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1.GIRIS VE AMAC

Yara iyilesmesi, travmatik, cerrahi, idiopatik veya ¢esitli hastaliklar nedeniyle bir
doku hasar1 sonucu organizmada; doku hasarna yanit olarak ortaya ¢ikan ardisik,
karmagik, hiicresel, fizyolojik ve biyokimyasal olaylarin biitiiniidiir (1). Bu siirecte
olusacak herhangi bir gecikme veya olumsuzluk, yaranin kapanmamasi ve
yilesmede gecikme ile sonuglanir. Gecikmis yara kapanmasi veya yara dudaklarinin
acilmasi cerrahide giincel bir problem olarak 6nemini hala korumaktadir. Lokal ve

sistemik birgok faktor yara iyilesmesini etkilemektedir.

Normal kosullarda yetiskinler i¢in non-esansiyel olan Arginin, ¢ocuklar ve gengler
icin esansiyel bir amino asittir. L-Arginin gereksinimi biiyiime doneminde, travma ya
da enfeksiyon durumunda artar. Bu baglamda argininin “kosullara bagh essansiyel

bir amino asit” olarak degerlendirilmesi daha dogaldr.

L-Argininin oral yoldan yara iyilesmesi iizerine olan etkilerinin degerlendirilmesi
amaciyla ratlarda daha once tariflenmis yara modeli ile kronik bir yara ortamina
paralel ¢evre hazirlanmasi planlanmistir. Iskemik yara modeli Rees ve ark. tarifledigi
sekilde rat dorsal cildinde hazirlanan bipedikiillii flep iizerinde 4. giin 6 adet 4
mm’lik yara olusturularak saglanmaktadir (2). Iskemik yarada gdzlenen gegikmis
yara iyilesmesi, artmis protein disiilfiid, artmis anjiojenik aktivite, uzamis
inflamatuar siire¢ seklindeki degisikliklerin, benzer sekilde iskemik yara modelinde

de meydana geldigi savunulmaktadir (3).

Son donemde artmakla birlikte L-Argininin yara iyilesmesi tizerine olan etkilerinin
arastirildigi  klinik ve deneysel c¢alismalar literatiirde yer almaktadir. Ancak
calismamizin temelini olusturan; kronik iskemik bir yara zemini olusturulup,

etkilerinin karsilastirildigi deneysel bir aragtirmaya rastlanamamustir.

Plastik cerrahi kliniklerinde takip edilen basi yarasi, venoz staz iilseri, diabetik ayak
gibi kronik yarasi olan hastalarin tedavisinde viicutta azalmis olan amino asit
miktarin, nutrisyon desteginde ek olarak verilmesinin faydasinin gosterilmesi ve
Klinikte uygulama kolayhigi ile birilikte kullanimi sonrasi hastalarin yara

iyilesmesinde hizlanma, hospitalizasyon siiresinde azalma, olas1 komplikasyonlarin



Onlenmesi ve azaltilmasinda ek bir yontem olarak faydalanilip, rutin kullanima

girebilecegi diisiincesi ile yola ¢ikilmustir.

Bu deneysel calismamizda, iskemik yara modeli olarak, ‘rat bipedikiilli dorsal
flebi’’ {lizerinde olusturulan yaralarda, oral L-Arginin desteginin yara iyilesmesi
tizerine etkisinin, makroskopik, histopatolojik, biyomekanik ve biyokimyasal

incelemelerle gosterilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Yara Iyilesmesi ve Yara Iyilesmesinin Fazlar

Canli dokunun, anatomik ve fonksiyonel devamliliginin; travma, cerrahi girisim ya
da hastaliklar gibi farkli nedenlerle bozulmasi ya da kaybi ile var olan fizyolojik
ozelliklerinin gegici veya tamamen kaybolmasina ‘yara’ denir. Yara iyilesmesi, farkli
tiirdeki organ sistemlerinin yaralanmaya verdikleri farkli yanitlar1 iceren biiyiik ve

karmasik bir konudur.

Carrel 1910 yilinda yara iyilesmesinin karmasik siireclerini tanimlamigtir. Clark yara
iyilesme siirecinin temel ii¢ faz {izerinden incelenmesi gerektigini bildirmistir (7,8).
Yaralanmis organin hem fiziksel, hem de fizyolojik devamliliginin saglanmasinda bir
yama gorevi gormek iizere, baska bir hiicresel matriksin yarali doku yerini almasi
stireci skar olusumu olarak gozlenir. Rejenerasyon siireci ise, gelisimsel yolaklarin
reaktivasyonu araciliiyla organin orjinal mimarisinin yeniden olusturulmasidir. Skar
olusumu ve doku rejenerasyonu arasindaki denge, degisik doku ve organlarda
farklilik gosterir. Sinir yaralanmalar1 az miktarda rejenerasyon ve c¢ok skarlagma ile
karakterize iken, karaciger ve kemik yaralanmalari genellikle primer olarak
rejenerasyon araciligiyla iyilesir (9). Yara iyilesmesi genel olarak 3 faz halinde

incelenir.
2.1.1. inflamatuar Faz ( Hemostaz ve Inflamasyon )

Hemostaz ve inflamasyon doku hasarina karsi verilen ilk cevaptir. Bu asamanin
fonksiyonel oncelikleri, hemostazin saglanmasi, 6lii ve devitalize olmus dokularin
ortamdan uzaklastirilmas1 ile mikrobiyal patojenler tarafindan olusturulacak invaziv
enfeksiyonlarin ~ 6nlenmesidir. Oncelikle kanamanin  durdurulmasi  gerekir.
Yaralanmay1 takiben, Tromboksan A2 ve prostaglandin-2 gibi vazokonstriiktorler
salgilanir. Vazokonstriiksiyonun yaninda pihtt tikact olusumu aktive edilir. Pihti,
fibrin yumagi i¢inde agrege olup gomiilii kalan trombositlerden olusur. Fibrin agi
kirmiz1 kan hiicrelerini de tutarak pihti igerigine katilmalarini saglar. Fibrin vaskiiler
yaralanmanin baslattigi koagiilasyon zincirinin son {iriiniidiir. Ayr1 olaylarin
baslattig1 iki koagiilasyon mekanizmasi vardir. Intrensek koagiilasyon mekanizmasi

Faktor XII'nin aktive olmasiyla baslar, bu aktivasyonu saglayan ise kanin yabanci bir



ylzey ile temas etmesidir. Faktor VII veya VIla’y1 baglayan doku faktoriiniin ortaya
cikmast ile ekstrensek koagiilasyon mekanizmasi aktive olur. Doku faktorii
endotelyal hiicrelerde bulunmaz, ekstravaskiiler hiicrelerin yiizeylerinde ve esas
olarak da adventisyal fibroblastlarin yiizeylerinde bol miktarda bulunur. Her iki
koagiilasyon mekanizmas1 da bir plazma proteini olan fibrinojenin fibrine

doniismesini katalize eden trombinin liretimine neden olur.

Fibroblast ve epitelyal hiicrelerce tiretilen fibronektinler bir glikoprotein olup, gog
eden hiicrelerin fibrin ag iizerine yapismalarin1 kolaylastirir. Trombositlerin
birbirlerine, fibrine ve kollajene yapismasi integrin yiizey reseptorleri araciligiyla
olur. Fibrinojen, fibronektin, trombospondin ve Von Willebrand faktorii adezif
glikoproteinlerdir. Bu faktorler hem serum hem de trombositlerin alfa-graniillerinden

kaynaklanir.

Hemostatik mekanizmanin stimiilasyonu yaralanma sahasinda siirli kalir, normal
endotelial hiicrelerin iirettigi prostosiklin trombosit agregasyonuna engel olur. Ayrica
yaralanmanin olmadigi saglam bdlgelerde anti-Trombin III trombini baglayarak
aktivitesini kisitlar ve protein C, Faktor V ve Faktor VII'yi parcalar. Koagiilasyon ve
trombosit agregasyon olayi, pithti olusumunu baglatan stimulus ortadan kalkinca
durur. Pihtinin lizisi plazminojeni plazmine doniistiiren plazminojen aktivatorii

tarafindan yonetilir.

Inflamasyon evresi; 15-20 dk’lik gecici vazokonstriksiyonu takiben gelisen
vazodilatasyon ve kapiller gegirgenlik artigiyla baslamis olur. Pihti olusumu ile
kanama durdurulduktan sonra, endotel hiicrelerinden salgilanan histamin,
prostoglandin E2, prostosiklin ve endotelyal biiylime faktorii ile vazodilatasyon
gelisir ve damar gecirgenligi artar. Inflamasyonun fizik bulgular; eritem, ddem, agr

ve 181 artigini igerir.

Polimorf niiveli 16kositler ve plazma, damar yatagindan disariya ¢ikip yara bolgesine
goc ederler. Inflamatuar hiicreler, kompleman sisteminin aktivasyonu (C5a),
degraniile trombositlerden salinan transforming (doniistiiriicii) biiyiime faktorii beta
(TGF-beta), Interlokin (IL)-1, Tiimor nekroz faktor (TNF) ve lipopolisakkaritler gibi

bakteriyel degredasyon iirlinleri tarafindan bolgeye cekilirler. Yaralanmay1 takip



eden ilk iki giin, yara kavitesini dolduran fibrin matriksinin igine ndtrofilik
infiltrasyon olur. Notrofillerin yara ylizeyindeki ana gorevi, yabanci cisimle
bakterilerin fagositozu ve proteaz salinimiyla da travmadan zarar goren hiicre
kalintilarinin  yara bdlgesinden temizlenmesidir. Yara yerinde uzun siire
kalmalarinin, akut yaralarin iyilesmeyen kronik yaralara doniismesinin primer

faktorii oldugu diistintilmektedir.

48-96 saat sonra monosit yogunlugu baglar. Notrofil sayisinin azalmasiyla birlikte
monosit/makrofaj sayisi artar. 72 saat sonra makrofajlar yarada hakim hiicre olurlar.
Aktif makrofajlarin yara bolgesinde bulunmasi yara iyilesmesi i¢in esastir. Notrofil
yoklugu yara iyilesmesinin genel akisini bozmazken, makrofaj yoklugunda yara
iyilesme siireci durmaktadir. Makrofajlarin yara iyilesmesindeki temel gorevlerti,
fagositoz ve antimikrobiyal fonksiyon, yara debritmani, matriks sentez regiilasyonu,
hiicre aktivasyonu ve anjiogenezdir. Makrofajlarlar ayrica cesitli sitokin, biiylime
faktorleri ve NO sentezlerini gerceklestirirler. Keratinosit ve fibroblast

aktivasyonunu arttirirlar (9).

T lenfositler yara bolgesine 5 ila 7.glinlerde gelen son hiicre tipidir. T lenfositleri
(6zellikle CD4) yara bolgesine; IL-1, 1L-2, TNF-alfa, fibroblast aktive edici faktor,
EGF ve TGF-beta salgilar. Dolasimdaki T lenfositlerin inhibe edilmesi yara
iyilesmesini  geciktirmektedir. B lenfositlerin ise yara iyilesmesinde rolii
bulunamamustir. Inflamatuar faz, yaramin derinligine ve genisli§ine bagl olmakla

beraber ortalama 3-6 giin devam eder.
2.1.2. Proliferatif Faz

Proliferatif fazin, genellikle yaralanmay1 izleyen 4 ile 21. giinlerde ortaya ¢iktigi
kabul edilir. Gegici fibrin matriks graniilasyon dokusu ile yer degistirir. Graniilasyon
dokusu temelde fibroblastlar, makrofajlar ve endotelyal hiicrelerden olusur. Bu
hiicreler ekstraseliiler matriks ve kan damarlarini meydana getirirler. Graniilasyon
dokusu yaralanmay1 takip eden yaklasik 4. giinde olusmaya baslar. Bu siire boyunca
fibroblastlar iyilesen skari1 dolduran ekstraselliiler matriksi yaparlar ve keratinosit

migrasyonuna bir ortam saglarlar. Gegici fibrin matriks yerini daha sonra yeniden



sekillendirme asamasinda tip I kollajen ile yer degistirecek olan Tip III kollajene

birakir.

Travmadan sonraki ilk 36-72. saatler iginde damarlarin adventisyasina yakin
mezengimal hiicrelerin farklilagsmasindan fibroblastlar olusur. Fibroblast yogunlugu,
yara yerinde 6. giinde maksimum diizeye ulasir. Fibroblastlar yara onarimi yapan
hiicrelerdir ve bag dokusunun ana maddeleri olan kollajen, proteoglikan, retikiilin ve

elastini uretirler.

Doku kayb1 olan yaralarda, sivi kaybini engellemede ve enfeksiyon olusumuna karsi
koymada epitelyal hiicre artis1 Onemlidir. Epitelizasyon, insizyonel yaralarda,

yaralanmadan hemen sonra baglar ve 24-48 saat icinde tamamlanir.

Aktive olan makrofajlar tarafindan salinan anjiogenik faktdrlerin uyarisiyla yara
bolgesinde endotelyal hiicre tomurcuklarindan yeni kapillerler olusur; onarim
alaninda bulunan damarlarin tomurcuklanmasiyla yeni damarlarin olusumu olayina
anjiyogenez veya neovaskiilarizasyon denir. Dordiincii giinde belirginlesir ve yara
lyilesmesinin sonuna kadar devam eder. Primer uyaricis1 vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii (VEGF) diir. Makrofajlar salgiladiklar1 Tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a) ve
Fibroblast biiyiime faktorii (FGF) gibi biiyiime faktorleriyle anjiyogenezde de

anahtar rol oynarlar.
2.1.3. Yeniden Sekillendirme Asamasi

Yaranin kontraksiyonu ve kollajen sekillendirilmesi siireglerinin her ikisinin
birlikteligiyle karakterizedir. Kollajenin ortaya ¢ikmasi ile baglayan bir siirectir. Bu
fazin ana 6zelligi kollajen depozisyonu, organizasyonu ve iyi bir sekilde ag yapi
olusturmasidir. Bu faz sirasinda yogun hiicresel aktivitesi ve vaskiilaritesi olan doku,

daha az hiicre ve damardan olusan skar dokusu ile yer degistirir.

Olgunlagsma fazinin siiresini hastanin yasi, genetik yapisi, yaranin tipi, viicuttaki
yerlesimi ve inflamasyon periyodunun siiresi, yogunlugu gibi ¢oklu degiskenler
belirler. Damarlarin biiyiik kisminda tromboz ve dejenerasyon gelisir. Sonugta,
graniilasyon dokusu inaktif goriiniimde igsi sekilli fibroblastlar, elastik doku

parcalari, ekstraselliiler matriksten olusan skar dokusuna dontisiir.



2.2. Kollajen ve Yara Gerim Direncinin Gelisimi
2.2.1. Kollajen

Bag dokusunun baglica bilesenleri kollajen, retikiilin, elastin ve proteoglikanlardir
(10). lyilesme siirecinde doku devamliligi bag dokusu ile saglanir. Bu hiicreler
cogalip yeni hiicrelerarast madde yaparak, rejenere olamayan dokularin kayiplarim
kapatirlar. Kollajen; deri, kikirdak, kemik, tendon ve tiim canli dokularin basglica yap1
proteinidir. Viicutta en fazla miktarda bulunan protein olan kollajen total viicut

proteininin %30'unu, skar dokusundaki proteinlerin ise % 50 sini olusturur (1,11).

Kollajenin ana gorevi, dokular1 deformasyona karsi direncli kilmak ve dokularin
sekil almasini saglamaktir. Temel olarak, proalfa zincir adi verilen polipeptid
zincirinden olusur (12). Kollajen molekiilii (tropokollajen), alfa- zincir olarak
isimlendirilen birbiri etrafina sarili iplik yapisina benzer {i¢ polipeptidden olusmus
t¢lii heliks yapisindadir. Kollajenin aminoasit dizilimi genellikle tekrarlayan bir
tripeptid birimidir ve Glisin-X-Prolin veya Glisin-X-Hidroksiprolin seklinde dizilim

goriillir ve arada bulunan X herhangi bir aminoasit olabilir.

Kollajen, fibroblastlarin ribozomlarinda iiretildikten sonra endoplazmik retikuluma
gecerek heliks yapisini alir. Heliks formasyonu hidroksiprolin ve hidroksilizinden
arta kalan prolin ve lizinin hidroksilasyonu sonucu olusur. Hidroksiprolin ve
hidroksilizin kollajenle dogrudan birlesmezler. Bunlarin 6n maddeleri olan prolin ve
lizin, protokollajenin peptit zincirlerine baglanarak hidroksil hale donerler. Burada
protokollajen prolin hidroksilaz ve protokollajen lizil hidroksilaz enzimleri katalizor
olarak rol oynarlar. Bu reaksiyonda, alfa-ketoglutarat, oksijen, demir ve askorbik asit
kofaktor olarak kullanilir (14). Bu molekiiller transferaz enzimleri araciligiyla hiicre
disina ¢ikartildiktan sonra Ozel tarzda bir araya gelerek kollajen fibrillerini
olustururlar. Kollajendeki aldehit gruplar1 arasina lizil oksidaz enzimi ile saglanan
baglantilar da eklendiginde saglam kollajen fibrilleri olusur. Kollajen fibrilleri
arasindaki molekiiller i¢i ve arast baglar, yaranin gerilim kuvvetine ve saglamligina

etki eder (14).

Kollajen ilk sentezlendiginde ¢apraz baglar1 azdir ve notral ¢oziiciilerde ¢oziilebilir,

capraz baglart arttikca sadece asit ¢oziiciilerde ¢oziilebilir hale gelir. Molekdil tiim



capraz baglantilarin1 tamamlayip, son halini aldiginda ise hicbir ¢oziiciide ¢ozlilemez

ki bu molekiiliin en dayanikli halidir (15).

Insan viicudunda dokudan dokuya farkl1 tip ve dzellikte sentez edildigi bilinen 19 tip
kollajen olmasina karsin bizim i¢in Onemli olanlar strese dayanabilen fibriler
kollajenlerdir (Tip I, II, IIT). Yarada en yiiksek oranda Tip III kollajen bulunur. Skar
dokusunda da en ¢ok Tip 1, daha az oranda da Tip 4 kollajen bulunur. Tip Il kollajen
cogunlukla kikirdak dokusunda bulunur ve 6zellikle omurlar1 ve eklemleri darbelere
kars1 korur. Endotelyal hiicreler ile kollajen Tip V arasinda gii¢lii bir korelasyon
olup neovaskiilarizasyon doneminde artar. Saglam deride %80-90 oraninda Tip I
kollajen, %10-20 oraninda Tip III kollajen bulunurken graniilasyon dokusunda Tip
III kollajen %30 oranindadir (16).

2.2.2. Yara Gerim Direncinin Gelisimi:

Yara direnci, iyilesme esnasinda ekstraselliiler ortamda salgilanan hiicresel iiriinler
arasindaki biyokimyasal etkilesim ile kazanilmaktadir (20). Yaraya direng
kazandiran ana madde kollajendir. Yaranin erken evrelerinde diren¢ kazanma
ozelligi fibrin piht1 sayesinde olusur. Ilk 24 saatte yaranin odlgiilebilir miktarda
gerilim direnci kazandigi, sonu¢ olarak bu direnci epitelizasyon ve fibrin pihti
sayesinde kazandigi gosterilmistir (9). Yara iyilesmesinin erken doneminde, gerim
kuvvetine katkida bulunan en 6nemli faktorler, fibrin-fibronektin kompleksinin
arasindaki kohezyon kuvveti, hiicresel migrasyon ve hiicresel iriinlerdir. Fakat bu
faktorler zayif bir yara direnci saglar. Bu siiregte yara kolayca zarar gorebilir ve yara

acilmasi genellikle bu evrede gozlenir.

Yara iyilesmesinin ilk evrelerinde hiicrelerden salinan fibronektin ve hyaluronik asit,
hiicrelerin migrasyonu i¢in etkili bir ortam olustururlar (9). Yara iyilesirken
hyaluronik asit konsantrasyonu azalirken proteoglikan konsantrasyonu artar.
Ekstraselliiler matriks komponentlerindeki bu degisiklik, hiicrelerin baglanmalarin
ve sabitlesmelerini saglar. Fibroblastlar yaraya geldikten sonra, yaranin sekilsiz
temel maddesini olusturan protein, polisakkaritler ve g¢esitli glikoproteinler
salgilamaya baslarlar. Fibroblastlarin salgilar1 3 ila 5. giinde maksimum seviyeye

ulasir ve kollajen birikmesi bu siiregte etkili olur. Ilk evrede tropokollajen



molekiilleri ekstraselliiler bolge icine gecerler ve fibroblastlarin yakinindaki geng
kollajen fibriller ile birlesir (19). Helikal kollajen makromolekiillerinin fibriller

demetleri olusturmasiyla yaranin kivami ve gerilme direnci artar.

Yara gerim direnci, kollajenlerin olgunlagsmasina baglidir. Kollajenin olgunlagmasi
yaralanmadan sonraki 15. glinde baslar ve 12 ay kadar siirer (20). Yara direncinin
artmasi, kollajen fiberlerin fiziksel dizilislerinin degigsmesi ve ¢apraz baglanmasindan
kaynaklanmaktadir. Gerilim kuvveti ve ayrilma direncinin artmasinda en 6nemli
faktor, yaranin ihtiva ettigi kollajen miktarindan ziyade mevcut kollajenin kovalent

baglarinin artmasidir (17).

Gerim kuvveti; her kesit alan birimine uygulanan kuvvettir. Yeni kollajen sentezi
miktarini ve yara iyilesmesinin erken fazinin iyi bir sekilde devam ettigini yansitir.

Iyilesen yaray1 ayirmak i¢in gereken kuvvet miktarmin direkt dl¢iimiidir.

Yaralanmadan sonraki 3. haftada yara %20 ila 25 arasinda, bir ay sonra ise % 40
oraninda bir direng kazanir. Kollajen olgunlagsma siireci aylar hatta yillarca siirebilir.
Fakat skar dokusunun gerim direnci saglam derinin gerim direncinin ancak % 70 ila

80’ nine ulagir.
2.3. Arginin:

Arginin  (2-amino-5-guanidino-pentanoik asit) 1895 yilinda Hedin tarafindan
hayvansal proteinlerin bir komponenti olarak bulunmus, pozitif yiikli (bazik) R
gruplu bir amino asittir. D-ve L-arginin izomerlerinden L-arginin formu proteinlerin
yapisina girer. Argininin kaynagi besinlerle alimindan kaynakli egzojen veya tiim
viicut protein donglisiinden, barsaklardaki sentezden veya de novo sentezden

kaynakli olarak endojen olabilir.
2.3.1. Arginin sentezi

Besinlerdeki proteinlerin sindirim kanalinda hidrolizi sonucu serbestlesen arginin,
ince barsak liimeninden enterositler tarafindan alinarak aktif transportla emilir,
portal dolagimla karacigere tasinir. Karacigerde metabolize olmamis arginin sistemik
dolagima geger. Arginin oral yol ile alindiktan yaklasik 1-2 saat sonra plazmada en

yiiksek diizeyine ulagir.



Yetigkinlerde arginin sentezinin c¢ogu renal proksimal tiibilillerde sitriilinden
gerceklesir. Arginin sitriilinden argininosiiksinat sentaz (ASS) ve argininosiiksinat
liyaz (ASL), yani iire dongiisiiniin 3. ve 4. enzimleri araciligiyla sentezlenmektedir.
Nitrik oksit sentaz (NOS) tarafindan tekrar sitriilin olusturabilir. Ure siklusunda
arginaz tarafindan hidrolize edilerek ornitin ve iireye ¢evrilir. Sonug olarak NOS ve

arginaz enzimleri ortak substrat olarak arginini kullanirlar (24,25,26).

Endojen sentez tiire, nutrisyonel durum ve gelisme evresine gore degisiklik gosterir.
De novo arginin sentezi endojen arjininin %5-15’ini olusturmaktadir. Endojen sentez
Ozellikle neonatal donemde arginin homeostazisinin saglanmasinda onemli bir
kaynak iken, eriskinde endojen arginin kaynaginin ¢ok az bir kismini olusturur.
Endojen arginininin biiyiik kismi1 protein yikimindan ag¢iga ¢ikmaktadir (26). Arginin
besin maddelerinde (6zellikle et, balik, deniz {irtinleri ve tahillarda) bolca bulunan bir

aminoasittir ve normal diyetle glinliik ortalama arginin alimi1 5-6 gramdir (27).
2.3.2 Arginaz

Arginaz, L-Arginini ornitin ve f{reye hidroliz eden biniikleer manganez
metalloprotein bir enzimdir (Sekil 1), iire ve ornitine hidrolizinden sorumludur. iki
arginaz izoformu farkli subseliiler kompartmanlarda lokalize olmuglardir. Arginaz I,
sitozolik formudur ve karacigerde ¢ok fazla eksprese edilir. Bunun aksine Arginaz Il
daha c¢ok ekstrahepatik dokularda; mitokondriyal formudur, ornitin kaynagi olarak
glutamat ve prolin biyosentezinde, hiicre biiylimesinde ve farklilasmasinda rol
oynayan poliamin biyosentezinde, c¢esitli organlarda ozellikle nitrik oksit sentaz

(NOS) tarafindan nitrik oksit (NO) sentezinin diizenlenmesinde gérev alir (28-31)

Argininden sentezlenen ornitin, ornitin dekarboksilaz (ODC) enzimi araciligi ile
poliaminlerin sentezinde yer alir. ODC putresin olusumunu saglar ve poliamin
sentezi de temel olarak ODC aktivitesi ile diizenlenir. Ornitinden diger bir metabolik

yol ile kollajen molekiiliiniin yapitaglarindan biri olan prolin sentezlenmektedir.
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Arginin dekarboksilaz NOS

L-Agmatin essie——x L-Arginin c=—=t=——p.. NO

Arginaz
- L-Sitrilin
Ure

Ornitin dekarboksilaz

Arginin:glisin
aminotransfera

L-Ornitine Putresin
Guanidoasetat Ornitin Arﬂotransferaz 0 Spermidin sentaz
Guanido tat N- =
metil traRferaz L-Prolin 5-Karboksilat Spermidin
Spermin sentaz
Kreatin PSK rediiktaz 0 0
L-Prolin Spermin

Sekil 1. L-Arginin Metabolizmasi
2.4. Nitrik Oksit (NO)

Furchgott ve Zawadzki 1980 yilinda, asetilkoline yanit olarak endotelyal hiicrelerden
diiz kas gevsetici bir madde salindigin1 ortaya ¢ikarmiglardir. Bu maddeye endotel
kaynakli gevsetici faktor (EDRF: Endotel Derived Relaxing Factor) adi verilmistir.
Palmer, EDRF’nin bilinen biyolojik etkilerinde nitrik oksit (NO) adli bir gazin

sorumlu oldugunu gostermistir (32,33).

Nitrik oksit (NO) tiim vertebralilarda bulunan, nétral yapida ve serbest radikal olarak
davranan bir gazdir. NO ¢esitli fizyolojik ve patofizyolojik yanitlarin
diizenlenmesinden sorumlu sinyal molekiilidiir. Molekiiler agirligi 30 g/mol olan
NO en kiiciik molekiiler mediatordiir. NO ¢ok kisa yar1 dmiirlii ( 0,1-10 sn), hiicre ici

ve hiicreler arasi sinyal iletiminden sorumlu biyolojik bir mesajcidir.

NO, renksiz bir gazdir. Havadaki NO, kisa siirede oksijenle oksitlenerek nitrojen
dioksit’e doniislir. Ayn1 zamanda NO, tasidig1 ortaklanmamis elektron nedeniyle bir
radikal molekiilii olarak isimlendirilir. Diger serbest radikaller her konsantrasyonda
hiicreler i¢in zararli iken NO diisik konsantrasyonlarda ¢ok onemli fizyolojik
islevlerde rol almaktadir. NO, bu o6zelligi ile c¢ok ideal bir fizyolojik haberci

molekiilii 6zelligi kazanmaktadir (34).
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2.4.1. Nitrik oksit sentezi

Nitrik Oksit Sentaz (NOS) enzim grubu tarafindan L-argininden, L- sitriilin olusumu
sirasinda meydana gelir. Bu siiregte NOS, kofaktdr olarak nikotinamid adenin
diniikleotit fosfat (NADPH), flavin mononiikleotit (FMN), flavin adenin diniikleotit
(FAD) ve tetrahidrobiopterin (BH4)’e gereksim duyar. NG- Hidroksi-L-Arginin
(NOHA) ; NO fiiretimi sirasinda olusan ara maddedir bu ara madde enzime sikica
bagl kalir. Daha sonraki basamakta oksidasyon sonucu L-sitriilin ve NO meydana

gelir. (26)

NO sentezi, NOS enzimi aracilifiyla iki basamakta gerceklesir. Ilk olarak N-
hidroksiarginin meydana gelir. NO sadece enzimatik olarak sentezlenmez ayrica
diisiik pH’da enzimatik olmayan yollarla nitritten de iiretilebilmektedir. Nitrik oksitin

nitrat ve nitrite okside olmasi1 NO metabolizmasinin asil yoludur.

2.4.2. Nitrik Oksit Sentaz (NOS) Enziminin Ozellikleri

NO {iretimi, ti¢ NOS isoformu tarafindan argininden meydana gelir:
* Noronal NOS ( nNOS)

* Endotelyal NOS (eNOS)

« Indiiklenebilir NOS (iNOS)

Bu isoformlardan, nNOS ve eNOS Ca*%-kalmodulin bagimli formlaridir. Aksine
iNOS Ca*?-kalmodulin bagimli degildir ve patolojik uyariya cevap olarak iiretilir.
nNOS ve eNOS az miktarlarda NO iiretirken, iNOS ise ¢esitli uyarilara cevapta
yiiksek miktarda NO f{iretir (35).

Hiicre ici kalsiyum artisi, eNOS enzimini aktive eder. Uretilen NO difiizyonla diiz
kasa gecer ve guanilat siklazi uyarir, cGMP salinimi hiicre i¢i kalsiyum seviyelerini
diistiriir. Boylelikle damar diiz kaslar1 genisler. Ayrica eNOS, damar duvarina 16kosit

adezyonunu, trombosit agregasyonunu ve adezyonunu inhibe eder.
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L-Arginin analoglari ile yarismali substrat inhibisyonu ve substratin rediiksiyonu ile
sekonder olarak NOS aktivitesi azaltilabilmektedir. Bu sekilde hiicreler icine L-
arginin transportu da engellenmektedir. L-Arginin analoglari, L-argininin
metillenmis tlirevleridir. N-monometil L-Arginin (L-NMMA), Asimetrik dimetil
arginin (ADMA), L-NAME ( NG-nitro-L-Arginin metil ester), bu grup igindeki
orneklerdir. ADMA seviyeleri bazi patolojik kosullarda; hipertansiyon, ateroskleroz,
hiperkolestrolemide artar (35).

2.4.3. Nitrik Oksit’in Fizyolojik Rolleri

Monometil-L-arginin (L-NMMA) verilerek NO sentezinin inhibe edilmesi ile deney
hayvanlarinda kan basincinmn yiikseldigi bulunmustur. L-Arginin verilmesi ile kan
basincinin  tekrar  diistiigli  gozlenmistir. Nonkolinerjik  ve nonadrenerjik
terminallerden saliman NO, vazodilatator etkiyle kan basincimi ve kan akisini
diizenlemektedir. Nitrogliserin uzun yillar kliniklerde hipertansiyonun tedavisinde
kullanilmistir. NO’ya doniiserek etkisini gostermektedir (38). Endojen aktif madde
(otakoid) ozelligine sahip olan NO'mun gii¢lii bir vazodilator oldugu ve bu temel
etkisine ilave olarak nérotransmiter, immiinomodiilator ve yabanci etkenlere karsi

sitotoksik etki gosterdigi bilinmektedir.

NO, lokosit adezyonu ve kemotaksisinde giiclii etkilere sahiptir. NO tiretimi, notrofil
ve endotelyal hiicreler iizerinde adezyon molekiillerinin ekspresyonlarini diisiiriir. Bu
etkiler 16kosit adezyonunun azalmasina yol agar. NO, mast hiicreleri aktivasyonunu
inhibe ederek anti-inflamatuar etki gosterir. Oksidatif stres kosullar1 altinda NO,
serbest radikal temizleyicisidir, hiicresel hasar1 6nler (37,38). Interferon veya bakteri
lipopolisakkaritleri tarafindan aktive edilen makrofajlar biiyilk miktarda NO sentez
ederler. Makrofaj kaynakli NO bakteri, parazit ve tiimor hiicreleri {izerinde sitotoksik
etki yapmaktadir (39). NO, hedef hiicrelerde (bakteri, parazit, timor hiicresi) DNA
sentezinin hiz kisitlayict enzimi olan riboniikleotid rediiktazi bloke eder ve hiicre
DNA’sinin deaminasyonu ile bu hiicrelerde sitostatik etki meydana getirir (40).
Makrofajlardan 6zellikle monositlerde L-arginin—-NO yolu; tiimor hiicreleri, intra ve

ekstraselliiler mikroorganizmalara karsi ¢ok onemli bir savunma mekanizmasidir.
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2.5. Rat iskemik Yara Modeli:

Ilk defa McFarlene tarafindan tanimlanmis olan rat iskemik yara modeli Schwarz
tarafindan modifiye edilmistir (41,42). Hipoksi, doku zedelenmesinin beklenilen bir
sonucu olup onarim igin uyarict bir etkendir. Ancak bu siiregte kritik bir molekiiler
oksijen diizeyine gereksinim vardir. Ciinkii yara hiicreleri kendilerine sunulan
oksijeni daha fazla kullanarak angiogenez, kollagen yapimi, matriks birikimi ve
epitelizasyonu hizlandirmaktadir. Lokositlerin islevleri de oksijene bagimli olup
ortaya reaktif oksijen metabolitleri ¢ikar. Bunlar, oksijen radikalleri olarak
adlandirilmiglar, bazi iskemik inflamatuar olaylarla iliskilendirilmiglerdir. Oksijen
tyilesmede  olumlu etkilere sahipken, metabolitleri de doku hasan

yaratabilmektedirler.

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde tek bir elektron iceren molekiiller olarak
tanimlanabilir. Bu tek elektron oksidasyon ve rediiksiyon potansiyeline sahiptir.
Oksijen molekiiliine bir elektron eklenmesiyle Siiperoksid Radikali (O2-); iki
elektron eklenmesiyle Hidrojen Peroksit (H202); ii¢ elektron eklenmesiyle ise
oldukga reaktif olan Hidroksil Radikali (OH-) olusur.

Oksijen radikalleri yara iyilesmesi i¢in hem yararli hem da zararli olabilen
inflamatuar olaylar zincirini baglatabilir. Inflamatuar hastaliklarda ise siiperoksid
dismutaz ve katalaz derisimlerinde azalma ile birlikte hiicre dig1 bilesenlerde hasar
olusur. Kronik yaralarda 6zellikle vendz bacak {ilserlerinde, iskemi ve hipoksiye
bagli vendz iilserlesmelerde genellikle destruktif oksidanlar ve serbest oksijen
radikalleri dokular i¢in toksik etki gdstermektedirler. Bu toksik etkileri sonucu da
doku nekrozu olusmaktadir. Ek olarak cilt kapillerlerinde sikigan akyuvarlar aracili
serbest radikaller ile endotelyal hiicre hasarlar ile cilt iskemileri ve sonrasinda cilt
Olimleri gerceklesmektedir. Oksijen kokenli radikaller ekstraselliiler matriks i¢ine
salindiklarinda Hyaliironik asit ve kollajeni bozarak, fosfolipid membranindaki yag

asitlerini perokside edip hiicre zarlarini pargalayarak, hiicresel hasar olustururlar.

Glutatyon, hiicreleri oksidan hasara karsi koruyan hiicre i¢indeki de en Snemli
antioksidan bilesiktir. Iskemik fleplerde oksidan strese bagli olarak glutatyon

seviyesi diismektedir. Glutatyon diizeyi artirildiginda hiicresel korumanin meydana
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geldigi gosterilmistir. Modeli tarifleyen Rees ilk olarak rat dorsum cildinde 4 cm’lik
insizyon yaparak siitiire etmis, 4 ve 6 giin sonra Ol¢timler planlanmis. Gruplardan
birine gama glutamilsistein sentaz inhibitorii olan L-Buthiyonin sulfoksimin (BSO)
2mg/kg intraperitoneal verilmis. 4. giin glutatyon seviyelerinde BSO verilen
gruplardan, opere olmayanlarda 80%, opere olanlarda %60 diisiis gézlenmis. BSO
verilmeyen grupta ise diisiis 30% olarak oOl¢iilmiis. 6. giin glutatyon seviyeleri

normale gelmis (43).

Bu bulgularin 15181nda calismalarina devam etmis, random fleplerde iskemiye bagl
glutatyon seviyelerinin diistiiglinii gostermistir. Fakat geciktirme islemi uygulanan
modelde glutatyon seviyesinin korunarak GSH rediiktaz aktivitesinin arttig1
gosterilmistir.  Akut fleplerin distal ucundaki glutatyon rediiktaz aktiviteleri,
bipedikiillii fleplerin pedikiiliindeki dokulardan alinan Orneklerin Olgiimi ile
kiyaslandiginda, sham grubuna gore akut flepte Glutatyon rediiktaz (GR) miktarinin
distiigii, bipedikiilli flepte GR aktivitesinin arttig1 saptanmis. Glutatyon seviyesi,
akut fleplerde diiserken, geciktirme uygulanan fleplerde GR aktivitesine bagli olarak
arttig1 saptanmuistir (2).

Okside glutatyon ylizdesinin en yiiksek oldugu 4. giin bipedikiillii flep ilizerinde
yaralar1 olusturarak, daha biiylik bir oksidan stresin varlig1 hipotezine dayandirarak,
flep ve kontrol grubu arasindaki farki gézlemlemeyi amaglamiglar. Olusturduklar
modelde yara iyilesmesinin, uzamis inflamatuar faz, uygun olmayan ekstraselliiler
matriks ve azalmig keratinosit migrasyonu nedeniyle normalin digina ¢iktigini rapor
etmislerdir. Iskemik yara modeli kollajen depozisyonu agisindan degerlendirildiginde
kollajen depozisyonunun ve histolojik degisikliklerin kontrol grubuna gore daha az
oldugu gosterilmistir. Yara iyilesmesi ve kollajen depozisyonundaki azlik,
inflamasyon siiresinin uzun olmasi ve a¢iga ¢ikan proteazlarin yikim etkisine baglidir
(3). Bu modelde yapilan g¢alismalarda, gecikmis yara iyilesmesi, artmis protein
disiilfid ve anjiyogenik aktivite ile, histopatolojik bulgular agisindan da iskemik
yaraya benzer Ozellikler ortaya konulmustur. Rees ve arkadaslar1 bu g¢alismalar
1s1g¢inda iskemik yarada meydana gelen biyokimyasal ve biyolojik degisikliklerin

benzer sekilde iskemik yara modelinde de meydana geldigini savunmaktadir (44,46).
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma, Kobay Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulundan alinan 37 protokol

numarali onay ile, Kobay Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuarinda yapilmistir.
3.1. Denekler

Calismada, deney hayvani olarak toplam 20 adet (186-213) gram agirhiginda disi
Sprague-Dawley cinsi rat kullanildi. Saglikli grupta 4, kontrol ve deney grubunda
8’er adet olacak sekilde rastgele segilen hayvanlardan 3 adet grup olusturuldu.
Standart yem ve su ile ad-libutum beslenerek 12 saat gece/giindiiz dongiisiinde 21
derece oda sicakliginda takip edildi. Tiim cerrahi islemler Ketamin HC1 100 mg/kg
IM (" Alfamine %10 10 ml) ve Ksilazin 10mg/kg IM (Alfazyne %2 30 ml) ile
anestezi altinda uygulandi. Ratlar tekli kafeslere yerlestirildi (Sekil 2) ve g¢alisma

sonunda genel anestezi altinda dekapitasyon islemi ile sakrifiye edildi.

Sekil 2. Ayr kafeslerde ve numaralandirilmis olarak takip edilen denekler.
3.2. Deney Protokolii

Elektrikli tras makinasi yardimi ile tim deneklerin sirtlar1 trag edildi.
Polivinilpirolidon iyot (Batticon sol. 1000ml Adeka) ile saha temizligi yapildi.

Ameliyat 6ncesi ratlara uygulanan anestezi derinligi parmak kistirma testi ile kontrol
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edildi. Kontrol ve tedavi grubunda rat dorsumunda 10x4 cm’lik bipedikiillii flepler
iskemik yara olusturmak {izere, pannikulus karnosusu da icerecek sekilde kiint

diseksiyonla eleve edildi (Sekil 3-4).

Sekil 3. Rat dorsumundan 10x4 cm lik bipedikiillii flep hazirlanmasi.

Sekil 4. Fleplerin pannikulus karnosusu da icerecek sekilde eleve edilmesi.

Flepler hemostaz saglandiktan sonra, yerine iade edilerek 1 cm araliklarla 4.0 ipek ile

stitiire edildi (Sekil 5). 4 giin sonra hazirlanmis flep iizerine 6 adet 6 mm’lik
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punchlarla tam kat yaralar olusturuldu. Saglikli gruptaki ratlar da bugiinden itibaren
calismaya dahil edilerek bipedikiillii flep kaldirilmadan, punchlarla yara olusturma
islemi ayn1 sekilde uygulandi. Yaralar birbirinden transvers konumda 1 cm, vertikal

konumda 2 cm olacak sekilde planlandi (Sekil 6)

Sekil 5. Fleplerin yerine iade edilerek 1 cm araliklarla siitiire edilmesi.

Sekil 6. Bipedikiillii
Fleplerden 4 giin sonra
Punchlarla yaranin

olusturulmasi.
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Saghkh Grup (1. Grup): Bu gruptaki ratlarin dorsalinde bipedikiillii flep hazirlanmadan
4.gilinde diger guplarla beraber punchlarla yaralar olusturuldu ve herhangi bir tedavi verilmedi
Sekil (7).

Kontrol Grubu (2. Grup): Bipedikiilli flep olusturulup 4. giinden sonra 6 mm’lik punchlarla

yaralar olusturuldu ve herhangi bir tedavi verilmedi.

Deney Grubu (3. Grup): Bipedikiillii flep olusturulduktan sonra ve deney siiresince %2’lik
L-Arginin igme suyuna karistirilarak oral yoldan verildi. GNC (General Nutrition Center-
Pittsburg).

Sekil 7. Saglikli grupta flepler kaldirilmadan yaralarin olusturulmas.
3.3. Yiizey Alam Ol¢iimleri

Yara yiizey alanin1 degerlendirmek i¢in 1,3,5,8,10 ve 12. giinlerde sedasyon anestezisini
takiben yara ve flep alanlarinin gériintiileri alindi. Nikon Coolpix S100 marka dijital fotograf
makinasi ile ag1, ylikseklik ve yakinlastirma standardizasyonu saglanarak fotograflar ¢ekildi.
Alnan digital goriintiiler bilgisayar ortaminda AutoCAD (Autodesk 2007, ABD) programina
aktarildi. Cekilen her bir fotografin ¢ekildigi ortamda bulunan, birim Ol¢ii yardimi ile
programin kalibrasyonu yapildi. ‘‘Scale’” komutu ile yeniden ol¢eklendirilen goriintiiler

iizerinde yara sinirlar1 alan cizgileriyle ¢evrelendi ve ‘‘Area’ konutu kullanilarak ¢izilen
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alamin mm®’si hesaplandi. Ardindan degerlendirilen fotograf iizerinde yara yiizey alanlarnimn

ayri1 ayr1 Olgtimleri yapildi (Sekil 8).

LU e e kL oty tpress W oW el

(AR ¢ DO 2 #C- LKA BEARIUE @ | Yoo | L05 <@ S~
AuoCAD Uassic ~Bs < J0%w00 v 2 € | Obylayer - Bylayer - |

i

1] I
3 4
‘ljwn_m. F &8 ,'ﬁ
TR

Sekil 8. Auto Cad programi ile fotograftan yara alan1 hesaplanmasi.
3.4. Yara Gerim (g/mm?) ve Kopma Kuvveti Olgiilmesi:

Onaltiner giin insizyon hattindan alinan 6rneklerin biyomekanik 6l¢timleri 2 saatlik
bir zaman dilimi i¢inde Fizyoloji Anabilim Dali laboratuarinda gergeklestirildi. Yara
kopma kuvvetinin 6l¢iimii i¢in 6zel olarak hazirlanmis diizenekte deri kesitinin
uglarmi tutturmak i¢in biri diizenegin kuvvet cevirgecine, digeri sabit tarafina bagli,
disli genisligi 1 cm olan 2 adet kiskag¢ kullanildi. Hazirlanan diizenek, Biopac MP35
veri kayit birimine bagli May IOBS 99 FDT10-A tipi bir kuvvet gevirgeci ve bu
kuvvet ¢evirgecinin takili oldugu deri kesitini sabit hizda gererek kopartmak icin
kullanilan bir mikrovidadan olusmaktadir. Bilgisayar yazilimi olarak Biopac Student
Lab Pro v. 3.7 programu kullanildi. Kuvvet gevirgecine uygulanan kuvveti dlgmek
icin Biopac Student Lab Pro programinda bir kanal kuvvet cevirgeci i¢in ayarlandi

(Sekil 9).
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Olgiimler éncesinde kiskag ve kiskacin bagli oldugu cengel kuvvet cevirgecine
takilarak gosterilen agirlik 0 grama ayarlanmak suretiyle agirlik etkisi giderildi ve 1
kg’lik agirlik gii¢ ¢evirgecine baglanmak suretiyle kalibrasyonu yapildi. 5 dl¢timde
bir kalibrasyon tekrarlandi.

Gerim kuvvetini uygulayan
mikrovida

L]

®—<¢

4--_@

Sekil 9. Yara gerim direncini 6lgmek i¢in hazirlanmig diizenek ve bilgisayar

yazilimini saglayan Biopac MP35 veri kayit cihazi.

Olgiimler insizyon bdlgesi uzun kenarin tam ortasina gelmek kaydiyla serit seklinde
kesilen 3 ¢cm uzunlukta ve 1 cm enindeki deri, deri alt1 kesitlerinden alindi. Alinan
kesit kiskaglar vasitastyla uglarindan 6lgiim diizenegine, kiskaclar aras1 mesafe 1 cm
olacak bi¢cimde baglandi. Deri seritlerinin insizyon hattindan esit mesafede
baglanmasina dikkat edilerek kopmalarin daima insizyon hattindan olmas1 saglandi.
Kayit baglatildiktan sonra mikrovida 20 mm/dk.’lik sabit hizda yaranin her iki tarafi
birbirinden ayrilip kopana kadar ¢evrildi. Gerilmenin tepe noktasi olan maksimum

deger programdan okunarak kaydedildi (Sekil 10).
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Kopma kuvvetini elde etmeden once, insizyonun ortasindan deri kalinligr ol¢iildii.
Kalinlik degeri, serit eni ile carpildi ve kesit yiizey alam1 hesaplandi. Kopma

sirasindaki tepe deger hesaplanan kesit yiizey alanina boliinerek birim hesaba diisen

gerim kuvveti gosterildi.
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Sekil 10. Kopma aninda maksimum gerim kuvvetinin belirlenmesi.
3.5. Doku Hidroksiprolin Diizeyleri

Her ti¢ gruptan da 12. giin sonunda santral yaralarindan alinan, yaklasik 0,8 mm c¢aplh
doku, hidroksiprolin 6l¢timii i¢in kullanildi. Hidroksiprolin 6l¢timiinde kullanilacak
doku, &lgiimiin yapilacagi giine kadar -80 derecede muhafaza edildi. Olgiimler
GATA Biyokimya Anabilim Dalinda yapildi. Dokularin tartilmasi ve pargalanmasi
islemleri soguk zincir bozulmadan yapildi. Homojenizasyon islemi i¢in; 0,5 ml
HEPES, 0.5 ML EDTA, 10 mikrolitre PMSF (fenilmetilsiilfonilflorid) ve 0.2 ml %
10’luk TritonX100 10 ml’ye distile su ile tamamlanarak kullanma soliisyonu

hazirlandi.

Ultra Turrax T-25 ile 13500 rpm de doku tamamen pargalandi. Homojenizat,
sogutmali santrifiijde 5000 rpm hizda 15 dakika satrifiij edildi.
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Reaktifler:

1-Asetat-Sitrat Tampon (pH=6,5): 120 gr Sodyum Asetat Trihidrat, 46 gr Sitrik Asit,
34 gr NaOH graniil, 12 ml Asetik asit distile su ile ¢oziiliip 1 litreye tamamlandi.

2- Kloramin T Reaktifi (0,056 M): 1,57 gr Kloramin-T, 20 ml %50 lik n-propanol
(10 ml distile su + 10 ml n-propanol) iginde ¢oziildii. Bu ¢ozelti asetat-Sitrat

tamponla 100 mililitreye tamamlandi.

3- Ehrlich Reaktifi: 15 gram p-dimetilaminobenzaldehid, n-propanol:perklorik asit
(2:1v/v) (66:33 ml) ile ¢ozindirildi.

4- Standartlar: 13,1 mgr H.prolin, 20 ml 2 N NaOH i¢inde ¢oziilerek 5 mikromolar

standart elde edildi.
Prosediir:

1- 2 N NaOH i¢inde hazirlanmis standartlardan ve Orneklerden 50’ser mikrolitre

almarak tiiplere konuldu, 100 derecede suyu buharlastirildi.

2- Tum tiiplere 100 mikrolitre 2 N NaOH eklendi, karistirihip, kapaklar1 sikica
kapatildi ve hidroliz olmasi i¢in 120 derecede 20 dakika etiive kaldirildi.

3- Hidrolizatlarin tizerine 450 mikrolitre Kloramin-T ilave edilerek yavasca

karistirildi. Oda 1s1sinda 25 dakika bekletilerek okside olmasi saglandi.

4- Ehrlich reaktifinden 500 mikrolitre eklenerek 65 derecede 20 dakika inkiibasyon

ile kromofor olusumu sagland.
5- Her bir 6rnek 550 nm dalga boyunda hava koriine kars1 okundu.

16. giin sonunda ratlarin santral yaralarindan standart sekilde dokuda hidroksiprolin
ve histopatolojik incelemelerin yapilacagi ornekler alindi. Ayni sekilde santral ve
kaudal yaralar arasindaki insizyon hattindan 3x1 cm olacak sekilde gerim testinde

kullanilacak olan doku ornekleri eksize edildi.
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Hidroksiprolin
olglimii icin
alinan érnek

Sekil 11. 16. Giin sonunda ¢alisilacak doku 6rneklerinin alinmasinin planlanmasi.

3.6. Histopatolojik Inceleme:

Olusturulan yaralarin, yara kenarin1 ve yara zeminini iceren her gruba ait 3, 5, 8. ve
12. giinlerdeki doku 6rnekleri %10’luk formalin soliisyonunda fikse edildikten sonra
parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardaki orneklerden mikrotom ile 5-um
kalinlikta kesitler alindi ve her 6rnek Hematoksilen — eozin boyasi ile boyandi.
Hematoksilen - eozin ile boyali kesitler 151k mikroskobunda histopatolojik olarak
degerlendirildi. Histopatolojik incelemede her olgu; reepitelizasyon, ilserasyon,
ekstraselliiler matriks olusumu, inflamatuar hiicre infiltrasyonu, anjiyogenez ve
graniilasyon dokusu ile ortiilme siiresi degerlendirilmesi igeren parametreler dikkate

aliarak yorumlandi.
3.7. Istatistiksel Analiz

Calismada istatistiksel degerlendirmeler i¢in SPSS 20.0 programi kullanilmustir.
Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayici istatistik yontemleri ortalamalar
seklinde ifade edildi. Niceliksel verilerden normal dagilim gosteren degiskenlerin iki
grup arasi karsilastirmalarinda Student t test kullanildi. p<0.05 degeri anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR:

4.1. Yara Alam Olciimleri

Iskeminin flep dolagiminda sefalik, santral ve kaudal bolgede farkli etkileri

olabilecegini goz Oniline alarak saglikli, kontrol ve deney gruplarinin yara yiizey

alanlar1 3 alt grupta incelenerek karsilastirildi.

4.1.1. Sefalik Bolge Yara Alanlar:

Tim gruplarda 1-3-5-8-10-12. giin sefalik yara Ol¢iimleri normal dagiliyordu

(p>0.05). 1.giin alman &rneklerde saglikli grupta yara alami ortalama 25,15 mm?,

kontrol grubunda 27.21 mm? ve deney grubunda 27,4 mm? oldugu gozlendi. 3.ve 5.

glin deney grubundaki yaralarin kontrol grubuna goére anlamli oranda azaldig:

gozlendi. Saglikli grupta ise kiigiilme her iki gruba gore daha fazlaydi.

Saglikli grupta 8. giin yaralarin oldukca kiiciildiigii ve 10. gilin epitelize oldugu

gbzlemlendi. Deney grubunda 12. giin yaralar epitelize olurken, kontrol grubunda 12.

giinde ortalama 4,8 mm? yaralarin devam etmekte oldugu goézlendi (Tablol).

Yara Alani mm?

30
25
20
15
10
5 ]
0 —
Saglikh grup Kontrol grubu Deney grubu
@1 gin 25.15 27.21 27.42
[J3. gln 19.75 25 22.75
W 5. gin 9.90 20.00 15.30
m 8. glin 3 11.4 6.6
10. giin 0.00 8.00 2.63
[112.gln 0.00 4.80 0.00

Tablo 1. Sefalik bdlge yara alanlart.
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Tablo 2. Kontrol ve deney grubunun sefalik yara alanlarinin karsilagtirilmasi.

| Kontrol Deney p t
1.giin 27,21 27,42 0,356 -0.956
3.giin 25 22,75 <0,001 6.594
5.giin 20,00 15,30 <0,001 10.875
8.giin 11,40 6,60 <0,001 10.791
10.giin 8,00 2,63 <0,001 18.180
12.giin 4,80 0,00 <0,001 16.327

1.glinde kontrol ve deney grubunun sefalik yara alanlari arasinda fark yoktu
(p=0.356). 3-5-8-10 ve 12. giinlerin tiimiinde deney grubundaki sefalik yara alanlari
kontrol grubundakilere gore anlamli olarak daha kiigtiktii (p<0.001).

Tablo 3. Saglikli ve kontrol grubunun sefalik yara alanlarinin karsilastirilmasi.

| Saghkh Kontrol p t
1.giin 25,15 27,21 <0,001 7.194
3.giin 19,75 24,96 <0,001 9.499
5.giin 9,90 20,00 <0,001 18.461
8.giin 3,00 11,40 <0,001 13.786
10.giin 0,00 8,00 <0,001 24514
12.giin 0,00 4,80 <0,001 11.267

1-3-5-8-10 ve 12. giinlerin tiimiinde saglikli gruptaki sefalik yara alanlar1 kontrol
grubundakilere gore anlamli olarak daha kiiciiktii (p<0.001).
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Tablo 4. Saglikli ve deney grubunun sefalik yara alanlarinin karsilagtirilmasi.

Saghkh Deney p t
1.giin 25,15 27,42 <0,001 6.884
3.giin 19,75 22,75 <0,001 6.371
5.giin 9,90 15,30 <0,001 15.584
8.giin 3,00 6,60 <0,001 15.825
10.giim 0,00 2,63 <0,001 9.456
12.gin 0,00 0,00 - -

1-3-5-8 ve 10. giinlerin tiimiinde deney grubundaki sefalik yara alanlar1 kontrol
grubundakilere gore anlamli olarak daha kiigiiktii (p<0.001). 12. giinde her iki grupta

da sefalik yaralar kapanmisti.

4.1.2. Santral Bolge Yara Alanlari

Iskemiden kaudal ve safalik yaralara oranla, daha fazla etkilenmesi diisiiniilen santral
bolge yara alanlar1 ortalamalar1 kontrol ve deney gruplarinda 6lgiim giinlerinde bir
miktar fazla bulunmasina ragmen, istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. 1.giin ve 3.
giin yapilan Ol¢limlerde kontrol ve deney gruplar1 arasinda anlamli bir fark
saptanmadi. 5. giin kontrol grubunda yaralarin 20 mm? oldugu, ayn1 dénemde deney

grubunda 15,3 mm? olan yara alanindaki azalmanin anlamli oldugu bulundu.

Gruplar kendi aralarinda santral yara alani yoniinden incelendiginde kaudal bolge
sonuglarma paralel sonuglar ¢ikti. Saglikli grupta epitelizasyon 10.giin olurken
deney grubunda 12.giin yaralar tamamen kapandi. Kontrol grubunda ise 12. giinde

yaranin tamamen kapanmadigi gzlenerek 5,7 mm? lik bir iyilesmeyen alan lgiildi.
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€ 50

=

=

E Saglikl Kontrol Deney

grup grubu grubu

W 1. gin 26.9 28 27.8

3. gln 18.3 24.5 23.5
5. gun 9.9 20.5 16
H 8. gun 3.02 12 7.4
[ 10. gun 0.00 8.82 4.01
[112. glin 0.00 5.7 0.00

Tablo 5. Santral bolge yara alanlari.
4.1.3. Kaudal Boélge Yara Alanlar1

Sefalik ve santral bolge alanlarina uyumlu 6lgtimler hesaplandi.

30 auda laniar
25 |
20 |
15 e
10
5
0
Saghkh grup Kontrol grubu Deney grubu
W1 gun 26.8 26.6 26.8
[13. gun 17.2 23.7 22.3
5. gln 9.8 19.8 15.1
| 8. glin 2.1 10.8 6.2
[ 10.gun 0.00 7.9 2.7
012. gln 0.00 5.1 0.00

Tablo 6. Kaudal bolge yara alanlari.

4.2. Yara Gerim ve Kopma Kuvveti Sonug¢lar:

3x1 cm’lik doku seridinin ortasindaki insizyon hattinin tam kopmasi sirasinda
bilgisayar yazilimindan bulunan deger, gram cinsinden kopma kuvveti olarak

degerlendirildi. Deney grubu ve kontrol grubuna ait sonuglar tablo 8’de
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gosterilmistir. Kopma sirasindaki tepe deger, insizyonun ortasindaki deri kalinlig
degerinin, serit eni ile ¢arpimina (kesit yiizey alani) boliinerek birim alana diisen
gerim direnci hesaplandi. Kontrol grubunda 81.93 g/mm?, deney grubunda ise 121,81
g/mm? “dir. Ortalama gerim direnci deney grubunda kontrol grubuna gére anlamli
olarak daha fazla idi (p=0.003, t=3.631) (Tablo 7).

Ortalama Gerim Direnci
(g/mm?)

Kontrol Grubu Deney Grubu

Ortalama Gerim

. . 81.93 112.81
Direnci

Tablo 7. Gerim direnci 6lglimlerinin ortalama sonucu.

1400

1200

1000

800

600 -
400 -
200 -

Kontrol grubu Deney grubu

Tablo 8. Gruplar arasindaki kopma kuvveti degerlerinin gostergesi (gram).
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4.3. Doku Hidroksiprolin Ol¢iimii Sonucu

12. giin sonunda alinan orneklerdeki degerler hesaplandiginda; saglikli grupta
hidroksiprolin degeri, 70.71 mg/L/g/doku, kontrol grubunda 81,71 mg/L/g/doku
olarak 6l¢iildii. Deney grubunda ise hidroksiprolin degeri 176,6 mg/L/g/doku olarak

Ol¢iilmiistiir. (Tablo 9).

Hidroksiprolin Degeri mg/L/g/doku

200.00
150.00
100.00
50.00 .

0.00

Saghkh Kontrol Deney

grup grubu grubu

@ Hidroksiprolin 70.71 81.71 176.6

Tablo 9. Hidroksiprolin 6lgiim sonuglart mg/L/g/doku.

Ortalama hidroksiprolin diizeyi deney grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak

daha fazla idi (p=0.004, t=3.437). Ayni sekilde ortalama hidroksiprolin diizeyi deney

grubunda saglikli gruba gore anlamli olarak daha fazla idi (p=0.004, t=3.722).

Kontrol grubu ile saglikli grubun hidroksiprolin degerleri arasinda fark yoktu

(p=0.715, t=0.376).
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4.4, Histopatoloji Bulgular:

Yaralardan alinan kesitlerde, 3. Giinde tiim gruplarda ilserasyon ve inflamatuar

hiicre artis1 gézlendi Sekil (12).

-

b

Sekil 12. 3.giin histopatolojik gériiniim a) Saglikli grup. Ulser alaninin kenarinda
baslamis olan reepitelizasyon. (HEx40) b) Deney grubu. Ulserasyon alan1 (HEx100)

5. giinde saglikli grupta azalmis inflamatuar hiicre ve belirgin ekstraselliiler matriks
olusumu mevcuttu (Sekil 13). Kontrol grubunda ise saglikli gruba oranla, artmis
inflamatuar hiice infiltrasyonu ve daha az ekstraselliiler matriks mevcutken (Sekil
14), deney grubunda ise inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve yara dudaginda

reepitelizasyon baslangici gozlendi (Sekil 15).

Saglikli grupta 8. giin yara zemini graniilasyon dokusu ile dolu iken diizenli bir
reepitelizasyon varligir gozlendi (Sekil 16). Deney grubunda inflamasyon oldukc¢a
azalmis ve yerini graniilasyon dokusu doldurmus olarak gozlendi (Sekil 17). Kontrol
grubunda ise graniilasyon dokusu gelisimi deney grubuna gore daha yavasti.

Reepitelizasyon devam etmekle birlikte daha diizensiz olarak gézlendi (Sekil 18).
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12. giinde saglikli grupta epitelizasyon diizenli bir sekilde tamamlanmist1 (Sekil 19).
Kontrol grubunda hafif derecede inflamasyonla beraber graniilasyon dokusu
tarafindan doldurulmus durumdaydi. Reepitelizasyon diizensiz ve fragmante

goriiniimde izlendi. Santral iilserasyon devam etmekteydi (Sekil 20).

Deney grubunda yara alaninda reepitelizasyon tamamen tamamlanmis ve
graniilasyon dokusu ile ortiilmiis durumdaydi. Yara zemininde fibréz doku ve yeni

ekstraselliiler matriks hakimiyeti ile artmis neovaskiilarizasyon mevcuttu (Sekil 21).
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Sekil 13. Saglikl
grupta 5. giin. Ulser
alanin kenarinda
izlenmekte olan
reepitelizasyon
(HEx100)

Sekil 14. Kontrol
grubu 5. giin. Ulser
kenarinda baslamis
olan reepitelizasyon.

(HEx100)

Sekil 15. Deney grubu
5.giin. Ulserasyon alani
tizerinde epitelizasyon
ve keratinizasyon.
(HEX100)
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Sekil 16. Saglikli grup
8. glin Tamamlanmis
epitelizasyon ve epitel
alt1 dokuda
fibrozis.(HEx100)

Sekil 17. Kontrol
grubu 8. giin.
Ulserasyon alaninda
tamamlanmamus
reepitelizasyon.
(HEx40)

Sekil 18. Deney grubu
8.giin. 5.gilinle benzer
goriinlim. (HE X40)
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Sekil 19. Saglikli grup
12. Giin tamamlanmis
epitelizasyon 8. Giine
gore azalmis fibrozis
(HEx100)

Sekil 20. Kontrol
grubu 12. giin. Ulser
tizerinde tam olmayan
reepitelizasyon ve
epitel altinda
fibrozis.(HEx40)

Sekil 21. Deney grubu
12.glin. Tam iyilesme
gosteren deri dokusu.

(HE x100)
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5. TARTISMA

Travmatik bir doku hasar1 sonucu, organizmanin bu hasar1 onarmak i¢in verdigi yanit
sonras1 hasarli dokunun yap1 ve fonksiyonunun diizeltilmesi siireci yara iyilesmesini
olusturur. lyilesme siireci; yaralanma anindan itibaren baslar, giinler, aylar hatta
yillar siirebilen aktif dinamik bir siiregtir (1-4). Aslinda iyilesme evreleri birbirinin
icine gecmis, karmasik bir takim etkiler ile birbirini izleyen bir siirectir (24).
Yaralanmay1 takiben, amaci1 devitalize dokular1 uzaklastirmak ve invaziv
enfeksiyonun Oniine ge¢gmek olan inflamatuar asama baslangigta yer alir. Bunun
ardindan, skar olusumu ve doku rejenerasyonunun dengelenmesi sirasinda ortaya
cikan bir proliferatif agsama gelir. Son olarak, yaranin yapisal biitiinliigiinii ve
dayanikliligin1 maksimize etmek amaci olan, en uzun ve en az anlagilmis asamasi

olan yeniden sekillendirme ortaya ¢ikar.

Yaralar tiplerine ve etiyolojilerine gore akut ya da kronik olarak ikiye ayrilir. Farkli
kaynaklarda ayr1 yorumlanmasina ragmen, genellikle akut yara son 3 ila 4 hafta
icinde olusmus bir yaray1 tariflerken, eger yara 4 ila 6 haftadan fazla iyilesmeden
kalirsa kronik yara olarak degerlendirilir. Bu terim aylar ya da yillardir var olan
yaralar1 da kapsar. Ek olarak kronik yara ‘iyilesmeyen veya iyilesmesi gecikmis ya

da “‘graniile olan yaralar’’ olarak da adlandirilirlar.

Gecikmis yara iyilesmesi, keratinositlerde proliferasyon ve migrasyonda yetersizlik,
ekstraselliiler matrikste yetersiz kollajen depolanmasi ve matriksin yeniden
sekillenmesinde ortaya ¢ikan diizensizlik ile birlikte kontraksiyon yetersizligi ile
gbzlenir (63,64). Rat iskemik yara modelinde de tartistigimiz gibi Rees ve ark.
iskemik yarada gozlenen gegikmis yara iyilesmesi, azalmis protein sentezi, artmis
16kosit migrasyonu, artmis anjiojenik aktivite ve uygun olmayan ekstraselliiler
matriks olusumuna neden olarak inflamasyonun uzamasi siirecinin, benzer sekilde
iskemik yara modelinde de meydana geldigini savunmaktadirlar (42). Bu bilgiler

1s1¢1nda iskemik yara modeli i¢in rat dorsal flebini kullanmay1 uygun bulduk.

Tariflenen yara modelinde bipedikiillii fleplerin elevasyonundan sonra en yiiksek
oksidan stresin gelistigini gosterdikleri 4. giin punchlarla 4mm’lik yaralar

olusturmuslardir. 8. giin bipedikiil kaldirilmadan yaralarin olusturuldugu grupta
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yaralar epitelize olurken, kontrol grubunda 12. giinde epitelizasyon olmustur (44).
Biz punchlari1 4mm’lik yaralarin 8. giinde epitelize olacagi ongorisii ile gerim
kuvveti ve hidroksiprolin degerleri 6lglimii i¢in de daha anlamli bir zaman dilimine
kadar ¢aligma siliremizi uzatmak i¢in, Kopal’in ¢aligmasinda oldugu sekilde (45)
yaralart 6 mm olarak planladik ve bulgularimizin literatiir ile uyumlu oldugu

gozlendi.

Saglikli eriskinlerde endojen arginin sentez diizeyi yeterli oldugundan arginin
esansiyel bir amino asit degildir. Ancak katabolik stres durumlarinda, ¢ocukluk ve
hamilelik doneminde ve ince bagirsak veya bobrek disfonksiyonlarinda endojen
arginin sentezi metabolik ihtiyaglar1 karsilayamaz ve arginin esansiyel hale gelir. Bu
nedenle arginin ‘‘duruma gore esansiyel’’ olarak tanimlanmaktadir (21,22). Arginin,
hiicrede 6nemli roller oynayan temel amino asitlerden birisidir. Viicutta cesitli
proteinlerin yapisinda yer almasinin yani sira, iire, nitrik oksit (NO), poliaminler,
agmatin ve kreatin fosfat gibi azotlu bilesiklerin sentezinde, lenfositlere cevapta ve
mitogenezde yararli oldugu bildirilmistir (23). Biiyiime hormonu, prolaktin, insiilin

benzeri biiyiime faktorli uyarimi gibi biyolojik etkileri de vardir (26).

Deneyi planlanma doneminde verilecek doz ve verilme sekli literatiir bilgileri
1s181inda  diizenlendi. Oral veya intravendz yolla L-Arginin aliminda, farkh
miktarlarin, farkli zamanlarda plazmada maksimum degere ulastig1 gézlenmis ve bu
amacla L-Arginin’in farmakolojisi ve farmakokinetigi iizerine bircok c¢alisma
yapilmustir. Bode-Boger ve ark. Intravendz ve oral yolla L-Arginin uygulayarak, L-
Arginin’in farmakokinetik-farmakodinamik iliskisini ve vazodilatator etkisini
incelemislerdir. Saglikli 8 erkek bireye intravendz yolla 6g ve 30g, ayrica oral yolla
6g L-Arginin uygulamislardir. Intravendz yolla verilmesi ile plazmada en yiiksek
seviyesine 20-30 dk. i¢inde ulagsmaktadir. Oral yolla 6g uygulanma sonrasinda ise
plazmada en yiiksek degere 90 dk. sonra ulagsmaktadir. L-Arginin’in baslangi¢
plazma degeri 0.8 mM/L olarak OSlciilmiistiir. intravendz 6g uygulama sonrasi en
yuksek plazma degeri 4.8 mM/L’a ve 30 g ile 8,0 Mm/L’e yiikseldigi belirtilmistir
(46).

Arginin suplementasyonun denekler tarafindan iyi tolere edildigi gézlendi. L-Arginin

intravenoz veya oral yolla uygulanirken bir takim yan etkilerinin bulundugu
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goriilmiistir (50,53,55,58). Gilinliik 30 gr. tolere edilebilir, ¢ok nadiren kramp ve
diyareyi de igeren gastrointestinal sistem yan etkileri karsimiza ¢ikmaktadir. %10’luk
cozeltisi gibi yiiksek doz intravendz kullaniminda asir1 sivi yiiklenmesine, bdylece
lokal doku yaralanmalarina ve nekroza neden olabilir (49). Higbir ¢alismada ciddi bir
yan etkiye rastlanmamustir (47,48). Bizim ¢alismamizda da deneklerde sivi aliminda

azalma ya da diyare gibi yan etkilere rastlanmamuistir.

Evans ve ark. L-Arginin'in optimal yiikleme dozunu belirlemek ve artan dozlara karsi
degisen tepkilerini dlgmek amaci ile saglikli bireyler iizerinde 1 hafta siireyle bir
calisma yapmuslardir. 3g, 9g, 21g ve 30g/giin dozda yiikleme yapilmis ve her
haftanin basinda ve sonunda iire ve kan aglik degerleri toplanmus, viicut agirliklari,
diastolik kan basinglar1 ve sistolik kan basinglar1 kaydedilmistir. 20 denegin 10
tanesinde 21g ve 30g verilmesi durumunda hafif gastrointestinal yan etkiler
goriilmiistiir. Yiiklemeler sonunda kan basinglarinda ve viicut agirliklarinda bir
degisme olmamistir. Biyokimyasal 6l¢timlerde sadece L-Arginin, glisin ve L-Ornitin
konsantrasyonlarinda anlamli  degisimler goriilmistir. En iyi L-Arginin
konsantrasyonu artis1 9 g yiikleme ile gozlenmis, ancak bireysel bazda degisik

tepkiler oldugu da raporlanmistir (50).

Akut miyokard infarktlisi olan 792 hastalik vazodilatasyon iizerine olumlu
etkilerinin gosterildigi genis bir seride, 30 giin siireyle 9g/giin dozunda uygulama
sonras1 gastrointestinal sistem sikayetleri ¢ok az bir oranda rapor edilmistir (56).
Hiperkolestrolemisi olan 27 hastaya 4 hafta siiresince 21g/giin verilerek endotel
dilatasyonu iizerine etkisinin arastirildigi bir baska calismada da ciddi bir yan etki

gozlenmemistir (57).

Insanlar {izerinde yapilan klinik c¢aligmalarda, yayimlanmis en yiiksek doz 42
g/glindiir. 6 hafta siire ile kistik fibrozlu hastalar tizerinde calisilmistir (51).
Yaymlanmis en uzun kullanim siiresi 3 yildir. Bobrek trasplantasyonu yapilmis
hastalar iizerinde 9 g/giin seklinde uygulanmistir (52). Tsubuku 13 hafta siireyle
%1,25, %2,5 ve %5 oral L-Arginin diyetiyle ciddi bir yan etki saptamamuistir.(53)

Hayvan calismalarinda 2g/kg/glin dozunun tolere edilebildigine dair caligmalar
vardir. Ratlarda toksik doz miktar1 16g/kg olarak bildirilmistir (54).
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Komorowska ve ark. ratlar lizerinde yaptiklar1 ¢alismada 8x8 cm’lik sag proksimal
epigastrik arter bazl flep eleve etmis, 8 giin boyunca %6°1lik L-arginine soliisyonunu
oral yoldan vermis, flep distal ugtaki nekroz oranlar1 karsilagtirmiglardir. Flep distal
ucta L-Arginine alan grupta nekroz olusumunda anlamli bir azalma gosterilmistir.
Ancak giinliik icilen s1vi géz oniine alindiginda, rat basina alinan L-Arginin miktar1
ortalama 5.42g/giin dozunda oldugu hesaplanmistir. Bu miktar 70kg’lik bir insan i¢in
giinde 350 gram alima denk gelmektedir ve insan i¢in tolere edilebilme sinirindan

cok yiiksek bir dozdur (55).

Barbosa ve ark. yaptiklari g¢alismada, igme suyuna 1.25g/l dozunda L-arginin
eklenmesi ile 4 haftalik tedavi sonrasi, ratlarin glinde ortalama 27- 30 ml sivi
igtiklerini gézlemlemisler. Bu doz rat basina 35mg Arg/giin olarak hesaplanmustir.
Bu dozda biiyiime hormonu diizeyini artirdigt ve insiilin direncini diistirdiigii

gozlenmistir (58).

Insanlar i¢in 500mg/kg ve iizerindeki dozlarda gastrointestinal sikayetlerin olmasi
nedeniyle bu doz {izerine c¢ikmamaya Ozen goOsterdik. Literatiir incelemeleri
sonrasinda 200-300g’lik bir ratin glinde ortalama igmesini bekledigimiz su miktari
25-30 ml kadardir. Caligmamizda da giinliik sivi alimi 6l¢limii takip edildiginde 28-
35 ml aras1 oldugu gozlenmistir. Intraperitoneal ve yiikleme dozunda ya da infiizyon
seklinde verilme sekilleri daha sik uygulanmasina ragmen, daha uzun bir donemde
takip yapilmasi planlandigi, ayni zamanda klinikte de kullanimla korele olmasi
Ongoriildigi ve invaziv olmadigi i¢in oral yol tercih edildi. Doz olarak da %2’lik L-
Arginin ratlarin kilo ve giinliik alimlar1 hesaplandiginda, en ideal doz olarak

saptandi.

Malniitrisyona bagli protein alimindaki yetersizlik organizmada gerilim kuvvetinde
azalma, T-hiicre fonksiyonlarinda bozulma ve yaranin enfeksiyonlara Kkarsi

direncinde diisme ile karakterizedir (76).

Yara kontraksiyonu iyilesme siirecinde fibroblastlar ve miyofibroblastlarin aktin
filamentlerinden zengin kontraktil elementlerinin ortaya ¢ikmasiyla yara kenarlarinin
merkeze dogru hareketiyle baslayan énemli bir 6zelliktir. Ilerleyici kontraksiyon yara

boyutunu kiigiiltiir, ilerleyen epidermis sonuc¢ta graniilasyon dokusunu tamamen
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orter. Yara ylizeyinin Ortiilmesinin tamamlanmasini takiben epidermis keratinize
olmaya baglar. Sekonder iyilesmede miyofibroblastlar anahtar rol oynarlar.
miyofibroblastlar 3. giinden sonra belirgin hale gelirler ve 6zellikle 10-21. giinler
arast aktiviteleri en {ist diizeydedir. Rat bipedikiilli dorsal flepler iizerinde
olusturulan yaralar, saglikli bireylere gore daha ge¢ iyilesmektedir. Bizim
calismamizda da bipedikiillii flep kaldirilmayan saglkli grupta 10. giinde
epitelizasyonun tamamlandigi, histopatalojik ve makroskopik olarak gosterilmistir.
Olusturmak istedigimiz iskemik ortamda, yani kontrol grubunda 12. giinde
histopatolojik olarak iilserasyonun devam ettigi ve yara alami Olgiimlerinde halen
anlamli oranda kapanmayan yaranin oldugu gosterilmistir. Ayn1 kosullara maruz
kalan deney grubunda L-Arginin destegi ile 12. giinde epitelizasyonun tam anlamiyla
tamamlandigimi gormekteyiz. Bu iskemik olmayan saglikli gruba yakin bir

tyilesmeyi gostermektedir.

Insanda fibroblastik cevabi gostermeye yonelik bir mikromodel gelistirilmistir.
Subkutan olarak yerlestirilen 5-7 cm’lik politetrafloretilen tiip analiz i¢in
kullanilmigtir. Bu model kullanilarak yapilan bir ¢alismada, Kirk ve ark. 65 yas tizeri
goniilli, saglikli 30 kisi iizerinde 2 hafta siiresince subkutanoz kateter yerlestirilmesi
ardindan grubun yarisina, 17g/giin arginini oral olarak vermisler. 2x2 cm’lik kismi
kalinlikta deri grefti alarak yara olusturmuslar. Plasebo grubu ile karsilastirildiginda
kateter icerigindeki hidroksiprolin seviyesinin ve insiilin benzeri biiylime faktoriiniin
diizeyinin artmig oldugunu rapor etmisler (59). Benzer bir ¢calisma Barbul ve ark.
tarafindan yapilmis, 36 saglikli goniilliiye 2 hafta siireyle 24.8g arginine aspartat
verilerek deltoid bolgeye yerlestirilmis subkutan katater 6lgiimlerinde hidroksiprolin

artis1 anlamli bulunmustur (60).

Yara iyilesmesinde, yara kenarindan koken alarak yaraya go¢ eden fibroblastlar
kollajen iiretiminden primer olarak sorumlu hiicrelerdir (17) ve yaralanmadan
sonraki 3. giinde yarada kollajene rastlanir (18). Kollajenin yapisinda % 35 oraninda
glisin, % 11 oraninda ise alanin bulunmaktadir. Kollajen diger proteinlerden farklh
olarak % 12 oraninda prolin ve % 9 oraninda ise hidroksiprolin igermektedir (13).
Ozellikle hidroksiprolin kollajenin ii¢lii heliks yapisinin stabilazyonunda énemlidir. 5

ila 7. giinlerde daha fazla olmak iizere, 3 ila 4 hafta artis devam eder. Dort haftadan
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sonra yavas yavas azalir ve sonunda kollajenazin neden oldugu yikimi dengeleyen

bir diizeye iner (19).

Hidroksiprolin kollajen sentezi hakkinda bilgi veren gilivenilir bir biyokimyasal
veridir. Caligmamizda da 12. giin sonunda epitelize olan yara zemininden alinan
dokularda hidroksiprolin dl¢timii yapilmistir. Ortalama hidroksiprolin diizeyi deney
grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak daha fazla idi (p=0.004, t=3.437).
Ayni sekilde ortalama hidroksiprolin diizeyi deney grubunda saglikli gruba gore
anlamli olarak daha fazla idi (p=0.004, t=3.722). Kontrol grubu ile saglikli grubun
hidroksiprolin degerleri arasinda fark yoktu (p=0.715, t=0.376). Argininin kollajen
sentezindeki artisa olumlu etkisini, hidroksiprolin yapisina katilan prolin amino asiti

icin substrat olmasiyla iliskilendirmekteyiz.

Paget 1853 yilinda yaptigi calisma ile gerim Kkuvvetinin, yara iyilesmesi
degerlendirilmesindeki roliinii tavsan tendon modeli iizerinde gdstermistir. 1929
yilinda Howes’1n 6l¢iim i¢in sistematik bir teknik tanimlamasiyla ¢calismalarda 6l¢iim

kriteri olarak devreye girmistir (6).

Yara gerim direnci, yaray1 kopartmak i¢in kesit alaninin her birimine gerekli giicii
ifade ederken, kopma kuvveti ise, yaray1 kopartmak i¢in gerekli kuvveti ifade eder.
Insize yaralarin iyilesmesinde, rejenerasyon hizi ve kalitesi en iyi gerilim kuvvetinin
Ol¢iilmesiyle belirlenir. Yaranin kollajen icerigi ile koreledir ve en 6nemlisi klinik
durumu tam yansitir. Yara direnci, iyilesme esnasinda ekstraselliiler ortamdan
salgilanan hiicresel iirlinler arasindaki biyokimyasal etkilesim ile kazanilmaktadir.
Kollajenin olgunlasmasi ile yara gerim direnci artar. Kollajenin olgunlagsmasi 15.
giinde baslar ve 12 ay kadar siirer (20). Yara direncinin artmasi, kollajen fibrillerin
capraz baglanmasindan kaynaklanmaktadir. Kollajenin kovalent baglarinin artmasi
ile gerim direninde artis olur (17). Calismamizda literatiir bilgileri dogrultusunda
gerilim direnci ve gerilim kuvveti i¢in insizyondan sonraki 16. Giinde Olglimleri
yapmay1 planladik. Calismamizda deney grubundaki gerim direncinin, kontrol
grubuna gore anlamli derecede arttigini saptadik. Bu bulgumuz da L-Arginin’in

prolin {izerinden kollajen metabolizmasina olan olumlu etkilerini desteklemektedir.
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Ercogen ve ark. yaptig1 bir ¢alismada, 60 dk siire ile intravendz arginine ve iloprost
(prostasiklin PGI2 analogu ) inflizyonu verilerek 9x3 cm’lik random paternli cilt
flebinin yasayabilirligini floresan boyama ile test etmisler. L-arginine ve iloprost
kombinasyonu verilen ratlarda distal flep nekrozunda anlamli azalma oldugu
saptanmis. Nekrozdaki azalmanin nedeni olarak iki ajanin kombinasyonunun

vazodilatasyon iizerine olan etkisi savunulmustur (61).

Yara iyilesmesini engelleyen fizyopatolojik durumlar incelendiginde, enfeksiyon,
iskemi, anormal biiylime faktorii seviyeleri, metalloproteinaz ve doku
metalloproteinaz inhibitorleri arasindaki dengesizlik (MMP/TIMP), anormal
keratinosit migrasyonu ve iskemi-reperfiizyon goze c¢arpmaktadir. Yapilan
caligmalarda iskeminin yara iyilesmesini olumsuz olarak etkiledigi, reaktif oksijen

radikallerinin olusumuyla oksidatif stres meydana getirdigi gosterilmistir.

Meldrum ve ark. Iskemi reperfiizyon hasar1 iizerinde nitrik oksitin etkilerini
arastirdiklar1 calismalarinda ratlarda rektus femoris kas perforatoriinii 4 saat
stiresince klempledikten sonra bir gruba plasebo, ikinci gruba bir nitrik oksit sentaz
inhibitorii (L-NAME) ve diger gruba da arginin inflizyonu verip, 24 saat sonra
kastaki nekrozu degerlendirmisler. Arginin verilen grupta kontrol ve nitrik oksit
sentez inhibitériine oranla kas nekrozunun anlamli olarak daha az oldugunu
bildirmislerdir (66). Iskemi reperfiizyon hasarina nitrik oksitin etkilerinin
degerlendirildigi diger c¢alismalarda, nitrik oksitin trombosit agerasyonu ve
adezyonunu azalttigi (67), noétrofillerin endotelyal adezyonunu onledigi (67),
sliperoksit anyon iizerine inhibe edici oOzelliklerinin oldugu (68) ve damar

kontraksiyonunu azalttigi (69) rapor edilmistir.

Tavsanlar iizerinde yapilan g¢alismada, 150 mg/kg dozunda intravenéz olarak
iskemiden 20 dk 6nce verilen L-Argininin renal arter klemplenesini takip eden 2 saat
sonraki reperflizyon Olciimleri ile tubular ve glomerular fonksiyonlari korudugu

rapor edilmistir (65).

11 arastirmalik meta-analiz sonucu; 2 ila 24 hafta arasi, ortalama 4 hafta kullanim
stiresiyle, 4 ila 24 g/glin ortalama 9g/giin dozunda uygulanan L-argininin hem

sistolik hem de diastolik basinci diisiirmede etkili oldugu gosterilmistir (70).
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Nitrik Oksitin yara iyilesmesinde olumlu etkilerinin basinda, gii¢lii bir vazodilatator
olmas1 gelmektir. Ayn1 zamanda 16kosit adezyonunun azaltir. Mast hiicrelerinin
aktivasyonunu inhibe ederek, anti-inflamatuar etki gosterir. Oksidatif stres
kosullarinda serbest radikalleri temizler (37). Iskemi reperfiizyon hasarmin
onlenmesinde oldugu gibi nitrik oksit hiicresel hasar1 azaltmaktadir. Nitrik oksit
sentazin inhibe edildigi flep nekrozu arastirmalarinda da nitrik oksit miktarinin
diismesi ile nekrozun arttiginin gosterilmesi NO’nun yara iyilesmesine olan olumlu
etkilerini kanitlamaktadir (66). L-Arginin nitrik oksitin i¢in tek substrattir. Bu da

argininin NO iizerinden yara iyilesmesine olan katkilarini gdstermektedir.

20 kronik (11 enfekte 9 enfekte degil) ve 10 akut yarasi olan hastanin, yara sivisinda
ve plazmadaki nitrit/nitrat orani, aminoasit miktar1 ve arginaz diizeyi ol¢iilmiis.
Enfekte yaralarda arginin degerinin enfekte olmayan yaralara oranla daha fazla
diistiigli, bu durumun kronik enfekte yaralarin, arginaz ile olan metabolizasyon

yolaginda bozulmaya neden olabilecegini 6ne siirmiislerdir (62).

8 hastada yapilan ¢alismada 5g, 9g ve 13g L-arginin oral yoldan verilmesi ardindan
30 dk sonra Biiyiime hormonu seviyesinin yiikselmeye basladigi ve 60 dk sonra
maksimum diizeye ulasabildigi rapor edilmistir. 5 ve 9 gramlik dozlarda Biiyiime
hormonunda anlamli yiikselme olmakla birlikte 13g da gastrointestinal sikayetler
bildirilmistir (71).

Hipofizektomi yapilan ratlar {lizerinde yapilan bir calismada, bir gruba biiylime
hormonu diger gruba plasebo verilmesi ardindan bu gruplar 2 alt gruba daha
ayrilarak yarisina 1%’lik arginine verilerek yapilan insizyon yaralarimin gerim
kuvveti ve kollajen miktar1 6l¢iilmiis. Biiylime hormonu verilip verilmemesinden
bagimsiz olarak hipofizektomili deneklerde argininin higbir etkisinin olmadigi
gosterilmistir. Bu sonuca gore ratlarda argininin etkisini gosterebilmesi i¢in normal

bir hipotalamo hipofzier aksin olmasi gerektigini savunmuslardir (73).

Poliaminler (putresin, spermidin ve spermin) proliferatif etkilere sahip, hiicre
biiylimesi, inflamasyonun diizenlenmesi ve homeostazis i¢in gerekli olan kiigiik

katyonik molekiillerdir. Ekstraselliiler matriks tamiri, hiicre adezyonu ve sinyal
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iletim siireclerinde de gorevleri vardir. Poliamin eksikligi hiicre proliferasyonunu ve
hiicre gociinli baskilar veya kusurlu embriyo gelisimine neden olur. Poliaminlerin
fazla birikimi apopitozis ve hiicre transformasyonuna neden olur. Poliamin
biyosentez yolu hiicrenin organik katyonlariin tiretiminden sorumludur. Poliaminler
yara iyilesmesi siirecinin belirtecleridir (31). Arginin poliamin sentezinde de substrat

gorevi listlenerek poliaminlerin yara iyilesmesi lizerine olumlu etkilerinde rol alir.

Arginin metabolizmasi ile ilgili az da olsa negatif goriis bildiren yayinlar da vardir.
Debats, 30g/giin dozda 5 giin boyunca infiizyon seklinde uygulama sonrasi 16 denek
hasta ve 9 plasebo hastanin greft donor sahasini incelendiginde, anjiogenez ve

reepitelizasyon agisindan bir fark izlenmedigini rapor etmistir (72).

Histopatolojik degerlendirilmeler yara iyilesmesi c¢alismalarinda 6nemli bir
parametre olarak siklikla kullanilmaktadir. Biz de inflamasyonla proliferasyon
asamalarinin i¢ ige gectigi 3. giin ilk ornekleri aldik. 5. giinde proliferasyon
asamasindaki  degisiklikleri  gozlemlemek, keratinosit gogli, anjiyogenez,
ekstraselliiler matriks miktar1 hakkinda karsilastirma yapabilmek i¢in 6rnekler aldik.
Literatiir bilgilerine gore saglkli grupta epitelizasyonun tamamlanmasinin
planlandigr 8. giin de tiim gruplardan Ornek alinmasimi uygun gordiik. Deney

grubunda tam iyilesmenin oldugu 12. Giin son 6rnekler alindu.

Caligmamizda 3. giinde tiim gruplarda inflamatuar hiicre artis1 ve {ilserasyon
bulgular1 birbirine yakin sonuglar vermektedir. 5. giinde saglikli grupta azalmis
inflamatuar hiicre ve belirgin ekstraselliiler matriks olusumu mevcuttu. Kontrol
grubunda ise saglikli gruba oranla, artmis inflamatuar hiice infiltrasyonu ve daha az
ekstraselliiler matriks mevcutken, deney grubunda ise inflamatuar hiicre infiltrasyonu

ve yara dudaginda reepitelizasyon basladig1 gézlendi.

Saglikli grupta 8. gilin yara zemini graniilasyon dokusu ile dolu iken diizenli bir
reepitelizasyon varligina karsin deney grubunda inflamasyon oldukca azalmis ve
yerini graniilasyon dokusu doldurmus olarak goézlendi. Kontrol grubunda ise
graniilasyon dokusu gelisimi deney grubuna gore daha yavasti. Reepitelizasyon

devam etmekle birlikte daha diizensiz olarak gozlendi.
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12. giinde saglikli grupta epitelizasyon diizenli bir sekilde tamamlanmisti. Kontrol
grubunda yara hafif derecede inflamasyonla beraber graniilasyon dokusu tarafindan
doldurulmus durumda ve reepitelizasyon diizensiz ve fragmante goriiniimde izlendi.
Santral iilserasyon devam etmekteydi. Deney grubunda yara alaninda reepitelizasyon
tamamen tamamlanmis ve graniilasyon dokusu ile Ortiilmiis durumdaydi. Yara
zemininde fibroz doku ve yeni ekstraselliiler matriks hakimiyeti ile artmis

neovaskiilarizasyon izlendi.

12. giinde kontrol grubunda iilserasyonun devam etmesi deney grubunda ise tam
olarak iyilesmenin tamamlanmis olmasi L-Arginin verilmesinin yara iyilesmesi

tizerine olumlu etkisini desteklemektedir.
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Sonug¢ olarak, elde ettigimiz makroskopik, histopatolojik, biyomekanik ve
biyokimyasal inceleme sonuglar1 L-Arginin alan grupta, kontrol grubuna gore yara
iyilesmesini anlamli sekilde artirdigini gostermektedir. Argininin yara iyilesmesini

artirmadaki olasi etkilerini 6zetlemek gerekirse;

Arginin kollajen yapisinda bulunan prolin igin substrat gorevi géormektedir. Kollajen

sentezini prolin tizerinden artirmaktadir (4,26,73,74).

Biiyiime hormonu benzeri etkileri vardir. Plazmada Insiilin benzeri biiyiime hormonu

seviyesini artirmaktadir (58,59).

T lenfositler normal yara iyilesmesinde énemli rol oynar. T lenfositlerin inhibitorler
araciligryla (monoklonal antibody) fonksiyonunun bozuldugu durumlarda yara
iyilesmesinde gecikme saptanmistir (18). L-Argininin metabolizmas1 makrofajlar ve
T lenfositleri i¢in ¢ok Onemlidir. Sitotoksik T hiicre sayisini azaltarak, Th/CDS8
oranint arttirir. Makrofajlar enfeksiyonla NO salinimi ve peroksi nitrit olusumu
lizerinden savastig1 ic¢in, ciddi enfeksiyonlar ile miicadelede argininin Onemli

islevleri vardir (74).

Arginin poliamin sentezinde de substrat goérevi iistlenerek poliaminlerin yara
iyilesmesi tizerine proliferatif etkilerinde, hiicre biiyiimesi, inflamasyonun
diizenlenmesi, homeostazis, ekstraselliiler matriks tamiri, hiicre adezyonu ve sinyal

iletim siire¢lerindeki gorevlerinde rol alir (28,31).

Argininden Nitrik Oksit (NO) sentezlenir. Nitrik oksit i¢in tek substrattir. Nitrik oksit
sentez (NOS) inhibitorleri verildiginde yara iyilesmesi olumsuz ydnde
etkilenmektedir. Nitrik oksitin vazodilatasyon, anti oksidan, antiinflamatuar etkileri

yara iyilesmesine 6nemli katki saglamaktadir (4,24,26).

Calismamizin sonucunda, son donemde literatiirde yapilan ¢aligmalarin biiyiik bir
kismini destekleyici sonuglar elde edildi. Kronik iskemik bir yarada L-Arginin
desteginin yara iyilesmesini olumlu yonde etkiledigi, klinik kullanimda ek bir destek

tedavi olabilecegi kanaatindeyiz.
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RAT ISKEMIK YARA MODELINDE L-ARGININ TEDAVISININ YARA
IYiLESMESi UZERINE ETKILERININ DEGERLENDIRILMESI

OZET

Giris: Normal kosullarda yetigkinler i¢in non-esansiyel olan Arginin, ¢ocuklar ve
gencler i¢in esansiyel bir amino asittir. L-Arginin gereksinimi biiyiime doneminde,
travma ya da enfeksiyon durumunda artar. Bu baglamda argininin “kosullara baglh
essansiyel bir amino asit” olarak degerlendirilmesi daha dogaldir. L-Argininin oral
yoldan yara iyilesmesi iizerine olan etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla daha 6nce
Rees ve ark. tarifledigi ‘‘rat bipedikiillii dorsal flebi’’ ile kronik bir yara ortamina
benzer bir model hazirlanarak makroskopik, histopatolojik, biyomekanik ve

biyokimyasal incelemeler yapilmistir.

Gerec¢ ve Yontemler: Calismada, deney hayvani olarak toplam 20 adet (186-213)
gram agirhi§inda disi Sprague-Dawley cinsi rat kullanildi. Saglikli grupta 4, kontrol
ve deney grubunda 8’er adet olacak sekilde rastgele secilen hayvanlardan 3 adet grup
olusturuldu. Kontrol ve deney grubunda rat dorsumunda 10x4 cm’lik bipedikiillii
flepler iskemik yara olusturmak iizere, pannikulus karnosusu da icerecek sekilde
eleve edildi. 4 giin sonra hazirlanmis flep lizerine 6 adet 6 mm’lik punchlarla tam kat
yaralar olusturuldu. Saglikli gruptaki ratlarin dorsalinde bipedikiillii flep
hazirlanmadan 4.glinde diger guplarla beraber punchlarla yaralar olusturuldu ve
herhangi bir tedavi verilmedi. Kontrol grubunda bipedikiillii flep olusturulup, yaralar
olusturuldu ve herhangi bir tedavi verilmedi. Deney grubu bipedikiilli flep
olusturulduktan sonra ve deney siiresince %2’lik L-Argjinin i¢cme suyuna
karistirilarak oral yoldan verildi. Yara ylizey alanin1 degerlendirmek i¢in 1,3,5,8,10
ve 12. giinlerde flep alanlarinin goriintiileri alindi. 16. giin insizyon hattindan alinan
orneklerin biyomekanik ol¢iimleri tensiometri cihazi ile yapildi. Her {i¢ gruptan da
12. giin sonunda santral yaralarindan alinan dokuda hidroksiprolin 6l¢timii yapildi.
Olusturulan yaralarin, yara kenarmi ve yara zeminini igeren her gruba ait 3, 5, 8. ve

12. giinlerdeki doku 6rnekleri histopatolojik olarak incelendi.

Bulgular: 1.giinde kontrol ve deney grubunun yara alanlar1 arasinda fark yoktu

(p=0.356). 3-5-8-10 ve 12. giinlerin tiimiinde deney grubundaki sefalik santral ve
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kaudal yara alanlar1 kontrol grubundakilere goére anlamli olarak daha kiiciiktii
(p<0.001). Ortalama gerim direnci kontrol grubunda 81.93 g/mm?, deney grubunda
ise 121,81 g/mm? 6l¢iildii. Deney grubunda kontrol grubuna gére anlamli olarak daha
fazla oldugu saptandi (p=0.003, t=3.631). 12. giin sonunda alinan Orneklerdeki
degerler hesaplandiginda; saglikli grupta hidroksiprolin degeri, 70.71 mg/L/g/doku,
kontrol grubunda 81,71 mg/L/g/doku olarak oOlglildii. Deney grubunda ise
hidroksiprolin  degeri 176,6 mg/L/g/doku olarak oOlgiilmiistiir. ~Ortalama
hidroksiprolin diizeyi deney grubunda kontrol grubuna goére anlamli olarak daha
fazla idi (p=0.004, t=3.437). Aym sekilde ortalama hidroksiprolin diizeyi deney
grubunda saglikli gruba gore anlamli olarak daha fazla idi (p=0.004, t=3.722).
Kontrol grubu ile saglikli grubun hidroksiprolin degerleri arasinda fark yoktu
(p=0.715, t=0.376). Saglikli grupta 8. Giinde tamamlanan reepitelizasyona karsilik
deney grubunda 10. giinde epitelizasyon diizenli bir sekilde tamamlanmusti. 12.
gilinde kontrol grubunda yaranin reepitelizasyonu diizensiz ve fragmante goriiniimde

izlendi. Santral iilserasyon devam etmektedir.

Sonug¢: Arginin kollajen yapisinda bulunan prolin i¢in substrat gorevi gormektedir.
Kollajen sentezini prolin iizerinden artirmaktadir. Bliylime hormonu benzeri etkileri
vardir. Arginin poliamin sentezinde ve Nitrik Oksit sentezinde de substrat gorevi
gormektedir. Deney grubundaki yara iyilesmesindeki artisin bu yolaklar iizerinden
oldugunu diisiinmekteyiz. Literatiirde yapilan ¢aligmalarin biiyiik bir kismim
destekleyici sonuglar elde ettik. Kronik iskemik bir yarada L-Arginin desteginin yara
iyilesmesini olumlu yonde etkiledigi, klinik kullanimda ek bir destek tedavi

olabilecegi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Yara iyilesmesi, L-Arginin, iskemi
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EVALUATION OF EFFECTS OF L-ARGININE ON WOUND HEALING IN RAT
ISCHEMIC WOUND MODEL

SUMMARY

Introduction: Under normal conditions arginine is a non-essential amino acid for
adults, that is essential for children and adolescents. L-Arginine requirement
increases, in case of trauma, infection or in growth. In this context, arginine is an
"essential amino acid depending on the conditions " to be considered natural. Oral
administration of L-Arginine in order to evaluate the effects on wound healing was
studied in Rees et al. bipedicle rat dorsal flap definition, a similar model to the
chronic wound environment, macroscopic, histological, biomechanical and

biochemical investigations were carried out.

Materials and Methods: In this study, a total number of 20 test animals (186-213)
grams female Sprague-Dawley rats were used. From the healthy group 4, from the
control and the experimental group 8 rats were randomly selected to make 3 groups.
In the control and the experimental groups 10x4 cm bipedicle flaps which includes
panniculus carnosus were elevated on the dorsum of the rats to make ischemic
wound model and four days after the flaps were designed 6 full-thickness 6 x 6 mm
wounds were created with punchs and no remedy was given. In healty group without
harvesting bipedicle flaps on the same fourth day similiar wounds were created on
the dorsum without giving treatment. L-Argjinin 2% mixed with drinking water was
given to the experimental group by oral during the whole experiment. To evaluate
the wound surface area in the 1,3,5,8,10 and 12" days the flaps photos were taken. In
the 16th day, samples taken from the incision lines were evaluated by tensiometry to
determine the biomechanical measurements. In each of the three group wounds tissue
hydroxyproline content was measured at the end of the 12" day. Tissue samples
which includes wound edges and grounds from each group were examined

histopathologically in the 3,5, 8 and 12" days.

Findings: There was no difference in scar areas between control and experimental
group initially 1st day (p = 0356). 3-5-8-10 and 12 central cephalic and caudal
wound areas in all of the days in the experimental group was significantly lower than
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in the control group (p <0.001). Average tensile strength was 81.93 g/mm? in the
control group and was 121.81 g/mm? in the experimental group. In the experimental
group was significantly higher than the control group (p = 0.003, t = 3.631). At the
end of the 12™ day values were calculated from the samples of healthy group value
of hydroxyproline, 70.71 mg / L / g / tissue in the control group, 81.71mg/L /g /
tissue, respectively. In the experimental group, hydroxyproline value was 176.6 mg /
L / g / tissue. Average hydroxyproline levels were significantly higher in the
experimental group than the control group (p = 0.004, t = 3.437). Likewise, the
average hydroxyproline levels were significantly higher in the experimental group
compared to healthy group (p = 0.004, t = 3.722). Hydroxyproline levels were not
differ between the control group and the healthy group (p = 0715, t = 0.376). In
healthy group epithelialization was completed by day 8, in the experimental group
completed in the 10 day. In the twelfth day, irregular and fragmented view of
reepithelialization was observed in the control group wounds. Central ulceration was

persisted.

Conclusion: Arginine serves as a substrate for proline in the structure of collagen. It
increases collagen synthesis by effecting proline. Arginine has the Growth hormone-
like effects. In the polyamine and Nitric Oxide synthesis arginine serves as a
substrate. We suggest that these pathways increase the wound healing in the
experimental group. Our results support a large part of the studies in the literature. In
chronic ischemic wounds L-Arginine supplementation has a positive effect on wound

healing, this treatment can make an additional support in clinical practice.

Keywords: Wound healing, L-Arginine, ischemia
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