graniile dokunun daha {ist tabakalarinda da bulunur. Tip I kollajen
insan keratinositlerinin go¢iinii in vitro kosullarda belirgin bigimde arttirir (Abreu-Velez
ve Howard 2012). Yaptigimiz ¢alismada da yara iyilesmesini 15. giinde duraklatarak
elde ettigimiz dokulardaki mikroskobik incelemeler dogrultusunda graniile dokunun iist
tabakalarima dogru tip I kollajen tellerinin olustugu her iki grupta da gosterilmistir

(Sekil 4.21- 4.22).

Epidermal hiicreler lizerindeki integrin reseptorlerinin ekspresyonu, yaranin kenarinda
cesitli hiicredist matriks proteinleri (fibronektin, vitronektin vb.) ile tip I kollajenin
etkilesime girmesine izin vermektedir ve yara alaninda fibrin pihtiyla birlikte

ortlmektedir (Singer ve Clark 1999, Dik 2015).

FN varliginda veya yoklugunda doku transgliitaminazi tarafindan capraz baglanan
kollajen I’in MMP-1’de daha fazla stabiliteye yol ac¢tig1 yapilan in vitro galismalarla
gosterilmistir (Johnson vd. 1999).
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Miyofibroblastlarin uzun siireli etkisi ile asir1 kollajen birikmesi ile karakterize olan
hipertrofik skarlasmanin, TG2 inhibitorlerinin yara bdlgesine uygulanmasiyla

Onlenebildigi goriilmiistiir (Dolynchuk vd. 1996, Collighan ve Griffin 2009).

Fibrotik dokunun ana bileseni fibriler kollajen, 6zellikle de kollajen I’dir. Bu nedenle,
TG2 ile capraz baglanmasinin kollajenin hem fiziksel hem de biyolojik 6zellikleri
tizerindeki etkilerini anlamak 6nemlidir. TG2’nin kollajen ile capraz baglanma yetenegi
tizerine yapilan ilk ¢alismalar, TG2’nin denatiire kollajeni etkili bir sekilde gapraz
baglayabilmesine ragmen, dogustan olusan kollajen ve fibrillerinin ne TG2 ne de
FXIIIA igin bir substrat olmadigini gostermistir (Collighan ve Griffin 2009). Yapilan
calismalarda, TG2’nin tip | kollajenin ¢apraz baglanmasi tizerine dogrudan etkili oldugu
ispatlanmistir.  TG2’nin, fibrillerin baglanmas1 sirasinda tek tek tropokollajen
monomerlerinin ¢apraz baglanmasina izin veren nétralize edilmis asitle ¢oziinmiis
kollajen I’e eklendigi gosterilmistir (Collighan vd. 2004, Collighan ve Griffin 2009).
Maksimum capraz baglanma, dogustan olusan kollajenlerin isleyisine kiyasla biiyiik
Olciide artmistir ve kollajen basina 1 c¢apraz baglanma sirasina gore olusmustur.
TG2’nin capraz baglama aktivitesi ile kollajen fibrillogenezis orani da artmaktadir
(Collighan ve Griffin 2009). Yaptigimiz ¢alismada yara iyilesme siirecinde TG2’li grup,
cerrahi kesi kontrol grubu ile saglikli doku 6l¢iimleri karsilagtirildiginda TG2’nin tip 1
kollajen diizeyini arttirdigi goriilmiistir (Sekil 4.8). Bu durum TG2’nin haricen
uygulanmasinin TG2’nin ¢apraz baglama aktivitesi nedeni ile kollajen fibrillogenezisi

oranini da arttirdig1 sonucunu akla getirmistir.

Calismamizda belirlenen biiylime faktorleri ile ilgili veriler degerlendirildiginde; her bir
bliylime faktoriinlin yara iyilesmesinin farkli asamalarinda ve farkli ydnlerden

etkilerinin oldugu literatiirlerdeki kaynaklarla da ortligmektedir.

Deneysel ve klinik yara ¢aligmalarinda; EGF’nin yara iyilesmesi lizerine olumlu yonde
etkilerinin oldugu bildirilmistir. EGF, keratinositlerin uyarilmasini saglayarak yara
tyilesmesini hizlandiran bir biiylime faktoriidiir (Santoro ve Gaudino 2005, Kii¢iik 2010,
Dik 2015).
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EGF, bir taraftan keratinosit regiilasyonunu saglarken diger taraftan apoptotik sinyal
genlerini baskilamaktadir. Yara bolgesinde EGF’nin keratinosit regiilasyonunu
arttirmasi ile yarali dokunun dis ortama karst korunmasi saglanmaktadir (Santoro ve
Gaudino 2005, Bluemenberg 2013). EGF, anjiojenik ve diger biiyiime faktorlerinin

tiretimini de saglamaktadir (Bluemenberg 2013).

EGF, kiitandz yara iyilesmelerinde epitelyal hiicrelerin goclinii ve c¢ogalmasini
saglamaktadir. Yaralanmadan hemen sonra EGF saliniminin artmasiyla beraber; EGF
epidermal farklilasmayr ve derideki i¢ dengeyi saglayarak yara iyilesmesini
hizlandirmaktadir (Shirakata vd. 2005, Barrientos vd. 2008). Genetik olarak EGF
tiretemeyen farelerde yapilan bir calismada yara iyilesmesinin geciktigi ve EGF
ailesindeki maddelerin yara 1iyilesmesinde rol oynayan bir¢ok hiicre tipinin
farklilagsmasi, diizenlenmesi, ¢ogalmasi ve gociinii sagladigi belirtilmistir (Shirakata vd.
2005, Dik 2015). Calismamiz acisindan degerlendirildiginde de yara iyilesme siirecinde
cerrahi kesi kontrol grubu ve saglikli doku ile karsilastirildiginda direkt deri alt1 TG2
uygulamas: yapilan grubun EGF (Epidermal Biiyiime Faktorii) diizeyini arttirdigi
goriilmektedir (Sekil 4.9). Bu nedenle TG2’li grupta yaranin daha hizli kapandigi,

killanmanin arttig1 ve EGF artisinin keratinosit miktarini arttirdigi diigtintilmiistiir.

Yara bolgesinde bulunan epidermis ve kil folikiilleri kendi kendine yenilenebilen
yapilardir. Bu yenilenmenin denge halinde siirdiirebilmesi i¢in keratinosit hiicrelerinin
varlig1 gerekmektedir. Yara kenarlarinda bulunan keratinositler cogalamadiklar1 ve yara
bolgesine go¢ edemedikleri takdirde yaranin kapanmasi gerceklesememektedir (Li vd.
2007). Keratinosit hiicreleri EGF reseptor/ligand sistemi tarafindan kontrol
edilmektedir. Bu sistem hem keratinositlerin diizenlenmesini hem de derideki i¢ dengeyi
saglamaktadir (Bluemenberg 2013, Nanba vd. 2013). Ancak yara bolgesinde bulunan
keratinositlerin yeniden olusabilmesi ve epitelizasyonun yeniden ger¢eklesebilmesi igin,
yara kenarlarindaki saglam kil koklerine ve ter bezlerine ihtiya¢ vardir (Xue vd. 2006).
EGF diizeyindeki artigla beraber keratinosit hiicrelerindeki uyarim daha iyi
gerceklesmektedir. Bu durum, yaptigimiz ¢aligmada TG2’nin keratinositler iizerine
dolayli olarak yaptig1 etkinin yara iyilesme siirecini hizlandirmasi agisindan olumlu

katkilar1 oldugunu akla getirmektedir. TG2 uygulanan grupta killanmanin ve yara
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iyilesmesinin daha fazla olmasi hem EGF sinyallerine hem de keratinosit miktarina
bagli olabildigini diisliniidiirmektedir. TG2 grubundaki fiziksel degisiklikler
incelendiginde TG2’li gruptaki iyilesmenin makroskobik olarak da kontrol grubuna
gore daha hizli oldugu goriilmektedir (Sekil 4.1-4.6). Ayrica bu durumun epidermal
iyilesmeyi ve muhtemelen keratinosit miktarin1 da artirarak killanmay1 da arttirdigi

distintilmiistiir (Sekil 4.6).

FGF; mezenkimal hiicreler i¢cin mitojenik bir bliyiime faktoriidiir. Yapilan ¢alismalarda
anjiogenezi indiikledigi ve yara iyilesmesinde gorev aldigi bildirilmistir. Ayrica endotel
hiicrelerinin ~ ¢ogalmasint  ve hareketliliklerini  arttirarak  neovaskiilarizasyonu
hizlandirmaktadir. Kobaylara deri alti enjeksiyon ile FGF uygulandiginda hiicre
sayisinin ve kollajen igeriginin arttigi goriilmiistiir (Oztopalan vd. 2017). Haricen
uygulanan FGF’nin ise, farelerde enfeksiyon ve diyabet yaralarinin iyilesmesinde
olumlu etki ettigi goriilmiistiir (Singer ve Clark 1999). Yaptigimiz caligmada yara
iyilesme siirecinde TG2’li grup ile cerrahi kesi kontrol grubu ve saglikli doku dl¢timleri
karsilagtirildiginda; TG2 nin FGF (Fibroblast Biiyiime Faktoril) diizeyini de arttirdig:
goriilmektedir (Sekil 4.10).

FGF ve EGF’nin yara iizerine etkilerinin karsilastirildigi deneysel bir ¢alismada EGF
uygulanan grupta yara kapanma hizinin 21. giinden 24. giine kadar arttig1 ve 28. giinde
tamamen kapandigi belirtilmistir. Ayrica FGF ve EGF uygulanan gruplarda, yara
bolgesinin hafif kirmizi ve ince bir epitel tabakasi ile tamamen kapandigi; kontrol
grubunda ise, yara bolgesinin koyu kirmizi ve daha kalin bir epitel tabakasi ile ortiilii
oldugu belirtilmistir. Ayrica Xing ve arkadaslarinin (2013) yaptig1 bu ¢alismada; EGF
ve FGF uygulanan gruplarda, kontrol grubuna gore vaskiilerizasyonun daha erken
basladig1 da gosterilmistir. EGF grubundaki iyilesmenin daha hizli ve kaliteli olmasinin;
erken donemde ve metafaz asamasinda fibroblast ¢cogalmasi, kollajen salgilanmasi ve
vaskiilerizasyondan kaynakli  oldugunu ileri stirmiislerdir. Ayrica EGEF’nin
enfeksiyonlara karsi deriyi korumasi ve hipertrofik skar doku olusumunu azaltmasi gibi
onemli etkileri oldugu da ifade edilmistir. Yaptgimiz arastirmada da TG2 grubunda yara
bolgesinin 15. giinde tamama yakininin kapandigi goriildii (Sekil 4.6). Ayrica doku

transglutaminazli grupta erken donemdeki iyilesmenin, TG2’nin EGF seviyesini

72



artirarak vaskiilerizasyonu ve kollajen salgilanmasini arttirmasindan  kaynakli

olabilecegini akla getirmistir.

Yaranin iyilesip eski halini alabilmesi i¢in anjiogenezisin énemli bir basamak oldugu,
keratinositler ve makrofajlarin ise anjiojenik faktorlerin salgilanmasi i¢in 6nemli bir

kaynak teskil ettigi ifade edilmistir (Gillitzer ve Goebeler 2001).

VEGF; keratinosit, fibroblast, makrofaj ve endotelyal hiicreler gibi bir¢cok farkl
hiicreden sekresyonu yapilan ve anjiojenik Ozellik gosteren endojen bir biiylime
faktoriidiir. Anjiyogenez, sitokin sentez ve sekresyonu, diiz kas hiicre hiperplazisi ve
pthtilasma mekanizmasinda rol oynamaktadir (Oztopalan vd. 2017). Bilhassa
iyilesmenin erken fazinda salinimi hizla artmaktadir. VEGF; nitrik oksit sentetaz1 ve
siklooksijenaz1 indiikleyerek damar genislemesini saglamaktadir. Bunun yaninda
kimyasal ¢ekimi ve endotelyal hiicre cogalmasini desteklemektedir. Yara iyilesmesinde
VEGF seviyesinin 3-7. giinler arasinda en yiiksek seviyeye ¢iktigi bildirilmistir (Bao vd.
2009).

VEGF nin haricen uygulanmasi ile yara iyilesmesi sirasinda VEGF’nin anjiogenezisin
yanisira PDGF (trombosit kokenli biiylime faktorii) (Galiano vd. 2004) ve TGF
(transforme edici biiyliime faktorii) -B (Yan vd. 2010) ifadesini de artirdig: bildirilmistir.
Diyabetik farelerde yapilan bir ¢alismada da haricen uygulanan VEGF’nin yara
bolgesinde anjiyogenezi ve lenf anjiyogenezini arttirarak yara iyilesmesini Onemli

olgiide hizlandirdig tespit edilmistir (Saaristo vd. 2006, Oztopalan vd. 2017).

Yaptigimiz ¢aligmada yara iyilesme siirecinde TG2’li grup ile cerrahi kesi kontrol grubu
ve saglikli doku ol¢iimleri karsilastirildiginda TG2’nin VEGF (Vaskiiler Endotelyal
Biiylime Faktorii) diizeyini arttirdigi goriilmektedir. TG2’ nin vaskiilerizasyonu arttirici
etkisi, vaskiiler endotelin olusmasinda gerekli en énemli biliyiime faktorii olan VEGF
seviyesini arttirmasi ile de agikca goriilmektedir (Sekil 4.11). Ayrica TG2 grubunda
killanma ve VEGF degerinin artisina bagli anjiogenezisin ve buna bagl yara
tyilesmesinin hizlanmasindaki en 6nemli faktorlerin, TG2’nin uyardig1 keratinosit ve

makrofaj hiicrelerinin oldugunu diislindiirmektedir.
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TNF-a; makrofaj, mast hiicresi ve T lenfositler tarafindan sekresyonu yapilan ve
fibroblast proliferasyonunda gorev alan bir biiyiime faktériidiir (Oztopalan vd. 2017).
Ayrica tiimérler icin de sitotoksik etkisi bulunmaktadir (Oztopalan vd. 2017). TNF-a
inflamasyon ve fibroziste mediator olarak goérev yapan apoptotik bir molekiil ve
inflamatuvar bir sitokindir (Chen ve Thibeault 2010). Inflamatuvar hiicrelerden ve
ekstraseliiler fragmentlerden salgilanan TNF-0, EGF, FGF ve diger biiylime faktorleri
fibroblastlarin  yara bolgesine gogiinli, c¢ogalmasim1  ve kollajen iiretimini
indiiklemektedir (Kalay 2011). Mast hiicreleri tarafindan 6nceden olusturulmus VEGF
ve TNF-a gibi bir grup mediyatdr, yara iyilesmesinin baslangi¢c safhalarinda salinarak,
kanamay1, takip eden koagulasyonu ve akut inflamasyonu etkilerler (Artuc vd. 1999).
Makrofajlar tarafindan salgilanan TNF-a ve FGF gibi maddeler anjiyogenezde de
anahtar rol oynarlar. Bu biyomolekiiller mezotel ve endotel hiicreleri i¢in kimyasal

cekici ozellige sahiptirler (Uzer 2007).

TNF-a yara bolgesine lokal olarak uygulandiginda; beyaz kan hiicresi ve monosit
sayilarint dnemli Olgiide arttirip, ndtrofil sayisimi azaltarak yara iyilesmesini Gnemli
Olciide etkilemistir.  Kollajen bazli biyomalzemelerde TNF- o’nin lokal olarak
uygulanmasinin yara iyilestirme siirecini iyilestirebildigi gosterilmistir (Chen ve
Thibeault 2010).

TGF-B1, IL-6, TNF-o gibi onarim siirecine katilan sitokinler tarafindan TG2
ekspresyonunun diizenlendigi kanitlanmistir (Kuncio vd. 1998, Verderio 2004).
Inflamatuvar stres altinda artarak diizenlenen TNF-o; IL1P veya IL6 gibi diger
sitokinler ile birlikte TG2’nin iyi bilinen uyaricilaridir (Gundemir vd. 2012). Yaptigimiz
arastirmada yara iyilesme siirecinde TG2’nin direkt olarak uygulanmasmin saglikli
doku ile karsilastirildiginda TNF-a diizeyini arttirict etki gosterdigi goriilmektedir.
Ancak herhangi bir uygulama yapilmayan cerrahi yara grubuyla karsilastirildigunda ise;
TNF- a diizeyinin TG2’li grupta daha az oldugu dikkati ¢cekmistir. Bu durumun da
TNF- o’nin yara iyilesme siirecinin inflamasyon evresinde artip, maturasyon evresine

dogru saliniminin azalmasi nedeni ile oldugu disiiniilmiistiir (Sekil 4.12).
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Yaptigimiz ¢calisma TG2’li grupta biiyiime faktorlerinin miktarindaki artistan dolay1 ve
derinin normal yapisinda bulunan kollajen ve fibroblast miktarindaki artistan dolay1
yapisal ve makroskobik olarak da iyilesmenin kaliteli oldugu sonucunu ortaya

cikarmustir.

IL-8; IL-1 ve TNF tarafindan uyarilarak; fibroblastlar, endotelyal hiicreler ve
keratinositler tarafindan sentezlenmektedir (Baykal vd. 1998). Interlokin-8 (IL-8), insan
yaralarinda artan akut iltthaplanma ile baglantili bir kemokindir (Garner vd. 1994,
locono vd. 2000). IL-8’in onarim siirecinde yer alan ¢ok sayidaki inflamatuvar hiicrenin
islevlerini modiile ettigi bildirilmistir (Konstantinova vd. 1996, Iocono vd. 2000).
Iyilesen yanik yaralari igerisinde artmis IL-8 seviyeleri bildirilmistir (Garner vd. 1994,
Iocono vd. 2000). Ancak, uzun siireler boyunca IL-8’in varliginin yiikseltilmesinin yara
onarmm siirecini olumsuz etkiledigi goriilmiistiir. In vitro calismalar yiiksek IL-8
konsantrasyonlarinin hem fibroblastlarin, hem de keratinositlerin morfolojisini ve
islevlerini olumsuz etkiledigini gostermektedir. Tam kat yara kapanmasi sirasinda
reepitelizasyon ve yara kontraksiyonunu saglayan bu hiicrelerin islevlerinin olumsuz

sekilde etkilenmesi ise yara kapanmasina zarar vermektedir (locono vd. 2000).

Zor iyilesen yaralarda IL-8 reseptorlerinin azalmasi IL-8’in yara iyilesmesinde
prognostik ve terapotik bir degeri oldugunu gostermektedir. Potansiyel rolii hiicre
migrasyonu ve kemotaksis olan IL-8, yara iyilesmesinde 6nemli bir role sahiptir. IL-
8’in; IL-8 reseptorlerini eksprese eden insan keratinositleri i¢in kemotaktik olabilecegi
gosterilmistir (Jiang vd. 2012). IL-8 reseptorii nakavt farelerde yara iyilesmesinin
gecikmesi durumu ortaya ¢ikmistir. Bu durum; yara bolgesine monosit takviyesinde,
reepitelizasyon ve anjiyogenezisde bir gecikme oldugunu gostermektedir (Devalaraja

vd. 2000, Jiang vd. 2012).

Lokositlerin yara bdolgesine migrasyonu kemotaktik sitokinler araciligi ile regiile
edilmektedir (Pakis 2016). IL-8; fibroblastlar, endotel hiicreler, monositler tarafindan
salgilanan ve T hiicreleri, keratinositler ve nétrofiller i¢cin kemoatraktandir (Pakis 2016,

Oztopalan vd. 2017). IL-8’in de; FGF, VEGF gibi anjiogenezisi aktive edici etkisi
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bulunmustur (Giingdrmiis vd. 1997). IL-8’in ayrica epidermal proliferasyona da etkisi

bulunmaktadir (Pakis 2016).

Yaptigimiz arastirmada da yara iyilesme siirecinde cerrahi kesi kontrol grubu ve saglikli
doku ile karsilastirildiginda TG2’nin IL-8 (interldkin-8) diizeyini arttirdign ve
literatiirdeki bilgilerle de ortiistiigli goriilmektedir (Sekil 4.13).

IL-10; dogal immiinitede rol alan antiinflamatuvar sitokinlerden biridir (King vd. 2014).
Th; hiicreleri tarafindan sentezlenmektedir (Oztopalan vd. 2017). Ayrica baz1 aktif B
hiicreleri, baz1 Thy hiicreleri, aktif makrofajlar ve bazi non-lenfositik hiicre tipleri
(keratinositler) tarafindan da sentezlenmektedir (Giiner vd. 1997). IL-10 hiicresel
immiinitenin inhibisyonunu engellenmesini gerektiren durumlarda tedavi amagli da
kullanilabilmektedir (Baykal vd. 1998). IL-10’un iki énemli etkisi bulunmaktadir. ilki,
makrofajlar tarafindan sitokinlerin (TNF, IL-1, IL-12, kemokin gibi) {retimini
engellemek; digeri ise makrofajlarin T hiicresi aktivasyonundaki iglevlerini

engellemektir (Giiner vd. 1997).

IL-10’un; fetal rejeneratif yara onarimi i¢in gerekli oldugu gdsterilmistir. IL-10’un asir1
ekspresyonu; dogum sonrasi dokularda da inflamatuvar cevabin zayiflatilmasi, hiicre
dis1 matriksin regiilasyonu, fibroblast fonksiyonunun optimizasyonu gibi pleiotropik
etkiler yoluyla fetal benzeri rejeneratif bir fenotip gostermektedir (King vd. 2014).
Yaralanmadan sonra derideki keratinositlerin 1L-10 iiretebildikleri gosterilmistir (An vd.
2010). Gi¢li antiinflamatuvar etkilere ilaveten 1L-10’un; doku remodelizasyonunun
diizenlenmesinin bir pargasi olan transforme edici biiylime faktorii - (TGF-B) gibi
fibrojenik sitokinleri regiile ettigi gosterilmistir. IL-10’un son zamanlarda pro-fibrotik
ajanlar ile uyarildiginda skar olusumuyla iligkili olarak asir1 kollajenin ¢okelmesine

kars1 koruyucu bir etkisi oldugu da gosterilmistir (Shi vd. 2013).

Graniilasyon dokusunda; fibroblastlar, keratinosit bliylimesini ve migrasyonunu uyaran
ve bunlara izin veren ¢ok sayida biiylime faktorii salgilarlar. IL-10’un epitel {izerindeki
rejeneratif etkileri de fibroblastlar ve keratinositler arasindaki etkilesim vasitasiyla

saglanabilir (King vd. 2014). Ilgin¢ bir sekilde, dogum sonras1 fibroblastlara 1L-10
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eklenmesi hem migrasyonu hem de invazyonu etkili bir sekilde arttirir (Leung vd. 2013,

King vd. 2014).

IL-10’un yarali miyokard gibi farkli doku hasar1 modellerinde, endotelyal progenitor
hiicrelerin canliligini ve islevini modiile etmede de bir rolii oldugu gosterilmistir (Leung
vd. 2013). Endotelyal progenitdr hiicreler; biiylime faktorlerinin tiretimi sirasinda
postnatal anjiogenezise katkida bulunan kemik iligi kaynakli hiicrelerdir. IL-10 nakavt
farelerde yapilan bir arastirmada endotelyal progenitdr hiicrelerin giiglendirilmesinde
eksiklik goriilmistiir (Krishnamurthy vd. 2011). Dahasi, 1L-10 ile tedavi, endotelyal
progenitdr hiicrelerin hayatta kalma siirecini ve anjiyogenezisi arttirmasinin yani sira
zayiflatilmig bir inflamatuvar tepki, azalmis fibrozis ve kalp fonksiyonunun
korunmasiyla sonug¢lanmaktadir (King vd. 2014). IL-10’un asir1 ekspresyonunun,
dokudaki yaralanmadan sonra hem yara bolgesinde hem de dolasimdaki endotelyal
progenitdr hiicrelerin sayisinda artisa neden oldugu gosterilmistir (Krishnamurthy vd.
2011). Yara bolgesindeki IL-10 eksikligi, yara kasilmalarinin artmasma ve yara
yatagina sizan makrofajlarin artmasiyla karakterize artmis inflamatuvar yanita neden
olmaktadir (Liechty vd. 2000, Eming vd. 2007). Yara bolgesindeki IL-10 yoklugunda;
IL-6 ve IL-8 gibi diger pro-inflamatuvar sitokinlerin yiiksek miktarda olduklar1 da
gosterilmigtir (Sato vd. 1999). IL-10 - / - transgenik yaralarin, kontrol yaralari ile
karsilastirildiginda; kalin ve yogun paketlenmis, organizasyonu degistirilmis daha fazla
kollajen birikimine sahip oldugu gosterilmistir (King vd. 2014). Bu sonuglar birlikte
degerlendirildiginde; IL-10’un yara iltihaplanmasinin diizenlenmesinde Onemli bir
sitokin oldugunu desteklemekte ve IL-10’un yaradaki hiicre dist matriks

organizasyonunu ve olgunlagmasini etkiledigini de 6ne siirmektedir.

Dermiste IL-10’un lokal ve siirekli salinimini kolaylastirmak igin viral vektorlerin
kullanildig1 bir arastirmada; IL-10 asir1 ekspresyonunun, yaralanma sonucu olusan
inflamatuvar cevabi basariyla azalttig1 gosterilmistir. Inflamatuvar faz sirasinda yaraya
alinan nétrofiller, lenfositler ve makrofajlarin daha az oldugu goriilmiistiir. IL-10 ile
tedavi edilen yaralar ve saglam deriler arasinda biyomekanik dayaniklilik agisindan
herhangi bir degisiklik olmadigi; hiicre dis1 matriks birikiminin ise, IL-10 ile tedavi

edilen yaralarda organizasyonunun daha kolay oldugu goriilmiistiir. Bu durum, yara
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bolgesine IL-10 eklenmesinin normal fizyolojik biitiinliige sahip yara tamirine izin
verdigini diisiindliirmektedir. Yaralanmanin doksaninci gilinlinde ise, IL-10"un asir1
ekspresyonunun, fare bagirsak yaralarinda skar olusumunu doza bagimli bir sekilde
azalttigi ve sonugta ortaya g¢ikan yarali bolgenin saglam bolgeden ayirt edilemedigi

goriilmiistiir (Gordon vd. 2008).

IL-10’un doku biitiinliigiinii yeniden kurmadaki énemi bir tendon hasar modelinde de
gosterilmistir. Bu model, tendonlarin iyilesmesinin lenti-viral aracili IL-10’un asiri
ekspresyonundan fayda sagladigini ve IL-10’un asir1 eksprese oldugu doku
yaralanmasinda kontrol tendonu yaralanmasina kiyasla {istiin biyomekanik 6zelliklere

sahip oldugu gosterilmistir (Ricchetti vd. 2008).

Sicanlarda yapilan kardiyak doku calismalari, indiiklenmis kardiyak hipertrofi
modelinde yaralanmadan sonra IL-10’un 6nemli bir rol oynadigint géstermistir. IL-10
nakavt farelerinin, kontrollerle karsilastirildiginda, sol ventrikiil islevini ve hipertrofik
yeniden modellemeyi arttirdigt bulunmustur. Kontrol grubuna IL-10 ile yapilan
takviyenin ise, kardiyoprotektif ve patolojik yeniden modellemeyi Onleyerek kalp

fonksiyonlarinda iyilesmeye neden oldugu bulunmustur (Verma vd. 2012).

Coklu hayvan modellerinde, viral vektorler kullanilarak IL-10 asir1 ekspresyonunun
kolaylastirilmas1 yoluyla rejeneratif iyilesmenin basarili bir sekilde gerceklestigi

gosterilmistir (Gordon vd. 2008).

Yapilan caligmalardan da anlasildigi tizere IL-10 da IL-8 gibi yara iyilesmesini
kolaylastiran bir sitokindir. Yaptigimiz caligmada da TG2’nin IL-10 {izerine yaptigi
olumlu etki goriilmektedir. IL-8 ve IL-10 seviyeleri acisindan grafik degerlerini
karsilagtirdigimizda ise; ¢ikan sonuglar TG2’nin IL-10 tizerine olan arttiric1 etkisinin IL-
8 lizerine olan etkisinden daha fazla oldugunu da gostermistir. Ayrica yapilan
caligmalardan IL-10’un yara iyilesmesine olan olumlu etkisi goz oniinde bulundurularak
sonuglar degerlendirildiginde; TG2’nin IL-10 fiizerine olan arttirict etkinin yara

iyilesmesine de katkida bulundugu ortaya ¢ikmistir (Sekil 4.14).
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Yaralanma sonrasi yara alanini olusturan ve istila eden yeni graniilasyon dokusunu
desteklemek i¢in neovaskiilarizasyon gereklidir. Yaralanma bdlgesindeki bu durum hem
serum faktorleriyle (VEGF, FGF, TGF-B) endotelyal hiicrelerin uyarilmasint hem de
hiicre dis1 matriks ortamin uyarilmasini igeren karmasik ve dinamik bir siirectir. Endotel
hiicrelerin go¢ii ve yeni damarlarin olusumu, hem graniilasyon dokusu hem de
endotelyal taban zarinin bilesiminden etkilenir (Li vd. 2003). Travmanin ardindan TG2
aciga c¢ikar, ECM’ye baglanir ve ECM’nin ikili capraz baglanmasi ve yapisal roli
sayesinde hiicre dig1 matriksin hem kararliligin1 hem de yapisimi etkiler. TG2; latent
TGF- B1’in matriks depolamasini modiile ederek, bu 6nemli yara iyilesme sitokininin
aktivasyonuna katilir (Verderio vd. 2004). Biitiin bu TG2 aracili olaylarin, yara onarimi
sirasinda anjiyojenezi etkilemesi muhtemeldir. Haroon ve arkadaslart (1999),
rekombinant TG2’nin, in vivo bir dorsal deri flep bolgesine topikal olarak
uygulandiginda kan damari uzunlugu yogunlugunu arttirdigin1 gostermislerdir ve bu
durum, yara onariminda anjiyogenezin tesvik edilmesinde TG2’nin rolii oldugunu

diistindiirmektedir.

Yaptigimiz ¢alismanin histopatolojik inceleme asamasindaki mikroskobik goriintiiler
incelendiginde; cerrahi kesi modelli her iki grupta olusturulan yara bdlgesinde
epidermis maturasyonunun ifadesi olarak yiizeyde keratin tabakasi olusumu ve epitel
hiicrelerinin kesi bolgesi uglarini birlestirerek yara ylizeyini tamamen kapattigi

gozlenmistir. Bu bulgular epidermisin rejenerasyonunu tamamladigini gostermistir

(Sekil 4.16.a,b, Sekil 4.17a,b).

Cerrahi kesi modelli her iki grupta graniilasyon dokusu 15. giinle uyumlu olarak yara
bolgesini doldurmus olarak matiirasyon ve yeniden modellenme faziyla uyumlu bigimde
gbzlenmistir (Sekil 4.16.a,b, Sekil 4.17a,b). Ayrica graniilasyon dokusu igerisine go¢
eden kil folikiillerine ve yag bezlerine sadece TG2’li grupta rastlanmistir (Sekil
4.17.a,b). Kil folikiillerinin ve yag bezlerinin graniilasyon dokusunun igerisinde
gorlintiilenmesi de graniilasyon dokusunun matiir oldugunun bir gostergesi ve yara

iyilesmesi acisindan da iyi bir bulgudur.
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Yara olusumunun 14. giinlinde TG2 grubundaki hasarli dermis dokusu kismina denk
gelen graniilasyon dokusunda 40’lik objektif biiyiitmesinde rastgele 5 alanda yapilan
taramalar sonucunda neovaskiilerizasyon ve inflamatuvar hiicre sayimi ag¢isindan
degerlendirmeler neticesinde; ortalama 1-5 adet yeni damar olusumu (Sekil 4.20.a) ve
1-10 arasinda inflamatuvar hiicre (histiyosit ve plazma hiicreleri) izlenmistir (Sekil
4.20.a,b, 4.21). Bu durum iyilesme siirecinin matiirasyon ve yeniden modellenme fazi
ile uyumlu bulunmustur. Ayrica bu durum TG2’nin dokuya direkt uygulanmasinin
yapilan diger caligmalarla uyumlu olarak yara iyilesme siirecinde yeni damar

olusumunu arttirdigini bize gostermektedir.

Cerrahi kesi modelli her iki grupta olusturulan yara bolgesinde iyilesmenin belirtisi olan
yeni kollajen olusumu da ince yapili kollajen telleri seklinde gozlenmistir (Sekil 22. a,b,
Sekil 23. a,b).

Ayrica yaptiZimiz caligmada; yara iyilesmesinin histolojik ac¢idan degerlendirme
parametreleri ¢izelgesinde (Cizelge 4.1); 21-30 parametresi ileri diizey iyilesme olarak
degerlendirildiginde; Cizelge 4.2’deki ortalama yara iyilesmesi skorlarina gore kontrol
grubundaki ve TG2 kullandigimiz gruptaki yara iyilesmesi skorlarinin tam iyilesmeye

yakin bir parametrede oldugunu bize gostermistir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda yara iyilesmesi siirecinin hiicresel ve molekiiler temeli
aciklanmaya calisilmistir. Normal yara iyilesmesinde, tedavi edici uygun yontemin
planlanmasinda ve gelistirilmesinde klinik, hiicresel ve diger faktorlerin etkilesiminin
degerlendirilmesi 6nem tasir. Bu kapsamda farkli tedavi yontemleri denenmekte,
tyilesme siirecinin hizlanmasi, asir1 inflamasyon ve enfeksiyonun onlenmesi, iyilesme
siirecini takiben sekel kalmasini engellemeye yonelik yeni tedavi arayislari devam

etmektedir (Mutsaers vd. 1997, Theoret 2005).

Saglikl bireylerde ve 6zellikle yara iyilesme siirecinin ¢ok uzadigi diyabetik modellerde
yara iyilesmesini hizlandirmak, skar olusumunu azaltmaya yonelik pek cok calisma

yapilmaktadir. Anti-oksidan terapiler, vitamin takviyeleri ile kombine uygulamalar
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bunlardan bir kagidir (Musalmah vd. 2005). Bunun yan1 sira dzellikle son donemlerde
kok hiicre caligmalar1 da hizla artmaktadir (Elsharawy vd. 2012).

Mevcut arastirmada klinik olarak sagliklt Wistar Albino irki ratlara TG2 uygulamasi ile
bazi biiylime faktorlerinin seviyelerinin artirilmasi ve yaranin hizli kapanmasi
amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda yapilan ¢alismada TG2 uygulamasinin
makroskobik olarak ve biiylime faktorleri {iizerine olumlu etkilerinin oldugu
gozlenmistir. Boylece TG2 uygulamasinin saglikli bireylerde yara iyilesmesi iizerine
belirgin sekilde olumlu etkilerinin oldugu ve yara iyilesmesinin birgok faktore bagl

oldugu sonucuna ulasilmistir.

Calismamizin sonuglariin farkli hastalik ve yara modellerinde kullanilabilecek, yara
iyilesmesinde yeni bir tedavi segenegi olabilecegi diigiiniilmiistiir. Ayrica, TG2’nin
disaridan lokal olarak uygulanarak yara iyilesme siirecine dair calismanin heniiz

bulunmamasi da ¢aligmanin 6zgiinliigii agisindan 6nem teskil etmektedir.

TG2’nin birgok biiylime faktoriinii ve hiicresel faktori etkiledigi, yara iyilesmesinde
daha st diizey c¢aligmalar yapilarak TG2’nin  klinik olarak  kullaniminin
degerlendirilebilecegi, anjiyogenezis basta olmak tlizere yeni matriks ve epidermis
gelisimini hizlandirdigi, yara iyilesmelerinde yara izi, hipertrofik skar olusumu veya
yara bolgesinin kilsiz kalmasi gibi istenmeyen durumlar1 da ortadan kaldirabilecegi

sonucuna varilmistir.

Calismanin sonuglarinin ileride yara iyilesmesinde kullanilabilecek umut vaad eden

yeni bir tedavi yontemi gelistirmeye yardimci olacagi diigiiniilmiistiir.

TG2’nin enjeksiyon yolu ile yara bolgesine uygulanmasinin ise ¢ok pratik olmadigi
ancak yara bandi ya da yaraya topikal uygulanabilecek bir forma getirilmesinin daha

akillica oldugu diisiiniilm{istir.
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Sonug olarak yara iyilesmesi i¢in TG2’nin kullanilmas ile ilgili caligsmalarin hizlanmasi
gerektigi, ozellikle saglikli bireylerde yaralanma sonucu olusan ve makroskobik olarak
istenilmeyen gorintiilerin yok edilmesinde, estetik olarak daha iyi hale getirilmesi
gereken yaralarda ve yara iyilesmesinin hizlandirilmasinda yeni bir tedavi secenegi

olabilecegi diisliniilmektedir.
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