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OZET

Bu calismanin amaci l-arjinin, l-glutamin ve hidroksi metil biitirat (HMB) icerikli
beslenme iriinii uygulamasinin yara iyilesmesi iizerine etkilerinin histolojik ve
immiinohistokimyasal olarak incelenmesidir. Ayrica {iriiniin apoptotik etkileri de
incelenmistir. Toplam 40 adet wistar albino cinsi erkek rat test (l-arjinin, l-glutamin ve
hidroksi metil biitirat icerikli beslenme iiriinii verilen grup) ve kontrol grubu olmak
tizere 2 gruba esit sayida ayrildi. Kontrol ve test gruplar1 da kendi igerisinde 3. giin ve 7.
giin sakrifiye edilenler olmak iizere 2 gruba ayrildi. Hayvanlarin maksiller 1. molar
dislerinin 1mm apikalinden disposible punch materyali ile diseti dokusu ¢ikarild1 ve
deney boyunca gavaj yoluyla test grubundaki hayvanlara l-arjinin, l-glutamin ve
hidroksi metil biitirat icerikli beslenme {iriinii verildi. Hayvanlar 3. ve 7.giinlerde
sakrifiye edildi. Genel histolojik yapmin belirlenmesi amaciyla kesitler Hematoksilen-
Eosin (HE) veya Masson-Trichrom (MT) ile boyandi. HE ile boyanan kesitlerde yara
morfolojisi degerlendirilirken, MT ile boyanan kesitler kollajen birikimini gostermek
icin kullamildi. Deneyin 3. ve 7. giinlerinde yara bdlgesinde biiyliyen epitelyal dildeki
cogalan keratinositler icin bir belirte¢ olarak sitokeratin 6 (CK6); epidermal kok
hiicrelerinin belirlenmesi i¢in sitokeratin 15 (CK15) ekspresyonu immunohistokimyasal
olarak gosterildi. Deney sonunda elde edilen dokulara ait tiim kesitlerde apoptotik
hiicreleri belirlemek i¢in terminal deoxynucleotide-transferase (TdT)-mediated dUTP
nick end labeling (TUNEL) metodu uygulandi. HE ve MT boyama sonuglari, Abound-R
uygulamasmin yara kapanma siiresini kisalttii, kollajen sentezini arttirdigl ve yara
morfolojisini diizelttigini gosterdi (p<0.05). iImmunohistokimyasal analizler CK6 ve
CK15 ekpresyonunun, l-arjinin, 1-glutamin ve hidroksi metil biitirat icerikli beslenme
iriinii uygulanan test gruplarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda, gruplar arasinda
istatiksel anlamli sekilde daha yiiksek oldugu gostermistir (p<0.05) Bu c¢alismanin

limitleri dahilinde sonuglarimiz l-arjinin, l-glutamin ve hidroksi metil biitirat icerikli
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beslenme iirtinii kullanimmin hem histomorfolojik hem de histokimyasal olarak yara

lyilesmesine pozitif yonde etki gosterdigini ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: yara iyilesmesi, arjinin, glutamin, sitokeratin 6, sitokeratin 15
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF L-ARGININ, L-GLUTAMIN AND
HYDROXY METHYL BUTYRATE-BASED ON WOUND HEALING

OZGE KOY
Erciyes Univesity, Institute of Health Science
Department of Periodontology
Doctoral Thesis, September 2018
Supervisor: Dr. Zekeriya TASDEMIR

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of L-arginine, L-glutamine and Beta-
hydroxy-beta-methylbutryrate on wound healing by histological and immunohistochemical.
Apoptocic effects of product was also investigated. A total of 40 wistar albino male rats
were divided into two groups; Test(1-arginine, l-glutamine and hydroxy methyl butyrate
containing nutrient products) and control group. Control and test groups were also divided
into 2 groups according to sacrification days; 3 and 7 days. Gingival tissues were removed
from Imm apical of maxillary first molar teeth of the animals. 1-arginine, I-glutamine and
hydroxy methyl butyrate containing nutrient products were given to test animals by gavage
throughout the experiment period. Rats were sacrificed at 3 and 7 days. Sections were
stained with Hemotoxylen-eosine (HE) and Masson- Trichrome (MT) to determine the
general histological structure. Wound morphology was evaluated in HE stained sections,
while sections stained with masson tricrom were used to demonstrate collagen
accumulation. Cytokeratin 6 (CK6) used as a marker proliferating keratinocytes on growing
epithelial extension in the wound area on 3 and 7 of the experiment and cytokeratin 15
(CK15) expession was shown immunohistochemically for the identification of epidermal
stem cells. Terminal deoxynucleotide-transferase (TdT) -mediated dUTP nick end labeling
(TUNEL) method was used to determine apoptotic cells in all sections of the tissues
obtained at the end of the experiment. Results of HE and MT staining showed that Abound-
R shortened the wound closure period, increased collagen synthesis and improved wound
morphology (p<0.05) Immunohistochemical analysis showed that the expression of CK6
and CK15 was significantly higher in the Abound-R treated test groups than in the control
group (p<0.05). Within the limits of this study, our results revealed that usage of the 1-
arginine, 1-glutamine and hydroxy methyl butyrate containing nutritional products showed

positive effect on wound healing both histomorphologically and histochemically.

Keywords: Wound healing, arginine, glutamine, cytokeratin 6, cytokeratin 15
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KISALTMALAR ve SIMGELER

ATP: Adenozin Trifosfat

CK: Sitokeratin

DCIS: Duktal Carsinoma In Situ

DEKBF: Damar Endotel Kaynakli Biiytime Faktorii
DNA: Deoksiriboniikleik Asit

EBF: Epidermal Biiyiime Faktorii

EBFR: Epidermal Biiytime Faktorii Reseptorii
EKH: Epidermal Kok Hiicre

FBF: Fibroblast Biiyiime Faktorii

HE: Hemotoksilen- Eozin

HETE: Hidroksieikazotetraenoikasit

HMB: Hidroksi Metil Biitirat

HY- EBF: Heparin Yiiklii Epidermal Biiyiime Faktorii
IBF: Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii

IF: Intermediyer Filaman

IFE: Interfollikiiler Epidermis

[HK: Immunohistokimyasal

IL: Interlokin

IM: Intramuskuler

IP: Intraperitoneal

KBF: Keratinosit Biiytime Faktorii

KF: Kil Follikiili

KIC: Ketoizocaproate

MAP: Mitojen Aktif Protein

MMP: Matriks Metalloproteinaz

MPDI: Metalloproteinaz Doku Inhibiitorii
MT: Masson Trichrom

NADPH: Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat
PIEF: Proteoliz Inhibe Edici Faktor

PKC: Protein Kinaz C

SCC: Skuamoz Hiicreli Karsinom

TBF: Tiimor Biiyiime Faktorii

TKBF: Trombosit Kaynakli Biiylime Faktorii
TNEF: Tiimor Nekroz Faktorii

TRBF: Transforme Edici Biiylime Faktorii
TSP: Trombospondin

TUNEL: Terminaldeoksiniikleotid-transferaz-mediated DUTP nick end labeling
VEBF: Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii
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1.GIRiS ve AMAC

Yara, canli dokunun kimyasal, fiziksel, cerrahi veya farkli nedenlerle biitiinliigiiniin
bozulmasi veya doku kaybi sonucuyla organizmanin fizyolojisinin gecici olarak ya da
timiiyle yitirilmesidir. Yara iyilesmesi yapisal veya fonksiyonel olarak doku
biitlinliigiiniin tekrar kazanilmasi amacini iceren bir dizi biyokimyasal ve hiicresel
olaylar1 kapsamaktadir (1-3). Yara iyilesmesi primer, sekonder ve tersiyer iyilesmeyle

sonuclanabilir (1).

Yara iyilesmesi aslinda birbirinden ayr1 diisiiniilmemesi gereken kompleks 4 evreden
meydana gelir. Bu evreler; hemostaz, enflamasyon, proliferasyon ve maturasyondur.
Ayrica bireyin sistemik faktorleri ve ortam sartlarindan etkilenerek sekillenen bir
stirectir. Yara iyilesmesini etkileyen faktorler sistemik ve lokal faktorler olmak iizere 2'
ye ayrilmaktadir. Tyilesmenin, beklenilen derecede sonuclanmasi i¢in bu kosullarin cok
yonlii olarak ele alinmasi ve degerlendirilmesi gerekmektedir (1). Yara iyilesmesini
etkileyen faktorlerin en onemli bilesenlerinden biri bireyin giinliik beslenme sekli ve
icerigidir (4). Oral bolgede meydana gelen yaralar, beslenmeyi de etkiledigi i¢in ayrica
degerlendirilmesi gereken yaralardir. Oral bdlgede meydana gelen yaralarin iyilesme
stirecini degerlendirmek icin bu bdlgenin 6zelliklerini bilmek olduk¢a 6nemlidir. Oral
mukoza; dis eti ve sert damagi kaplayan c¢igneme mukozasi; dilin sirtin1 Orten
0zellesmis mukoza; ve Ortiicii mukoza olarak adlandirilan geri kalan kismi icermektedir.
Ayrica keratinize, parakeratinize veya nonkeratinize olabilir. Cigneme mukozasi
keratinize veya parakeratinize, dil sirt1i epiteli Kkeratinize, Ortiici mukoza ise
nonkeratinize epiteldir (5). Keratinize oral epitel 4 tabakadan olugmaktadir: Bu
tabakalar; bazal, spindz, graniiler ve keratinize tabakadir (6). Hiicresel igerige

bakildiginda epidermisin baslica hiicresel bileseni olan keratinositler géze carpmaktadir.



Keratinositler sadece bariyer yapisinda degil, aynt zamanda hasar goéren bdlgenin
restorasyonu olan epitelizasyon siireci i¢inde ¢ok Onemli role sahiptir. Keratinositler,
bazal tabakadan epitel ylizeyine dogru gocerken siirekli farklilagsma gecirmekte ve
0zellesmeye ugramaktadirlar (7). CK6 ve CKI15 kolay elde edilebilen epidermal kok
hiicre belirtecleridir ve yara iyilesmesi esnasinda salindiklar1 i¢cin yara iyilesmesi
gostergesi olarak degerlendirilebilirler. CK6, cogalan epitelyum tabakasi i¢in bir
belirtectir ve ayrica epidermis tabakasinin dzellesmis epitelindeki keratinositlerde yogun
olarak eksprese olur. CK15 ise epidermal kok hiicrelerinin belirlenmesinde en faydali

markerdir (8).

Literatiirler incelendiginde son donemde yara iyilesmesi iizerine yapilan calismalarin
oldukc¢a popiiler oldugu goriilmiistiir (9-12). Yine literatiire bakildiginda dis hekimligi
alaninda beslenme iiriinlerinin incelendigi bir¢cok calisma goriilmektedir (13-15). Agiz
cerrahileri sonrasi hastalarin beslenme zorluklar1 yasadiklar1 ve beslenmenin de yara
iyilesmesi lizerine etkileri goz Oniine alindiginda hastalarin post-operatif donemde 1yi
beslenebilmeleri olduk¢a Onemlidir. Fakat kullanilacak {riinlerin iceriginin yara
iyilesmesine nasil ve ne kadar etki edecegi veya hiicre 6liimiine sebep olup olmadigi da
ayrmtili sekilde degerlendirilmelidir. Tip literatiiriinde genel olarak tek baslarina ya da
kombinasyonlar halinde belli amino asitlerin veya antioksidanlar1 iceren beslenme

tiriinlerinin kullanildig1 goriilmektedir (16).

Bu amino asitlerden arjinin, viicutta bircok dnemli metabolik yolakta rol alan, 6zellikle
yara iyilesmesi siirecindeki hastalar ve cocuklarda ihtiyaci artan yari-esansiyel bir
aminoasittir. Glutamin, kanda en ¢ok bulunan, viicuttaki serbest aminoasit havuzunun
%50’ sini olusturan, ¢cogunlugu iskelet kasinda olmak {iizere kalani da karacigerde
bulunan durumsal esansiyel, notral aminoasittir. Hidroksi metil biitirat (HMB),
esansiyel aminoasitlerden olan 16sinin aktif bir metabolitidir ve transaminasyon tiriinii
olan beta-ketoizokaproat (beta-KIC) tarafindan metabolize edilmektedir (16). HMB
insanlar ve hayvanlarda endojen olarak diisilk miktarda sentez edilmektedir (17). Bu
amino asitleri iceren beslenme {iriiniiniin kullanildig1 caligmalar agiz dis1 bolgelerde
yara iyilesmesini degerlendirmis ve sonu¢ olarak bu kombinasyonun pozitif sonuglar

verdigi gosterilmistir.

Literatiir incelendiginde oral bolgeye yapilan cerrahi islemler sonrasi l-arjinin, I-

glutamin ve HMB icerikli beslenme iiriinlerinin yara iyilesmesi iizerine etkilerini



inceleyen herhangi bir arastirmaya rastlanmamistir. Bu bilgiler dogrultusunda
planladigimiz arastirmamizin hipotezi; l-arjinin, 1-glutamin ve HMB icerikli beslenme
riinlerinin literatiirde gosterildigi kutandz, diyabetik yaralar ve damar anastomoz
bolgelerindekine benzer olarak oral bolgede yapilan cerrahi islemler sonrasi yara

tyilesmesi hizlandiracagi ve apoptozise neden olmayacagidir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Dis Eti

Oral mukoza (miikoz membran) dudak derisi, yumusak damak ve farinks mukozasi ile

suireklilik arz eder.

Oral mukoza; dis eti ve sert damagi kaplayan ¢igneme mukozasi; dilin sirtim1 6rten
Ozellesmis mukoza ve geri kalan kismu Ortiicii mukoza olarak adlandirilan bolimii

icermektedir.
Dis eti histolojik olarak 2 kistmdan olusmaktadir; -dis eti epiteli

-dis eti bag dokusu

Resim 1: Dis etinin histolojik goriintiisii (18)



Oral mukoza yerine gore keratinize, parakeratinize veya nonkeratinize olabilir. Cigneme
mukozasi1 keratinize veya parakeratinize, dil sirt1 epiteli keratinize, ortiicii mukoza ise

nonkeratinize epiteldir (5).

Kemik

Periost

Lamina Propria

Epitel

Keratinize Tabaka

Resim 2: Sert damak histolojisi
2.1.1. Bag Doku (Lamina Propria)

Lamina propria, dis eti epitelinin altinda bulunan gevsek yapili bag dokusudur. Bag
dokusunun ana bilesenleri amorf bir esas maddeye (matriks) gomiilii olan kollajen lifler,
cogu fibroblastlar olmak iizere mast hiicreleri, notrofiller, monosit/makrofajlar,

damarlar ve sinirlerdir (19, 20).
2.1.1.1. Bag dokusunun hiicresel bilesenleri

Fibroblast, bag dokusunun baskin hiicresidir. Fibroblastlar, bag dokusu matriksinin
sentezinde ve liflerin iiretiminde rol alirlar. Fibroblastlar, bir veya daha fazla ¢ekirdek
iceren, oval sekilli ¢ekirdekleri olan igsi veya yildizsi hiicrelerdir. Fibroblastlar, hem

kollajen yapimini hem de yikimini diizenlerler (20, 21).

Mast hiicresi, matriksin belirli bilesenlerinin iiretiminden sorumludur. Bu hiicrelerin
sitoplazmalari iri graniillerle doludur. Bu hiicreler ayn1 zamanda mikrovaskiiler sistemin
islevini etkileyebilen ve dokudaki kan akisini kontrol edebilen vazoaktif maddeler iiretir

(20, 22).



Notrofiller, 16kosit ailesinin hiicreleridir. Cekirdekleri lobludur ve lizozomal enzimleri

iceren sayisiz lizozom sitoplazmalarinda bulunmaktadir (20, 23).
2.1.1.2. Epitel - bag doku birlesimi

Yapilan elektron mikroskopi calismalarinda bazal laminanm lamina lusida ve lamina
densa adi verilen iki kisimdan olustugu goriilmiistiir. Lamina lusida, epitelin en alt
tabakas1 olan bazal tabakaya komsu olan kismiyken, bag dokusu ile komsu olan kisim
ise lamina densa’dir. Lamina lusida agirlikli olarak laminin ad1 verilen glikoproteinden,

lamina densa ise tip IV kollajenden olusur (24).
2.1.2. Epitel Doku

Keratinize oral epitel 4 tabakadan olusmaktadir;
. bazal tabaka,

. spinoz tabaka,

. graniiler tabaka,

. keratinize tabaka (25)

: Keratinize tb.

Graniiler th.

M
\
K

Spindz th.

Resim 3: Epitel dokunun tabakalar1 histolojik kesit (7)



Epitelin en alt tabakasi olan bazal tabakadaki hiicreler; silindirik ya da kiibiktir ve
epitelle bag dokusunu ayiran bazal membranla temas halindedir. Bazal tabakadaki
hiicreler mitoz boliinme gecirerek yeni hiicreler olustururlar. Hiicre boliinmesi ile iki
yavru hiicre olustugunda, yashi olan komsu bazal hiicre, spindz tabakaya itilir ve
keratinosit olarak epitelden gecmeye baglar. Bir keratinositin dis epitel ylizeyine
ulasmas1 yaklasik bir ay siirer. Belli bir siire icinde boliinen hiicrelerlerle, yiizeyden
dokiilen hiicrelerin sayis1 birbirine esittir. Boylece normal kosullar altinda hiicre kaybi1

ile hiicre yenilenmesi arasinda bir denge saglanir (25).

Epitelin spindz tabakasinda hiicrelerin serbest ribozom sayisi artmus fakat diger
organellerin sayilar1 azalmistir. Bu hiicrelerde iiretilen protein keratindir. Hiicreler
tabakaya admi verdigi gibi spindz c¢ikintilariyla birbirine sikica baghdir. Desmozom

denilen bu baglant: tipi yapiya saglamlik kazandirir (26).

Graniiler tabakadaki hiicrelerin sitoplazmalarinda keratohyalin graniilleri goriilmektedir.
Son zamanlarda, bircok calisma farkli bolgelerde agiz epitelinin sentezledigi

sitokeratinler arasinda biiytik cesitlilik oldugunu gostermistir (27).

Hiicrelerin graniiler tabakadan keratinize tabakaya ani ge¢isi sirasinda enerji ve protein
tiretimi organellerden mahrum birakilir. Boylece epitel yilizeyinden dokiilen keratin dolu

bir hiicreye doniistiiriiliir (27).
2.1.2.1. Keratinositler

Epidermisin baslica hiicresel bileseni olan keratinositler, hasar goéren bdlgenin
restorasyonu olan epitelizasyon siireci i¢in olduk¢a onemlidir. Keratinositler, bazal
tabakadan epitel ylizeyine dogru gocerken siirekli farklilagma gecirmekte ve

0zellesmeye ugramaktadirlar (7).
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Resim 4: Epidermisin yapisi (28)

Farklilagma siireci sirasinda, farklilasmamis keratinositler, nihayetinde keratinize zarfin
ortaya ¢ikmasini saglamak icin yukar1 dogru gog ettiklerinde boliinmeyen hiicrelere
doniisiirler. U¢ ana mitojen aktif protein kinaz (MAP kinaz) yolagi, kalsiyum akis,
epidermal biiylime faktorii (EBF) ve tiimor nekroz faktorii (TNF) dahil olmak iizere
coklu uyaranlar tarafindan aktive edilen farklilagma siirecine dahil edilir. Bu farklilagma
kaskat1 ayrica cesitli protein kinaz C (PKC) izoformunu kullanir. Calismalar, kalsiyum
bagimli geleneksel PKC'lerin inhibe edici oldugunu, oysa kalsiyumdan bagimsiz
geleneksel olmayan PKC izoformlarmmin keratinosit farklilagsma isaretleyicilerini
uyardigim1  gostermistir (29). Farklilasmadaki son adim, hiicresel organellerin ve
deoksiriboniikleik asitin (DNA) tahrip olmasma yol acan, proteolitik ve niikleolitik
aktivitenin aktivasyonudur (30). Bazal tabakada olan keratinositler prolifere olabilirler

(31).

Dis eti ya da yapisik mukoza epitelinde keratinositler, ara (suprabazal) ve yiizeyel hiicre
tabakalarinda CK1/2/10/11 ve 17 ve agirhikli olarak bazal tabakada CKS5/6 ve 14
salgilarlar. Inflame dis etinde ise yani gingivitis veya periodontitis 6rneklerinde,
CK4,13 ve 19 daha siktir (32). Ara tabakalarda CK5/6, 14 ve 17 nin yaygin dagilimiyla
birlikte (spindz ve graniiler tabaka) ve daha sonrasinda epitelyal hiperproliferasyon icin

de karakteristik olmaya baslamiglardir (33).

Keratinositler siirekli olarak yenilenerek bazalden yukariya dogru farkhilagmis

tabakalara dogru hareket ederler. Homeostazis boyunca ve epidermal bariyerin



bozulmas1 sirasinda siirekli, dinamik bir yenilenme epidermal kok hiicreler (EKH)

tarafindan siirdiiriilmektedir (34).

Bugiine kadar tamimlanan ii¢ farkli EKH noktas1 vardir: Kil follikiil (KF) tomurcugu,

sebase bezlerin tabani ve interfollikiiler epidermisin (IFE) bazal tabakasi (35).
2.1.2.2. Epidermal Kok Hiicreler

Epidermiste, KF ve yag bezinden olusan iinite etrafinda yer alan EKH’ ler; sabit
lokalizasyonlu, yiiksek derecede proliferasyon gosterebilen holoklon hiicrelerdir.
Epidermiste yer alan tiim keratinositlerin  %4-8’ini  kaplayan, yiiksek
cekirdek/sitoplazma oranmna sahip, uzun donem proliferatif kapasiteli olabilen bu
hiicreler bugiin saptanabildigi kadar1 ile yara iyilesmesindeki uyar1 ile harekete gecme
disinda olusturduklar: ilk andan itibaren hiicre biitiinliigii ve yapisini hi¢ degistirmeden
yillarca sabit bir sekilde durabilmektedirler (36). EKH’lerle ilgili ilk arastirmalarin
basladig1 yillarda bu hiicrelerin interfollikiiler alanda, yag bezi etrafinda ve kil kokii

papillasinda oldugu saptanmisti (37).

Kloepper ve arkadaslar1 epitelyal kil follikiilii kok hiicrelerinin kesfinden sonra insan
KF’u bolgesinde faydali belirteclerin belirlenmesi i¢in gerekli caligmalarin basladigini
vurguladiklar1 ¢caligmalarinda, insan epitelyal kok hiicreleri ve noktalari icin 6nemli olan
belirteclerin immiinofenotipini belirlemislerdir. Calismalarinda; en az 5 farkli bireyden
aldiklar1 kafa derisi ve 11 farkli belirtecin standart immiinhistokimyasal metodlar ile
kullanilmasiyla, bu  belirteclerin  spesifik =~ immiinreaktivite  yogunluklarini
hesaplamislardir. Bu deneye gore, insan epidermal kok hiicrelerinin belirlenmesinde en

faydal belirtecin CK15 oldugu belirlenmistir (8).

Epidermal hiicrelerin keratin molekiilleri farkli yapilarda ve degisik molekiil agirliklar:
olan proteinlerdir. Keratin sitoplazma i¢inde olusur ve yapisinda sistein, serin ve arjinin
gibi birgok aminoasit vardir. CK6, c¢ogalan epitel tabakasi i¢cin bir belirtectir ve
epidermis tabakasmin Ozellesmis epitelindeki keratinositlerde yogun olarak eksprese

olur (8).
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2.1.2.2.1. CK6, CK15

Intermediyer filaman (IF) proteinleri olan sitokeratinler, bir protein super ailesi olup,

CK15 bu ailenin en asidik keratin IF’lerindendir (39, 40).

Epidermisin bazal tabakasi, CKS ve CK14 yani1 sira CK15 de eksprese eder. Normal ¢ok
katl epitelde, CK5/CK14 ve CKI15 ekspresyonu prolifere olan bazal keratinositlere
smirli  olup, bu hucreler terminal diferansiyasyon gosterip yuzeye dogru
yonlendiklerinde ekspresyon kaybi izlenir (41). Bazal tabakadaki CK15 ekspresyonu,
cogunlukla yamal1 bicimde olup derin rete uclarindaki hucreler guclu CK15 pozitifligi
gosterirken, dermal papillay1 ortenlerde boyanma dusuktur ya da izlenmez. Yenidogan
insan derisinde ve genc epidermiste (~1,5 yas), ekspresyon bazal tabaka boyuncadir ki
bu CK15’in epidermis gelisiminde rolu bulunduguna isaret eder. Mukozal cok kath
yassi epitelde (oral mukoza gibi) CK15 ekspresyonu bazalde sureklilik gosterir (42, 43).
CK15’in ekspresyon paterni, bu proteinin keratinosit diferansiyasyonun erken
basamaklarin1 duzenleyici bir rolu’ olduguna, hucrenin diferansiyasyonunun epidermis

ya da KF’u yonunde gelisimi etkiledigine isaret etmektedir (8, 44-46).

Akut deri hasar1 sonucu bariyer bozuldugunda, notrofiller, monositler ve makrofajlar
yara yerine gelir (47). Daha sonra keratinositlerin aktivasyonuna birka¢ sitokin ve
biiylime faktoriiniin saliniminin eklenmesiyle aktivite elde edilir. Aktif fenotip,
sitoskeleton ag1 ve hiicre yiizeyi reseptorlerindeki degisiklikler ile yeniden epitelizasyon
icin gerekli olan sitokeratinlerin ekspresyonu ile isaretlenerek keratinositlerin defekti

doldurmak icin yaraya go¢ etmesine izin verir (48).

Insan tip 2 CK®6, yara iyilesmesinde, iyilesmis hiicre proliferasyonuna katki saglayan
giiclii bir indiikleyicidir. CK6, agiz mukozasi, 6zofagus, epidermisin bazal tabakasi,
KF’nin dis kok kilifi ve glandiiler epitel dahil olmak iizere epitel tabakalarindan salmir.
CKG6, psoriasiste bulunan hiperproliferatif ve aktif keratinositlerin bir belirtecidir. CK5
ile eslestirilmis CK6, plevrada mezotelyomanin (pozitif), akciger karsinomundan
(negatif) veya metastatik karsinomdan (negatif) aywrt edilmesinde yararhidir. CKS5/6
ayrica, memede papiller duktal carsinoma in situdan (DCIS) (negatif), memenin olagan

duktal hiperplazisini (kuvvetli pozitif boyanma) ayirmak icin kullanilmistir (49).
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2.2. Yara

Yara, canli dokunun kimyasal, fiziksel, cerrahi veya farkli nedenlerle biitiinliigiiniin
bozulmasi veya doku kaybi sonucuyla organizmanin fizyolojisinin gecici olarak ya da
timiiyle yitirilmesidir. Yara iyilesmesi yapisal veya fonksiyonel olarak doku
biitiinliigiintin tekrar kazanilmasi1 amacini iceren bir dizi biyokimyasal ve hiicresel
olaylar1 kapsamaktadir. Bu siire¢ yaralanmadan hemen sonra baslayip giinler, haftalar

hatta aylarca siirebilir (1-3).

Doku biitiinliigii bozuldugunda, yara bolgesinde bir¢ok hiicrenin gorev aldigi karmasik
ve hassas bir siire¢ baslar. Bu siireg, i¢sel ve dissal faktorlerden etkilenebilir ve bu
sebeple komplikasyonlu veya tamamen sorunsuz tamamlanabilir. Fibroblast, endotel,
trombosit ve yara iyilesmesindeki asil hiicreler olan makrofajlarin yonettigi siireci 4
evreyle oOzetleyebiliriz (1). Bu evreler; hemostaz, enflamasyon, proliferasyon ve
maturasyondur. Yara iyilesmesi siirecinde hiicrelerle birlikte biiylime faktorleri de rol
alir. Inflamasyonun en 6nemli mediyatorii olan tiimor nekroz faktor (TNF), fibroblast
biiylime faktorii (FBF), epidermal biiyiime faktorii (EBF), transforme edici biiyiime
faktorii (TRBF), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEBF), trombosit kaynakli
biiylime faktorii (TKBF), insiilin benzeri biiyiime faktorii (IBF) ve interlokin (IL) ailesi
bu siirecte 6nemli olan faktorlerdir (50).

Yara iyilesmesi primer, sekonder ve tersiyer iyilesmeyle sonuglanabilir (1).
2.2.1. Primer yara iyilesmesi

Derideki temiz, enfekte olmamais, kenarlar1 cerrahi siitiirlerle birbirine yaklastirilmis bir
ameliyat insizyonunun iyilesmesi, primer yara onarimia verebilecegimiz en basit
orneklerdendir. Yapilan insizyon, epitel bazal membranm siirekliliginde yalnizca lokal
bir bozulma yapar ve nispeten az sayida epitel ve bag dokusu hiicresinin 6lmesine sebep
olur. Sonu¢ olarakta epitel rejenerasyonu, boyle bir yaradaki baslica onarim
mekanizmasidir. Kiiciik bir nedbe olusursa da yaradaki kontraksiyon en diisiik
diizeydedir. Dar insizyon araligi once fibrin kan pihtisiyla dolar ve bu piht1 daha sonra
hizla graniilasyon dokusu tarafindan invaze edilir, ardindan da yaranin iizeri epitelle

ortiliir (1, 51-54).
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2.2.2. Sekonder yara iyilesmesi

Sekonder yara iyilesmesinde, inflamatuar siire¢ yogundur ve ekstraselliiler maktriks
birikimi ve genis bir nedbeyle birlikte bol miktarda graniilasyon dokusu olusur. Bunu
miyofibroblastlarm aracilik ettigi yara kontraksiyonu izler. Sekonder yara iyilesmesi

primer iyilesmeden, ¢esitli bakimlardan farklidir;
-Yara ylizeyinde daha biiyiik olan piht1 veya kabuk, fibrin ve fibronektinden zengindir.

-Uzaklastirilmas1 gereken nekrotik debris, eksuda ve fibrin hacmi biiyilk doku
defektlerinde daha fazla oldugundan, inflamasyon daha yogundur. Bunun sonucu olarak
inflamasyon araciligiyla gerceklesen, sekonder zedelenme potansiyeli, biiyiik

defektlerde daha fazladir.

-Biiyiik defektlerde, bosluklar1 doldurarak doku epitelinin yeniden ¢ogalacag: bir iskelet
olusturacak daha hacimli graniilasyon dokusuna ihtiya¢ vardir. Graniilasyon dokusunun
daha hacimli olmas1 genellikle nedbe dokusu kiitlesinin de daha biiyiilk olmasiyla

sonuclanir. Sekonder iyilesmedeki yara kontraksiyonu daha fazladir (2, 54, 55).
2.2.3. Tersiyer yara iyilesmesi

Doku kayb1 ¢ok fazla oldugunda yara kenarlarimin biiziilmesi ve graniilasyon dokusuyla
iyismesidir. Gecikmis primer iyilesme olarak da nitelendirilebilir (1). Baz1 vakalarda
yabanci cisim veya enfeksiyondan siiphelenilebilir ve bu tip yaralar potansiyel
komplikasyonlarin 6niine ge¢gmek amaciyla birkac giin acik birakilir. Komplikasyon
sorunu ¢oziildiikten sonra, 6lii doku debride edilerek yara kenarlar1 kapatilir veya

miimkiin oldugunca yaklastirilir (56).
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PRIMER IYILESME SEKONDER IYILESME

Kabuk

Notrofiller
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Graniilasyon dokusu

" 0
3-7 giin 0 Q@...._.__ Makrofaj
é’ ‘Q‘L_ Fibroblast

Yeni kapiler

Haftalar

kontraksiyonu

Resim 5: Primer ve sekonder yara iyilesmesi (52)

2.3. Yara lyilesme Fazlan

Doku hasarina yanit olarak gelisen olaylar neticesinde hasar géren veya dlen hiicrelerin

yenilenmesi, replasmani saglar ve iyilesme cerrahi islemin basarisini dogrudan etkiler.

Agizdaki yaralarin iyilesmesi; ortamin sicakhigi, bakteriyel cesitlilik ve tiikiiritk

sebebiyle biraz daha farklhidir (57). Ayrica konusma, ¢igneme, yutkunma gibi fizyolojik

fonksiyonlar yumusak dokularda kuvvet ve baski olusturarak yara yerinde gerilmeye

sebep olarak iyilesmeyi bozabilir (58).
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Yara iyilesmesi aslinda birbirinden ayr1 diisiiniilmemesi gereken kompleks 4 evreden

meydana gelir;
-Hemostaz

-Enflamasyon
-Proliferasyon

-Maturasyon (59)

Enflamasyon
Proliferasyon

Yeniden Sekillenme

Giinler Haftalar Aylar

Sekil 1: Yara iyilesmesi evrelerinin siire¢c semast

2.3.1. Hemostaz

Doku yaralanmasmin ardindan kan damarlarinin yapisinda bozulmayla kanama
meydana gelir. Yaralanmaya ilk cevap hemostazdir (60). Travma sonrast meydana gelen
kanamayla dakikalar igerisinde katekolamin salgilanmasi, gecici vazokonstriiksiyona
neden olur. Sempatik sisteme bagl olarak aciga cikan lokal noradrenalin en 6nemli
vazoaktif amindir ayrica bolgeye komsu hiicreler prostoglandin salgilarlar (61).
Haegemann (faktor XII) faktoriin aktivasyonuyla beraber kompleman, plazminojen,

kinin ve pihtilagsma kaskadlar1 baglatilir (2).
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Damar yapisinda meydana gelen hasarla, bu evrede temel rol oynayan trombositler,
damar duvarindaki ekstraselliiler matriks tarafindan aktive edilir. Trombosit adhezyonu

ve agregasyonuyla ile beraber piht1 formasyonu baslar (62- 64).

Koagiilasyon asamalar1 intrensek ve ekstrensek yollardan olusmustur (65).

INTRENSEK YOL EKSTRENSEK YOL

PL.Ca \mﬁ"‘\
X VI, V1T
lDDk_Ll falkctteid (T
"‘HI'T"'"HI_;/—\ /ﬁm\

b l

I

Protrombin

Tmiﬁbi.n
e

L

Fibrinojen Fibrin kimes
(Mumusak pihin)
X1 —2— _‘{HIE—*l

apraz bad: pihi
(Sertpihit)

Sekil 2: Pihtilagsmada ekstrensek ve intrensek yollar (66)

Trombositler, pihti olusumunda kemotaktik faktorlerin salgilanmasindaki roliiniin
yaninda makrofaj, notrofil ve fibroblastlar1 hasar bolgesine c¢eken cesitli biiyiime
faktorleri ve sitokin salgilanmasini da uyararak, yara iyilesmesinin sonraki evrelerinin
gerceklesmesine ortam hazirlar (67, 68). Trombositlerin, FBF, TKBF, EBF salgisi

sayesinde fibroblast ve diger mezenkimal hiicrelerin etkinligi baglatilmis olur (69, 70).
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/(::> Endotelial ::> Vazokonstriksiyon VAskiiler FAZ
mediatorler
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Doku Plazma E>
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faktorii faktorleri oy

Sekil 3: Hemostaz mekanizmasinin sematik gosterimi

2.3.2. Enflamasyon

Doku hasarindan hemen sonra baslayan gecici vazokonstriiksiyon hemostaz saglaninca
son bulur. Sonrasida histamin Onciiliigiinde kininler, prostoglandinler ve 16kotrienlerin
mediatorliigiinii  yaptig1 uzun siireli bir vazodilatasyon donemi baglar. Boylece
enflamasyonun bes klinik belirtisi ortaya ¢ikar. Yaralanmanin erken doneminde lokal
vazodilatasyon, kan ve diger sivilarin ekstravaskiiler bosluga gecisi, lenfatik drenaj
blokaji gibi cesitli nedenlerde kizariklik, sislik ve sicaklik artigi gibi iltihabin baslica
belirtileri meydana gelir (71).

Enflamasyona yanit olarak bolgeye hiicre go¢ii baslar. Kemotaktik uyarilarla bolgeye
ilk gelen hiicreler nétrofillerdir. Zaman gectikce notrofillerin sayis1  diiserken,

makrofajlarin sayist artar (72, 73).
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Resim 6: Yara iyilesmesinin enflamatuar fazi (67, 74)

Notrofillerin bolgeye gocili, makrofajlardan salinan TKBF, TNF-a, IL-1 ve IL-6
sayesinde olur. Notrofillerin baslica gorevi yara bolgesindeki yabanci maddeleri ve 6lii
doku hiicrelerini fagosite etmektir (75, 76). Yara iyilesmesinin ikinci ve ii¢lincii
giinlerinden sonra notrofillerin sayist diiserken monositler doku bosluklarina go¢ ederek
birtakim degisikliklerle makrofajlara doniisiirler. Makrofajlar iigiincii ve besinci
giinlerde hakim hiicre grubu olup enflamatuar reaksiyonun en Onemli
diizenleyecisidirler. Ayrica TBF-a,, TBE-1, TKBF, IBF-I ve II, TNF-a ve IL-1 gibi bir
dizi biiylime faktorii ve sitokini ortaya c¢ikararak, fibroblast gocii, proliferasyonu ve
kollajen sentezini uyarwlar (1, 77, 78). Makrofajlar, yeni ekstraselliiler matriks
olusumunu uyararak ve trombospondin-1 (TSP-1) ve IL-1B gibi sitokinlerin lokal
tiretimi yoluyla anjiogenez ve fibroplaziyi diizenleyerek erken yara iyilesmesinin tiim

fazlarim etkilerler. Bu fazda goriilen bir diger hiicre grubu ise lenfositlerdir (79).
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2.3.3. Proliferasyon

Yaralanmanin 3-5. giinlerinde baslayan baslayan bu faz yaklasik 3 hafta siirer.
Inflamatuar hiicreler azalirken endotel ve epitel fibroblast hiicrelerin sayis1 artar.
Proliferasyon fazinda, hiicresel aktivite baskindir ve fibroblastlar en Onemli hiicre
grubudur (80). Ortamda bulunan makrofajlar TKBF, TBF-f gibi sitokinleri salgilayarak
fibroblastlar1 aktive eder ve ¢cevre dokulardan yara yerine gelerek burada cogalirlar (77).
Fibroblastlarin iyilesme siirecindeki temel gorevleri yara onarimimi saglamak, bag
dokusunun temel bilesenleri olan kollajen, elastin, retikiilin liflerini sentezlemek ve

proteoglikan iiretmektir (2, 3, 75).

Iyilesme esnasinda meydana gelen graniilasyon dokusunun yapisini; kollajen,
hyaliironik asit ve fibronektinden olusan gevsek yapili bir matrikste bulunan makrofaj
ve fibroblastlar ile yeni kan damarlar1 olusturur (2, 62). Yara bolgesinin etrafinda
keratinositlerin diferansiyasyonu ile reepitelizasyon baslar. Keratinositlerin hasarli
bolgeye gelip cogalmasmi EBF, keratinosit biiyiime faktorii (KBF), FBF 1-2-7 ve IBF
saglar. Bunun yani sira keratinositler de TBF-a, TBF-3, EBF, TKBF ve TNF gibi
sitokinleri salgilayarak hem kendilerinin hem de diger hiicre gruplarmin gelisimini

saglarlar. Keratinositlerin migrasyonu mukozada bariyer olusana dek siirer (55, 81).
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Resim 7: Yara iyilesmesinin proliferasyon fazi (67, 74)

Fibroblastlarin yarali dokuya gelmesiyle kollajen sentezi baglar. Fibroblastlar i¢in
baglica sinyaller olan TKBF, FBF, tiimor biiyiime faktorii (TBF-8), trombositler ve
makrofajlar tarafindan iiretilir (55, 76). Myofibroblastlar yara kenarlarini bir araya

cekerek defektin boyutlarini azaltir (82).

Kollajen bag dokusunun temel bileseni olup yara iyilesmesinde 5. ve 7. giinlerde
maksimum seviyeye ulasir. Kollajen sentezi bir¢cok faktore baghdir fakat bunlardan en

onemlisi doku ve dolagim oksijen basmcidir (83).

Yeni kan damarlar1 olusumu anlamina gelen anjiogenez asamasinin en dnemli hiicreleri
endotellerdir. Azalmis oksijen basinci, laktat artist ve pH degerinin diisilk olmasi
anjiogenezi uyarwr (84-86). Damar endotel kaynakli biiyiime faktorii (DEKBF),

anjiogenezisi baslatan en dnemli anjiopoetindir (87).
2.3.4. Maturasyon (Remodelling)

Yara iyilesmesinin son evresi olan matiirasyon, birka¢ hafta icinde baslar ve aylarca
devam edebilir. Kollajenin agiga cikmasiyla yara yeri sekillenir. Yaranin metabolik

ihtiyac1 azaldikga, hiicreden ve vaskiilarizasyondan yogun olan doku, skar dokusuyla
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yer degistirir (60). Iyilesmenin erken evresinde olusan organize olmamus jel6z yapili tip
III kollajen yerini tipl kollajene birakir. Kollajen yikimi, makrofajlarin salgiladigi
matriks metalloproteinazlar (MMP), fibroblast ve graniilositler tarafindan gerceklesir (1,
2, 3, 64). Kollajen bu yapim/yikim dongiisiiyle reorganize olur ve yapisindaki capraz
baglarla sabitlik ve saglamlik kazanir. Olusan skar dokusunun zamanla gerilim giicii
artar. Yaranin gerilim giicii kollajen sayis1 ve niteligiyle paralellik gosterir, fakat skar

dokusunun gerilim giicii higbir zaman saglikli dokunun %80’ini ge¢mez (3, 84, 88).
2.4. Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

Yara bolgesinin %100 rejenerasyonu saglanamasa bile genellikle fonksiyonel, estetik
kayip olmadan iyilesmesi miimkiindiir fakat bu iyilesmede bireyin sistemik durumundan

yara bolgesindeki lokal sartlara bircok faktor rol oynamaktadir (89).

Tablo 1: Yara iyilesmesini etkileyen faktorler (2, 3, 4, 75).

SISTEMIK FAKTORLER LOKAL FAKTORLER
Beslenme Oksijen diizeyi
Dolasim bozukluklar: Vaskiiler bozukluklar ve doku iskemisi
Kalitsal hastahklar Uygun olmayan cerrahi teknikler
Hormonlar Lokal enfeksiyon
Biiyiime faktorleri Yabanci cisim ile kontaminasyon
Yas Yara hidratasyonu
Cinsiyet Sicakhk
Menapoz Kronik radyasyon
Irk Uygun olmayan siitur ve siitur islemleri
Kronik hastaliklar Kronik travma
flaclar Yara bolgesinde hematom
Sigara kullamim Yaranin erken mobilizasyonu
Nekrotik dokularin yetersiz debridmani
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Yara iyilesmesinde beslenmenin rolii

Yara iyilesmesini etkileyen faktorler bircok arastirmaya konu olmustur. Ornegin; Altan
A’nin 2015 yilinda yaptig1 arastirmada kantaronun diabetik ratlardaki agiz mukozasi
yara iyilesmesine etkisi incelenmistir. Sonucglara gore topikal kantaron uygulamasinin
yara iyilesmesinin 7. ve 10. giinlerde yara iyilesmesine katkis1 olumlu yondedir (90).
Ayrica 2013 yilinda Bulut U, deneysel kiint karaciger travmasi olusturulan ratlarda,
arjinin, glutamin ve HMB beslenme {iriiniiniin doku iyilesmesine etkisini arastirmus,
karaciger enzimlerinin degerlerinde, Bcl-2’de diisiis, Ki-67 ve bax degerlerinde ise artis
goriilmiistiir. Bu bulgular 151ginda bu besin {iriinii kombinasyonunun karaciger
tyilesmesini hizlandirdig1 diistiniilmiistiir (91). Akbas S tarafindan, 2013 yilinda
yapilan bir arastirmada da glutaminin travmatik oral mukoza lezyonuna iyilesme
izerine etkisine bakilmistir. Enteral, parenteral ve topikal uygulamanin kiyaslandigi
caligmada parenteral yoldan verilen glutaminin digerlerinden daha i1yi sonu¢ verdigi
gosterilmistir (92). Kussabi ve arkadaslar1 2014 yilinda; arjinin, glutamin ve HMB
kombinasyonuyla hazirlanan beslenme iiriiniinii, kolon anastomozu olan deneysel
ratlarda iyilesme potansiyelini degerlendirmislerdir. Elde edilen sonuglara gore post
operatif beslenme destegi verilen ratlarda doku hidroksiprolin diizeyi daha yiiksek

bulunmus ve patlama basinci iizerine de pozitif etkili oldugu gosterilmistir (93).
2.5. Arjinin

Arjinin, viicutta bircok Onemli metabolik yolakta rol alan, Ozellikle yara iyilesmesi
siirecindeki hastalar ve c¢ocuklarda ihtiyaci artan yari-esansiyel bir aminoasittir (94).
Bag doku tamirinde rol alan poliaminlerin ve hidroksiprolinin ve daha bircok yerde

kullanilan nitrik oksit molekiiliiniin yapitasidir (95).

Yapilan caligmalarda, nitrojen dengesi veya saglik i¢in gereksinimin iizerinde diyetsel
arjinin desteginin, kemirgenlerde ve insanlarda yara iyilesmesi i¢cin gereken kollajen
birikimini arttirdigi; yara iyilesmesi siirecindeki hastalarda, agirlik kaybint 6nemli

derecede azalttig1 ve immiinomodiilator etkisi oldugu saptanmustir (96).
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Sekil 4: Arjininin molekiil yapisi

2.6. Glutamin

Glutamin, kanda en ¢ok bulunan, viicuttaki serbest aminoasit havuzunun %50’ sini
olusturan, cogunlugu iskelet kasinda olmak iizere kalani da karacigerde bulunan

durumsal esansiyel, ndtral aminoasittir (97).

O O

HO NH,
NH.

Sekil 5: Glutamin molekiiler yapisi

Glutamin, kandaki serbest amonyum ve glutamat prekiirsorii olmak iizere iki amin
grubu igerir. Glutamin, protein sentezinin en 6nemli komponenti olmasmin yaninda,
piirin ve pirimidin sentezinde dolayisiyla niikleik asit yapiminda gorev alir (98, 99).
Glutamin sentezi esnasinda agiga c¢ikan glutatyon molekiilii, viicuttaki en Onemli

antioksidanlardan biridir ve hiicreleri oksidatif hasara karsi korur (100).
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Sekil 6: Glutamin sentezi (100)

Glutamin 6nemli bir enerji kaynagi olup bu amacgla da sik¢a kullanilmaktadir. Siirekli
boliinen hiicreler i¢in 1yi bir metabolik yakittir (94). Yeterli glutamin varliginda, hiicre
proliferasyonu, biiyiime ve gelisimi prolifere olurken, ortamdaki glutamin azsa
fibroblastlarin biiyiimesi yavaslamaktadir (98). Hiicrelerin biiyiimesi, cogalmasi ve
biitlinliigiiniin korunmasinin yaninda immiinolojik destek saglar. Aktive makrofajlarda,
indiiklenebilir nitrik oksit sentetaz iiretimi patojenlerin 6ldiiriilmesi i¢in ¢ok gerekli bir

olaydir ve glutamin bagimhdir (101).

Glutamin kaslarda hizli bir sekilde iiretilirken, metabolize oldugu yer bagirsaklardir.
Bagirsak epitelinin oksidatif yakitidir ve kas depolar1 gerekli glutamin i¢in direk
kaynaktir. Normal durumda veya stres durumunda bagirsak yapisinin biitiinliigiiniin
korunmasini saglar (99). Ayrica yaralanma sonrasi veya stres durumlarinda 1s1 sok
proteinin rolii dnemlidir ve bu protein glutamin yoklugunda hiicresel apoptozda artisa
yol acar. Glutamin, 1s1 sok protein salgisina neden olur ve inflamatuar sitokinlerin

ekspresyonu azalir (102).
2.7. HMB

HMB, esansiyel aminoasitlerden olan 16sinin aktif bir metabolitidir ve transaminasyon
iiriinii olan beta-ketoizokaproat (beta-KIC) tarafindan metabolize edilmektedir (16).

HMB insanlar ve hayvanlarda endojen olarak diisiik miktarda sentez edilmektedir (17).
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HMB’nin immiin sistem, meme bezleri ve kas iizerine etkisi vardir (103).

Kas kiitlesini artirmak ve yogun egzersizde kaslarin hasar gormesini azaltmak i¢in uzun
zamandir spor hekimliginde ve viicut gelistirmede kullanillan HMB’nin, kasektik
farelerle yapilan bir ¢caliymada, protein sentezini arttirdigi ve protein yikimini azalttigl
bulunmustur. HMB, bu proteoliz engelleyici etkisini proteozom-proteolitik yolagini
inhibe ederek/zayiflatarak ve bu yolakta bir tiimdr iiriinii olan ve bu yolagi aktive eden
proteolizisi indiikleyen faktor (PIEF) salinimimi inhibe ederek gostermektedir. Bir PIEF
inhibitorii olan eikozapentoenoik asit (EPA), etkisi tam olarak bilinmemekle beraber
hiicre membraninda bulunan fosfolipidlerden, arasidonik asit ve metaboliti olan 15-
hidroksieikazotetraenoikasit (15-HETE) salinimin1 azaltmaktadir. Bunlar inflamasyonda
cok Onemli molekiiller olup proteazom ekspresyonunu arttirarak protein yikimini

azaltirlar (97).

HMB’nin en onemli etkisinin, iskelet kas1 igerisinde, de novo kolesterol sentezi icin
substrat kullanimini arttirmasi olarak bilinmektedir. Kas hiicrelerinde kolesterol,
membran stabilitesi agisindan 6nemli rol oynamaktadir. Kas hiicresinde yeterli miktarda
kolesterol iiretimi, membranin dayanikliligini artirmaktadir. HMB’nin biiytik bir orani,
kolesterol sentezinde substrat olarak kullanilan 3-hidroksi-3-metil- glutamil-CoA

(HMG-CoA)’nm yapisinda yer almakta ve kolesterol sentezini arttirmaktadir (103).
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Sekil 7: Losin, a-KIC ve HMB’nin metabolizmasi (103)

Insanlar ve deney hayvanlar1 iizerinde yapilan birkac arastirma, HMB’ nin kas hasarini
ve kas yikimini en aza indirerek; iskelet kaslar1 lizerinde antikatabolik etkisi oldugunu
gostermektedir (16, 96). HMB’nin kas protein yikimini azaltmadaki mekanizmasi tam
olarak aydinlatilamamis olsa da; HMB’nin arjinin ve glutaminden bagimsiz olarak

kaslarda etkili oldugu diisiiniilmektedir (96).
2.8. l-arjinin, I-glutamin ve HMB icerikli beslenme iiriinii (abound)

Calismamizda deney grubuna verdigimiz beslenme iiriiniiniin icerigini temel olarak
aminoasitler, yaglar, karbonhitratlar ve mineraller olusturmaktadir. Bu iiriin piyasada
degisik agirliklarda turuncu renkli posetlerde ve 6zel tibbi amacgli beslenme iiriinii
olarak bulunmaktadir. Giinliik beslenmeye ek, giinde iki poset tiiketilmesi tavsiye edilir.
Uriin graniiler iceriklidir ve suyla karistirilip, icilerek tiiketilir. Yiiz gramlik abound
iceriginde; 61.7¢g protein, 30.8g l-arjinin ve 1- glutamin, 5.4g HMB, 27.1¢g karbonhidrat,
4.6g seker, 0.10g yag ve doymus yaglar, 896mg kalsiyum ve mineraller bulunmaktadir.
Bir poseti 24g agirhgindadir ve tiiketildiginde 89kcal enerji saglar (104).



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Cahsma Dizayni

Agirliklar: 250 — 350 g arasinda degisen toplam 40 adet Wistar Albino cinsi erkek ratla
caligmaya baslanmis fakat hayvanlardan 4’ii anestezi sonrasi ex oldugu i¢in ¢alisma 36
ratla tamamlanmistir. Otuz alt1 rat, su ve yiyecege serbest bir sekilde ulasabilecekleri
standart metal kafeslerde, normal oda sicakliginda, 12 saat aydinlik-karanlik dongiisiiyle

otomatize edilmis odada deneysel calisma boyunca muhafaza edilmistir.

Calismamiz  Erciyes Universitesi Hayvan Arastrmalar1 Etik Kurulu tarafindan
onaylanmis olup (27.07.2016.TS.06.KN.13/87) Helsinki Hayvan ve Insan Arastirmalar1

Uygulama Prensipleri' ne uygun olarak gerceklestirilmistir.

Hayvanlar deney ve kontrol grubu olarak rastgele iki ana gruba ayrilmis ve bu gruplar

alt gruplara boliinmiistiir:
1)Deney grubu (abound verilen)
a)3. Giin sakrifiye edilenler

b)7. Giin sakrifiye edilenler
2)Kontrol grubu

a)3. Giin sakrifiye edilenler

b)7. Giin sakrifiye edilenler
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Deney BASLANGIC Kontrol

Grubu Grubu

-

Sekil 8: Calismanin sematizasyonu

3.2. Hayvanlarin anestezisi ve damakta yara yeri olusturulmasi

Genel klinik muayenesi tamamlanan ve saghkli olan ratlar ¢caligma gruplarina dahil
edilerek operasyon hazirliklar: tamamlandi. Operasyon hazirlig1 tamamlanan ratlar 0.02
mg/kg intramuskuler (IM) dozunda atropin ile premedikasyona alindi. Premedikasyon
uygulamasindan yaklasik bes dakika sonra ksilazin (6 mg/kg) ve ketamin (80 mg/kg)
anestezi kombinasyonu ayni enjektore gekilip intraperitonal (IP) yolla biitiin hayvanlar

genel anesteziye alindi.

Genel anestezi altinda hayvanlar uygun ve standart pozisyona alinip agizlar1 padan
yardimu ile agildi. Agiz acilmasi ile aciga ¢ikan damak bdlgesinin sagindan birinci
molar dislerinin apikal yiiziinden 1 mm uzakliginda dis etinden 3 mm capinda
disposible punch biyopsi materyali yardimi ile doku Ornegi alinarak acik yara
olusturuldu. Yara olusturulan bodlgede kanama kontrolii yapilarak hayvanlarin

anesteziden uyanmalar1 beklendi.
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Resim 8: Cerrahi isleme hazirlik agamasi

3.3. Beslenme soliisyonu hazirlanmasi ve gavaj yoluyla verilmesi

Cerrahi islem yapilan ve anesteziden uyanan hayvanlar operasyon sonrasi bakim igin,
metal kafeslerine konularak otomatize edilmis odalara alindi. Deney grubundaki
yaklasik 250-300g agirhigindaki 18 rata, sabah 09:00 ve aksam 17:00 saatlerinde olmak
izere giinde 2 kez 75mg abound tozu 10ml salinle diliie edilerek soliisyon seklinde
gavaj yoluyla verildi. Kontrol grubundaki hayvanlara ise herhangi bir uygulama

yapilmadi. Her iki grubunda rutin olarak giinliik beslenmelerine devam edildi.
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Resim 9: Abound iceren soliisyonun gavaj yoluyla verilmesi

3.4. 3. Giin ve 7. Giin Sakrifikasyon

Giinliik beslenme ve bakimlari yapilan otuz alti rattan, 3. giin deney ve kontrol
gruplarindan 9’ar tanesine genel anestezi altinda servikal dislokasyonla fiziksel 6tenazi
uygulandi. Hayvanlarin iist damagi diseke edilerek ayrildi ve punchla olusturulan yara
bolgesi ¢cevresinden sagliklt dokuyu da kapsayacak sekilde yumusak doku alani ¢ikarilip
%10’luk formaldehit iceren soliisyona konuldu. Ayni islemler 7. giinde de tekrarland:.



Resim 11: Calisma bolgesinin ayrilmasi
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Resim 13: 3. giinde deney ve kontrol gruplarinin ayrilmasi
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3.5. Histolojik Metodlar
3.5.1. Histolojik Doku Takip Yontemi

Calismada kullanilan deneklerin hayatlarmma son verildikten sonra yara bdlgesinin
bulundugu damak dokular: tespit islemi i¢in %10’luk formaldehit i¢ine alindi. Tespit
soliisyonunda 72 saat bekleyen dokular dekalsifikasyon islemine tabi tutulduktan sonra
akan musluk suyunda yikandi ve dereceli alkol serilerinden gegirilerek ksilol ile
seffaflandirildiktan sonra parafine gomiildii ve bloklama yapildi. Rutin histolojik doku

hazirlama metodu tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 2: Doku hazirlama metodu

Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire

1 %4 Formaldehid 72 saat 8 Absolii Alkol 1 saat

2 Musluk suyu 1 gece 9 Absolii Alkol 1 saat

3 %50 Alkol 1 saat 10 Ksilen 20 dakika
4 %70 Alkol 1 saat 11 Ksilen 20 dakika
5 %80 Alkol 1 saat 12 Ksilen 20 dakika
6 %96 Alkol 1 saat 13 Eriyik parafin (60°C) | 1 gece

7 Absolii Alkol 1 saat 14 Bloklama

Calismada, yara bolgelerinin bulundugu damak dokularindan aliman 5 pm’luk kesitler
polilizin kapli lamlara alindi. Hazirlanan lamlar standart histolojik takip yOntemi
kullanilarak ksilol ile parafini uzaklastirildi ve dereceli alkol (%100, %96, %80, %70,
%350) serilerinden gegirilip suda yikandi. Genel histolojik yapinin belirlenmesi amaciyla
kesitler Hematoksilen-Eosin (HE) veya Masson-Trichrom (MT) ile boyanarak once
artan alkol serilerinden daha sonra ksilolden gecirildi ve entellan kullanilarak lamel
yardimiyla kapatildi. HE ve MT boyama teknikleri tablo 3 ve tablo 4’de ayrintili sekilde

verilmistir.



Tablo 3: HE Boyama Yontemi
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Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire
1 Ksilen-I 15 dk 12 Akarsu 10 dk
2 Ksilen-II 15 dk 13 %50 Alkol 10 dk
3 Absolii Alkol 10 dk 14 %70 Alkol 10 dk
4 %96 Alkol 10 dk 15 %80 Alkol 10 dk
5 %80 Alkol 10 dk 16 %96 Alkol 10 dk
6 %70 Alkol 10 dk 17 Absolii Alkol 10 dk
7 %50 Alkol 10 dk 18 Absolii Alkol 10 dk
8 Akarsu 10 dk 19 Ksilen-I 15 dk
9 Hematoksilen 7 dk 20 Ksilen-II 15 dk
10 Akarsu 5dk 21 Kapatma
11 Eozin 5dk

Tablo 4: MT Boyama Y 6ntemi
Sira | Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire
1 Etiiv (60 °C) 1 saat 16 Distile Su 5 dakika
2 Ksilen I 10 dakika 17 Fosfomolibdik asit 5 dakika
3 Ksilen IT 10 dakika 18 Anilin blue soliisyonu 2-5 dakika
4 Ksilen III 10 dakika 19 Distile Su 5 dakika
5 Absolu Alkol 1 5 dakika 20 %]1’1ik asetik asit 2 dakika
6 Absolu Alkol IT 5 dakika 21 Distile Su 5 dakika
7 %96 Alkol 5 dakika 22 %50 Alkol 2 dakika
8 %70 Alkol 5 dakika 23 %70 Alkol 2 dakika
9 %50 Alkol 5 dakika 24 %96 Alkol 2 dakika
10 Akarsu 2 dakika 25 Absolu Alkol 1 10 dakika
11 Hematoksilen 5-8 dakika 26 Absolu Alkol IT 10 dakika
12 Akarsu 5 dakika 27 Ksilen I 20 dakika
13 Asit alkol 30 saniye 28 Ksilen IT 20 dakika
14 Akarsu 5 dakika 29 Ksilen III 20 dakika
15 Asit fuksin 1-2 dakika 30 Kapatma
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3.5.2.immiinohistokimya Boyama Yontemi

Immiinohistokimyasal (IHK) yontem, ozgiil antijenik saptama ozelligine sahip bir
belirleyicinin, hiicrelerin yiizeyine baglanmasi temeline dayanmaktadir. Calismanm bu
boliimiinde, deneyin 3. ve 7. giinlerinde yara bolgesinde biiyliyen epitelyal dildeki
cogalan keratinositler icin bir belirte¢ olarak CK 6; epidermal kok hiicrelerinin
belirlenmesi i¢in CK15 ekspresyonu immunohistokimyasal olarak gosterildi. THK
boyamada streptavidin-biotin kiti kullanilarak avidin-biotin peroksidaz yOntemi
uygulandi. {HK boyama icin poli-lizinli lamlara alinan 5 um kalinhgmndaki kesitler
kullanildi. Parafin bloklardan alinan kesitler 60°C etiivde 1 saat bekletildikten sonra 15
dakika ksilolde deparafinize edilip ardindan derecesi giderek azalan %99, %96 ve
%70’1ik alkol serilerinin her birinde 5’er dakika tutularak dehidrate edildi ve 10 dakika
distile suda bekletildi. Daha sonra antijen geri kazanimi i¢cin %5’lik sitrat tamponu ile
mikrodalga firmda 600W’de 5 dakika kaynatilan kesitler PBS ile tekrar yikanarak
endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in 10 dakika %3 hidrojen peroksit (H,0O,)
ile muamele edildi. Bundan sonraki asamalar i¢cin boyama kiti (Thermo Scientific)
kullanildi. Kalan islemler dokularin kurumasini nemli ortam olusturarak Onleyen
chamber icerisinde gerceklestirildi. Kullanilan her bir soliisyon dokunun iizerini
tamamen kapatacak sekilde uygulandi. Tekrar PBS ile yikanan kesitlere antijenik
alanlarin disinda kalan bdolgelerin kapatilmasmi saglamak icin oda sicakliginda 10
dakika Blok serum uygulandi. Preparatlardaki dokularm iizerine CK6 (abcam
abl115974) ve CKI15 (invitrogen MAS-11344)  primer antikorlar1 damlatilarak
buzdolabinda bir gece inkiibe edildi. Negatif kontrol olarak, primer antikor yerine PBS
kullanildi. Yikama isleminden sonra kesitler biotinli-sekonder antikor ile 15 dakika
inkiibe edildi ve ardindan yikama islemi tekrarlandi. Daha sonra streptavidin peroksidaz
ile 15 dakika muamele edilen kesitler yikanarak immunreaktiviteleri goriiniir hale
getirmek icin diaminobenzidin (DAB) (Thermo Scientific) dzelligi gdsteren substrat ile
5 dakika muamele edildi. Daha sonra kesitler distile su ile yikandi ve artan alkol
serilerinde 5’er dakika bekletilerek ksilolde 15 dakika tutulup dokular entellan ile hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde kapatild.
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3.5.3.TUNEL boyama metodu

Deney sonunda elde edilen dokulara ait tiim kesitlerde apopitotik hiicreleri belirlemek
icin terminal deoxynucleotide-transferase (TdT)-mediated dUTP nick end labeling
(TUNEL) metodu uygulandi. Boyama islemi i¢in ApopTag® Fluorescein In Situ
Apoptosis Detection Kit (EMD Millipore, Darmstadt, Germany) kullanild1 ve boyama
basamaklar1 kitin prosediiriine gore yapildi. Ozetle, 5 pm kalinhiginda alinan dokular
deparafinize ve ardindan rehidrate (absolii alkol, 96%, 80%, 70%, 60% ve 50%)
edildikten sonra 3 kez PBS ile yikandi. Dokular 15 dk proteinaz K ile inkiibe edildikten
sonra distile su ile yikandi. Ornekler endojen peroksidaz aktivitesini en aza indirmek
icin %3’lik hidrojen peroksit ile 10 dk muamele edildi. PBS ile 3 defa 5’er dakika
yikanan dokular daha sonra kitin icinden ¢ikan TUNEL reaksiyon karigimi ile 37 °C’de
nemli ve karanlik ortamda 1 saat inkiibe edildi. Niikleuslarin goriinmesi i¢in dokulara
4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ile zit boyama yapildi. Biitiin islemler nem
kamerasi i¢inde gerceklestirildi. Hazirlanan 6rnekler bir fluoresan mikroskop (Olympus
BXS51, Tokyo, Japan) kullanilarak degerlendirildi. TUNEL pozitif apoptotik hiicre
sayisim1 degerlendirebilmek icin her dokuda yara bdlgesinde yer alan ve biiyiiyen
epitelyal dilden 40X objektifte fotograf alindi. Immunofluoresan boyama prosediirii
sonrasi, elde edilen dokularda Image J software programu kullanilarak sadece biiyiiyen
epitelyal dildeki TUNEL pozitif boyanan apoptotik hiicreler sayildi. Alinan veriler

dogrultusunda istatistiksel analiz yapild1.
3.6. Histomorfometrik incelemeler
3.6.1. HE ve MT boyamada histomorfometrik incelemeler

HE ile boyanan kesitlerde, histomorfometrik olarak yara bolgesinde biiyiiyen epitelyal
dilin uzunlugu ve yara bolgesinde her iki taraftan uzanan epitelyal diller arasimdaki
mesafe Ol¢iildii. Bunun i¢in her bir denekten alinan doku Orneklerinde yara bolgesinde
biiyliyen epitelyal dilden 20X’de fotograflar ¢ekildi. Image J software (ImageJ, National
Institute of Health, USA) programinda g¢ekilen fotograflar tizerinde her bir denek icin
ayr1 ayr1 epitelyal dilin uzunlugu hesaplandi. Yara bolgesinde epitelyal diller arasindaki
mesafelerin hesaplanmas: i¢cin ise 4X’de c¢ekilen fotograflar kullanildi. Elde edilen

sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildi.
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MT ile boyanan kesitlerde, Image J software programi kullanilarak x20’de yara
bolgesinde yeni sekillenen epitelyal dilin hemen distalinde uzanan kollajen liflerden

zengin bag dokusu alanlarmm pum?® de kapladigi alan hesaplandi.
3.6.2.1IHK boyamalarda histomorfometrik incelemeler

Bunun i¢in deneklerden alman CK6 ve CKI15 primer antikoru kullanilarak yapilan
immun boyama metodunu uyguladigimiz kesitlerin yara bdolgesi incelendi. Isik
mikroskobunda, deneklere ait her bir kesitin yara bolgesinde bulunan epitelyal dillerden
20X biiyiitmede fotograflar ¢ekildi. Cekilen fotograflarda Image J software programi
kullanilarak reepitelizasyon bolgesinde tiim epitelyal katmanda CK6 immiinreaktivite
yogunluklar1 hesaplanirken, bazaldeki 2-3 swa hiicre tabakasinda ise CKI15

immiinreaktivite yogunluklar1 hesaplandi ve sonuglar kaydedildi.
3.6.3.TUNEL boyamalarda histomorfometrik incelemeler

Apoptozisin belirlenmesi i¢cin TUNEL metodunun uygulandigi preparatlar kullanildi.
TUNEL+ reaksiyon gosteren apoptotik hiicreler yeni sekillenen epitelyal dilde incelendi
ve + hiicreler sayildi. Yara bolgesinde ve sekillenen epitelyal dilin bulundugu bolgeden
40x’lik biliylitmede alinan flouresan goriintillerde Image J software programi

kullanilarak pozitif hiicreler sayild.
3.7.Istatiksel Analiz

Hayvanlar beslenme iiriinii uygulamasina gore iki gruba ayrilmistir. Birinci grubu (test
grubu) beslenme iiriinii uygulanan hayvanlar, ikinci grubu (kontrol grubu) ise beslenme
iriini uygulanmayan hayvanlar olusturmaktadir. Hayvanlar kendi iglerinde de
sakrifikasyon giinlerine gore 3. giinde ve 7. giinde sakrifiye edilenler seklinde 2‘ye
ayrilmistir. Verilerin normal dagilip dagilmadigi Kolmogorov Smirnov normal dagilim
testi ile degerlendirilmistir. Normal dagilan veriler tek yonli Varyans Analiz’i (One
Way Anova), normal dagilmayanlar ise Kruskal Wallis h testi uygulanmistir. Post-hoc
test olarak LSD (Least Significant Difference) uygulanmistir. Tim istatistiksel
analizlerde giiven araligt %95 olarak belirlenmistir. Istatistiksel analizler, SPSS
Stattistic 22 (IBM, Amerika Birlesik Devletleri) paket program kullanilarak
gerceklestirilmistir. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.



4.BULGULAR

4.1.Isik Mikroskobu Bulgular

Calismada, oral yara onarmminda l-arjinin, I-glutamin ve HMB igerikli beslenme
Uriiniiniin roliinii arastirdik. L-arjinin, l-glutamin ve HMB igerikli beslenme iiriiniiniin
yara iyilesmesi siireci lizerine olasi etkilerini belirlemek icin HE ve MT boyama
metodlar1 kullanildi. HE ile boyanan kesitlerde yara morfolojisi degerlendirilirken, MT
ile boyanan kesitler kollajen birikimini gostermek icin kullanildi. HE boyamada, yara
bolgesi epidermis, subkiitan ve kas katmanlarinin bozulmasi ile kolaylikla ayirt
edilmekteydi. Resim 14’de, erken (3) ve gec (7) evrelere ait l-arjinin, l-glutamin ve
HMB icerikli beslenme iiriinii uygulanmayan kontrol gruplari ile uygulanan deney
gruplarma ait yara bolgeleri gosterilmistir. Kontrol grubu 3. giine ait, yara bolgesinde
epitelyal dokunun tam olarak yara yatagim kapatmadigi gozlenirken, deney grubu 3.
giine ait, yara bolgesinde kontrol grubunda oldugu gibi yara bolgesinin tam olarak
kapanmadig1 ancak yara yatagi lizerinde iki yonden uzanan epitelyal dokunun daha
uzun oldugu gozlendi. Bu grupta uygulanan beslenme iiriiniiniin reepitelizasyonu
hizlandirdigim1 gosterdi. Kontrol grubu 7. giine ait, yara bolgesinde yara yatagi iizerinde
epitelyal doku tam olarak yara yatagimi ortmemisti. Ancak yara yatagi iizerinde uzanan
epitelyal dilin kontrol 3. giine gére daha uzun oldugu goriildii. Deney grubu 7. giine ait,
yara bolgesinde tiim diger gruplara gore yaranin ylizeyinde tekrar epitelize olan
dokunun daha belirgin ve daha uzun oldugu gozlendi. Dahasi, baz1 deneklerde yara

bolgesi belirgin epitel hiperplazisine sahipti ve tamamen kapanmusti.

Histolojik analizlerle kontrol grubu 3. ve 7. giinlere ait tiim ratlarda yara bolgesinin tam
kapanmadig1 ve yara yerinin beslenme iriinii uygulanan ratlara gére daha belirgin

derecede ve daha biiyiik oldugunu gozledik. Sonuclar, l-arjinin, l-glutamin ve HMB
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icerikli beslenme iiriiniiniin yara onartmi swrasinda  bu topikal mukozada

reepitelizasyonu arttirarak basaril bir sekilde toparlanma sagladigini gosterdi (Tablo 5).

Istatistiksel olarak bakildiginda yara dilleri uzunluklar arasinda istatistiksel anlaml1 fark
gozlenmistir. Kontrol grubunda 3. giin yara dili uzunlugu istatistiksel olarak anlaml
sekilde 7. giin degerlerinden daha diisiiktiir. Deney grubunda ise 3. giin ile 7. giin
arasinda istatiksel anlamli fark gozlenmemistir. Deney grubunun 3. giin yara dili
uzunlugu kontrol grubunun hem 3. giin hem de 7. giin yara dili uzunluklarindan daha

yiiksektir.

Yara dilleri arasindaki mesafe degerlendirildiginde yine gruplar arasinda istatistiksel
anlamh fark gozlenmektedir (p<0.001). Kontrol grubu 3. giin yara dilleri arasinda
mesafe istatiksel olarak anlamli sekilde kontrol grubu 7. giin degerlerinden daha
yiiksektir. Deney grubunda ise 3. ve 7. giinler arasinda istatistiksel anlamli fark
gozlenmemektedir. Ayrica deney grubu 3. giin yara dilleri arasindaki mesafe ile kontrol
grubu 7. giin yara dilleri arasindaki mesafe de istatistiksel olarak birbirinden farkli
degildir.

MT ile boyanan kesitlerde, kontrol ve deney gruplar1 arasmnda kollajen birikimi
acisindan karsilastirma yapildi ve degerlendirildi. Hem kontrol hem de deney
gruplarinda, yeni olusan epitelyal dilin hemen distalinde oldukca hiicresel hale
getirilmis graniilasyon dokusu organize olmus ve bag dokusu hiicrelerinden olusuyordu.
Calismada MT ile aywrt edilen ve kollajen liflerden olusan bag dokusu alanlarinin me
de kapladig1 alan hesaplandi (tablo 5). Istatiktiksel olarak incelendiginde mikron metre
kare basina diisen kollajen miktarlar: istatiksel olarak anlamli sekilde farklidir. Kontrol
grubu 3. giin kollajen miktar1 anlamli sekilde hem deney 3. giin hem kontrol ve deney 7.
giin degerlerinden daha diisiiktiir. Deney grubu 3. ve 7. giinler arasinda istatiksel

anlamli fark gozlenmemistir.



Tablo 5: Isik mikroskobu bulgularinin karsilastiriimasi
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Kontrol 3.giin | Kontrol 7.giin | Deney Deney 7.giin | P degeri
3. giin
Dil uzunlugu | 1080.1+421* | 2152.04272° |2890.84371° |3120.92390° | <0.001
um’ 296.65444% | 34624249  |337.70+58° | 364.94475° | 0.039
kollagen
miktarlar
Yara dilleri | 48371238 | 308.02424°  |266.27444% |199.95+27°¢ | <0.001

Aras1 mesafe

HE ve MT boyama sonuglari, l-arjinin, I-glutamin ve HMB icerikli beslenme iiriinii

uygulamasinin yara kapanma siiresini kisalttigi, kollajen sentezini arttirdigi ve yara

morfolojisini diizelttigini gosterdi. Boylece calismada elde edilen histolojik bulgular, 1-

arjinin, l-glutamin ve HMB icerikli beslenme iiriinii uygulamasmin deneysel olarak

gelistirilen yara modelinde bazi histopatolojik yanitlar1 azaltabilecegi ve yara iyilesme

stirecini hizlandirdig1 gosterildi.

Resim 14: Kontrol grubu 3. giin 6rnegi (kirmizi ok yara dilleri aras1 uzakligi gosterirken kare
icine alinmig alanlar 20'lik bityiitmede incelenen alanlar1 gostermektedir)
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Resim 15: Kontrol grubu 3. giin 6rnegi (kirmiz1 cizgiler ile gosterilen alan resim 14'de sol
tarafta goriilen kare kismi igerisindeki yara dilinin uzunlugunun nasil ¢izildigini
gostermektedir)

Resim 16: Kontrol grubu 3. giin 6rnegi (kirmmzi ¢izgiler ile gosterilen alan resim 14°de sag
tarafta goriilen kare kismi igerisindeki yara dilinin uzunlugunun nasil ¢izildigini
gostermektedir)
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Resim 17: Kontrol grubu 3. giin 6rnegi (MT ile boyanmis kesitlerden alinan goriitiilerde yara
dili altinda kalan bolgedeki total bag dokusu alanlar1 1 ve 2 olarak numaralandirilan
kare alanlarda hesaplanmustir)

200 pm

Resim 18: Kontrol grubu 3. giin 6rneginin 1. kare igerisine alinmis alan 6rnekte (resim 17) total
kollajen miktar1 Sl¢iilmiigtiir.
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Resim 19: Kontrol grubu 3. giin 6rneginin 2. kare igerisine alinmis alan 6rnekte (resim 17) total
kollajen miktar1 l¢iilmiistiir.

Resim 20: Kontrol grubu 7. giin 6rnegi (kirmizi ok yara dilleri aras1 uzakligi gosterirken kare
icine alinmig alanlar 20'lik bityiitmede incelenen alanlar1 gostermektedir)
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Resim 21: Kontrol grubu 7. giin 6rneklerinde yara dillerinin goriintiisii (resim 20'de kare
icerisine alinan alanlar)

B s

1

A e Ry =y

Resim 22: Kontrol grubu 7. giin 6rnegi (MT ile boyanmis kesitlerden alinan goriitiilerde yara
dili altinda kalan bolgedeki total bag dokusu alanlari 1 ve 2 olarak numaralandirilan
kare alanlarda hesaplanmigtir)
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Resim 23: Kontrol grubu 7.giin orneklerinde yara dillerinin altinda kalan total bag dokusu
alanlar1 (resim 22'de kare igerisine alinan alanlar)

Resim 24: Deney grubu 3. giin (kirmiz1 ok yara dilleri aras1 uzakligi gosterirken kare icine
alinmus alanlar 20'lik biiyiitmede incelenen alanlar1 gostermektedir)
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Resim 25: Deney grubu 3. giin 6rneklerinde yara dillerinin goriintiisii (resim 24 'de kare
icerisine alinan alanlar)

Resim 26: Deney grubu 3. giin (MT ile boyanmus kesitlerden alinan goriitiilerde yara dili altinda
kalan bolgedeki total bag dokusu alanlar1 1 ve 2 olarak numaralandirilan kare
alanlarda hesaplanmastir)
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Resim 27: Deney grubu 3. giin orneklerinde yara dillerinin altinda kalan total bag dokusu
alanlar1 (resim 26'da kare igerisine alinan alanlar)

Resim 28: Deney grubu 7. giin (yara bolgesinin tamamen epitelize oldugu goriilmektedir)
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Resim 29: Deney grubu 7. giin 6rneklerinde yara dillerinin goriintiisii (resim 28'de kare icerisine
alinan alanlar)

2

Resim 30: Deney grubu 7. giin (MT ile boyanmus kesitlerden alinan goriitiilerde yara dili altinda
kalan bolgedeki total bag dokusu alanlar1 1, 2 ve 3 olarak numaralandirilan kare
alanlarda hesaplanmistir)
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Resim 31: Deney grubu 3. giin orneklerinde yara dillerinin altinda kalan total bag dokusu
alanlar1 (resim 30’da kare icerisine alinan alanlar). Yara dokusu altinda artmis bag
dokusu alanlar1 mavi renkte goriilmektedir.

4.2. Immunohistokimyasal bulgular
4.2.1. CK6

Epidermis tabakasini olusturan keratinositler, spesifik bir belirte¢c olan CK6 immiin
boyama metodu ile gorsellestirildi (resim 15). Deney gruplarina ait yara bolgesinde
yeniden sekillenen epitel bolgesindeki tiim keratinositler CK6 eksprese etmekteydi.
Kantitatif analizler, l-arjinin, 1-glutamin ve HMB icerikli beslenme {iiriinii uygulanan
deney gruplarinda, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, gruplar arasinda istatiksel
anlaml fark oldugu goriilmektedir. Kontrol grubu CK ekspresyonu 3 giinde istatistiksel
olarak anlamli sekilde 7. giinden daha diisiiktiir. Deney grubunda ise 3. ve 7. giin
arasinda anlamh fark olmadigi goriilmektedir. Deney grubu 3.giin CK ekspresyonu
istatistiksel olarak anlamli sekilde kontrol grubu 3. ve 7. giin degerlerinden daha
yiiksektir. Benzer sekilde deney grubu 7. giin degerleri de kontrol grubu 7. giin
degerlerinden daha yiiksektir (tablo 6)

4.2.2. CK15

CKI15, hem deney hem de kontrol gruplarinda ¢ogalan ve yeniden organize olan
epitelyal dilin sekillenmesinden sorumlu epidermal kok hiicrelerinin belirlenmesinde bir
belirte¢ olarak kullanmilmistir (resim 16). Calismada, 6zellikle de epidermisin bazal
membrant iizerine oturan ik birka¢ hiicrede CKI15 belirtecinin  spesifik
immunoreaktivite yogunluklar1 hesaplanmistir. Buna gore, l-arjinin, 1-glutamin ve HMB
icerikli beslenme iiriinii uygulanan deney gruplar1 kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
gruplar arasimnda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goriilmektedir. CK15
ekspresyonu kontrol ve deney grubu 3. giin Orneklerinde 7. giin Orneklerinden
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha disiiktiir. Deney grubu 3. giin CKI15

ekspresyonu kontrol grubu 3. giin degerlerinden anlamli sekilde daha yiiksekken,



49

kontrol grubu 7. giin degerleri ile benzerdir. Deney grubu 7. giin CK15 ekspresyonu

kontrol grubu 7. giin degerlerinden istatistiksel olarak anlaml sekilde daha yiiksektir.

Tablo 6: CK6 ve CK15 ekpresyonunun gruplar arast karsilastiriimasi

Kontrol 3.gtin | Kontrol 7.giin | Deney 3. giin | Deney 7.giin | P degeri
CK15 83.246° 88.4+5" 88244”92044  [<0.001
CK6 82.112" 87.249" 99.9+7° 100.3£12° | 0.030

Resim 32:

Kontrol grubu 3. giin 6rnegi (kirmiziyla gosterilen alan epitel alanini
gostermektedir). Kahverengi alanlar CK6 ekspresyonun yogun oldugu alanlar

gostermektedir.
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Resim 33: Deney grubu 3. giin 6rnegi (kahverengi alanlar CK6 ekspresyonun yogun oldugu
alanlar1 gostermektedir).

Resim 34: Kontrol grubu 7. giin (kirmizi ile sinirlandirilmis alan epitel alan1 gostermektedir)
(kahverengi alanlar CK6 ekspresyonun yogun oldugu alanlar1 gostermektedir)
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Resim 35: Deney grubu 7. giin (kahverengi alanlar CK6 ekspresyonun yogun oldugu alanlar
gostermektedir)

Resim 36: Kontrol grubu 3. giin (kirmiziyla cizilen olan bolgelerde (bazal tabakada) CK15
ekspresyon yogunluklari hesaplanmistir)
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Resim 37: Kontrol grubu 7. giin (ilk 3 sira bazal tabaka hiicrelerinde goriilen CK15 ekspresyonu
daha koyu olarak goriilmektedir)

Resim 38: Deney grubu 3. giin (bazal tabakadaki koyu kisimlar CK15 ekspresyonun yogun
oldugu alanlar1 gostermektedir)
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Resim 39: Deney grubu 7. giin (bazal tabakadaki koyu kisimlar CK15 ekspresyonun yogun
oldugu alanlar1 gostermektedir)

4.3. TUNEL Sonuclan

Deney sonunda elde edilen dokulara ait tiim kesitlerde apopitotik hiicreleri belirlemek
icin TUNEL metodu uygulandi. Deney sonunda immunofluoresan mikroskopta
incelenen preparatlarda TUNEL+ apoptotik hiicreler yesil fluoresan yansima ile ayirt
edildi. Hem l-arjinin, 1-glutamin ve HMB icerikli beslenme iiriinii uygulanan hem de
kontrol gruplarina ait yara bolgesinde yeni sekillenen epitelyal dilde ve altindaki bag
dokusu alanlarinda belirgin apoptotik hiicrelere rastlanmadi. Istatistiksel acidan

degerlendirildiginde gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark olmadig1 goriilmiistiir.
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Resim 40: Kontrol 3. giin tiinel sonuglar1 (immunfloresan boyama, 2 farklh filtreden goriintii
alinmustir. 1. filtrede (TUNEL) sadece tiinel pozitif apoptotik hiicreler yesil floresan
yansima ile kendini gosterirken 2. filtrede (dapi) o alandaki tiim hiicrelerin
cekirdekleri mavi floresan yansima ile gosterilmistir. Merge fotografi 1 ve 2.
filtredeki fotograflar cakistirilarak tek bir goriintii elde edilir). Yesille gosterilen
oklar tiinel pozitif apoptotik hiicreleri gdstermektedir.)

Resim 41: Kontrol 7. giin tiinel sonuglar1 (Immunfloresan boyama, 2 farkli filtreden goriintii
alimmistir. 1. filtrede (TUNEL) sadece TUNEL pozitif apoptotik hiicreler yesil
floresan yansima ile kendini gosterirken 2. filtrede (dapi) o alandakitiim hiicrelerin
cekirdekleri mavi floresan yansima ile gosterilmistir. Merge fotografi 1 ve 2.
filtredeki fotograflar ¢akistirilarak tek bir goriintii elde edilir. Yesille gosterilen oklar
tiinel pozitif apoptotik hiicreleri gostermektedir)

Resim 42: Deney 3. giin TUNEL sonuglar1 (immunfloresan boyama, 2 farkh filtreden goriintii
alinmustir. 1. filtrede (TUNEL) sadece tiinel pozitif apoptotik hiicreler yesil floresan
yansima ile kendini gosterirken 2. filtrede (dapi) o alandaki tiim hiicrelerin
cekirdekleri mavi floresan yansima ile gosterilmistir. Merge fotografi 1 ve 2.
filtredeki fotograflar cakistirilarak tek bir goriintii elde edilir)
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Resim 43: Deney 7. giin sonuglar1 (immunfloresan boyama, 2 farkl: filtreden goriintii alinmustir.
1. filtrede (TUNEL) sadece tiinel pozitif apoptotik hiicreler yesil floresan yansima ile
kendini gosterirken 2. filtrede (dapi) o alandaki tiim hiicrelerin cekirdekleri mavi
floresan yansima ile gosterilmistir. Merge fotografi 1 ve 2. filtredeki fotograflar
cakistirilarak tek bir goriintii elde edilir) Yesille gosterilen oklar TUNEL pozitif
apoptotik hiicreleri gdstermektedir.)

0.5

0.4+

Epitelyal dildeki
TUNEL+ hiicre sayisi

o o ) 0
> 3 > >
e A e A2
Kontrol Deney

Grafik 1: Gruplarin TUNEL sonuglarinin karsilastiriimasi



5. TARTISMA ve SONUC

Yara iyilesmesi, bireyin sistemik faktorleri ve ortam sartlarindan etkilenerek sekillenen
bir siirectir. Iyilesmenin, beklenilen basarida sonuglanmasi i¢in bu kosullarin ¢ok yonlii
olarak ele alinmasi ve degerlendirilmesi gerekmektedir (1). Yara iyilesmesini etkileyen
faktorlerin en 6nemli bilesenlerinden biri bireyin giinliik beslenme sekli ve icerigidir
(4). Iyilesme siireci, ayn1 anda cesitli metabolik yolaklardan saniyeler icinde baslatilip
yiirlitiilerek aylar hatta yillar sonra tamamlanir (60). Metabolik yolaklarda substratlar,
koenzim ve kofaktorler iglev goriir ki bunlarin bircogunun yapi tast aminoasitlerden
koken almaktadir (105). Literatiir incelendiginde son donemde yara iyilesmesi iizerine
yapilan caligmalarin oldukc¢a popiiler oldugu goriilmiistir (9-12). Yine literatiire
bakildiginda dis hekimliginde beslenme iiriinlerinin incelendigi bircok calisma
goriilmektedir (13-15). Agiz cerrahileri sonrasi hastalarin beslenme zorluklari
yasadiklar1 ve beslenmenin de yara iyilesmesi lizerine etkileri géz Oniine alindiginda
hastalarin post-operatif donemde iyi beslenebilmeleri olduk¢a ©nemlidir. Literatiir
incelendiginde oral bolgeye yapilan cerrahi islemler sonrasi beslenme iiriinlerinin yara
lyilesmesi iizerine etkilerini inceleyen herhangi bir arastirmaya rastlanmamustir. Bu
bilgiler dogrultusunda planladigimiz arastirmamizin amaci arginin, glutamin ve hidroksi
metil biitirat icerikli beslenme iiriinlerinin oral bolgede yapilan cerrahi islemler sonrasi

yara iyilesmesi iizerine etkilerinin tiim yonleriyle incelenmesidir.

Yara iyilesmesini etkileyen sistemik faktorlerden biri de cinsiyettir. Cinsiyet
hormonlarinin iyilesme iizerine etkisi daha once arastirilmustir. Ostrojenler genelde anti-
inflamatuar etkilere sahiptir ki progesteron inflamasyona katki saglayabilir. Normal
diizende menstrual sikliis geciren bireylerde, evrelere gore hormonlarin seviyesindeki
farkliliklar sebebiyle doku iyilesme siireci degiskenlik gosterir. Testosteron genellikle
immiin-supresif ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahip olmasina ragmen cilt yiizeyindeki

lyilesme siirecinde inflamasyonu desteklemektedir. Giiniimiize kadar dermal yaralarda
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yapilan caligmalar kadinlarin iyilesme oranlarinda avantajli olduklarimi gostermistir.
Tam tersi olarak oral mukozada yapilan calismalar ise erkeklerin daha avantajli
olduklar1 gosterilmistir. Engeland ve arkadaslarinin yaptigi caliyma da testosteron
seviyeleriyle mukozal iyilesme arasindaki iligkiye bakilmis, diisiik testosteron diizeyine
sahip gen¢ erkekler ve dogal sikliis diizeni olan genc¢ kadinlarda, iyilesme siirecinin
daha sonralarinda hizli yara kapanmasiyla iligkilendirmislerdir (106). Yapilan hayvan
caligmalarinda topikal Ostrojen uygulamasinmn yara onarimmi hizlandirdig:
kanitlanmistir. 6 haftalik disi ratlar overektomi yapilan ve intakt kontrol grup seklinde
ayrilmistir. Belirlenen isaretli alanlara intradermal estradiol enjekte edilmistir. Yaralari,
7 giinliik iyilesme sonrasi reepitelizasyon, yeni kollajen birikimi ve yara genisligi
acisindan degerlendirilmistir. Overektomi yapilan ratlar, intakt kontrol grubuna gore
karsilastirildiginda yara iyilesmesinde belirgin bir gecikme sergilemislerdir. Overektomi
yapilan ratlarda, reepitelizasyonda gecikme, yara genisliginde artis ve kollajen
birikminde azalma olmustur. Bu gruptaki ratlarin yara bdlgelerine estradioliin topikal
uygulanmasindan sonra yara iyilesme oranlar1 artmistir. intakt hayvanlardaki 6strojen
yonetimiyle yara iyilesmesi hizlanmistir (107). Bu bilgiler 1s1ginda planladigimiz
caliygmamizda farkli cinslerde sex hormonlarinin yara iyilesmeye etkisini minimuma
indirmek amaciyla, sadece erkek ratlar kullanilmis hem cinsiyet farkliliklar1 hem de

Ostrojen hormonun yara iyilesmesi iizerine etkisi minimuma indirgenmistir.

Insan sert damag1 oral mukoza ile kaphidir. Bu, oral epitel olarak adlandirilan keratinize
kaph skuaméz epiteldir ve altinda lamina propria denen bag dokusu tabakasi bulunur
(108). Lamina propria yogun fibro-elastik madde icerisine yayillmis damarlar ve sinir
aglar1 barindirmaktadir (109). Lamina propria’nin derin kismi submukozadir ki bu bolge
oral mukozada yetersiz olarak tanimlanmigtir. Sert damaktaki bircok alanda, submukoza
gevsek, glandiiler bag dokusudur. Bu lamina propria’yr kemikten ayirir (110). Yapilan
caligmalar, damak bolgesinden elde edilen yumusak doku greftlerinin alinan bolgelere
gore iceriklerinde farklhiliklar oldugunu gostermektedir. Sert damagin posterior
bolgesiyle anterior bolgesi karsilastirildiginda tipik olarak daha az glandiiler doku
bulundurur (111). Hiicresel iceriklerin farkli olmasi bolgelerde yapilacak cerrahi
islemler sonrasi yara iyilesmesinin de farkli olmasina sebep olabilir. Bu farkliliklarin
Oniine gecebilmek amaciyla biz aragtrmamizda tiim gruplarimizda ratlarin palatinal
bolgesinden birinci molar dislerinin apikalinden standart olacak sekilde dis eti 6rnekleri

alimmugtir.
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Damak bolgesinden alinan greftler sonrasi yara iyilesmesinin arastirildigr Keskiner ve
arkadaslarinin yaptig1 bir arastirmada, damakta ayni bolgeden elde edilen greftlerde,
cikarilan greftin ardindan damakta kalan diseti miktarinin yara iyilesmesi tizerinde etkili
oldugu gosterilmistir. Bu sebeple arastirmamizda standart punch materyali kullanilip
diseti dokusu kemik dokusuna kadar tiim gruplarda standart Olgiide (kalinlikta) elde
edilmistir (112).

Oral bolgede olusturulan yara yerleri i¢in sekonder iyilesmeye birakilan yaralarin,
hastalarin hayat kalitesini primer iyilesmeye birakilan yaralara kiyasla daha fazla
etkileyecegi agiktir. Bu sebeple literatiir incelendiginde arastiricilarin yara iyilesmesini
daha siklikla sekonder iyilesme bolgelerini degerlendirdikleri goriilmektedir. Bahsi
gecen arastirmalarda hasta hayat kalitesi veya hastalarin yasamis olduklari agri
miktarlar1 iizerinde durulmustur. Tasdemir ve arkadaslarmin 2015 yilinda yapmis
olduklar1 bir arastirmada keratinize diseti eksikligi olan bolgelere serbest bag dokusu
greftleri uygulanmis ve hastalarmm hem alici hem verici (damak) bolgesinde meydana
gelen agr1 ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Arastiricilar damak bolgesinde meydana gelen
agrinin daha fazla oldugunu rapor etmislerdir. Benzer sekilde hayat kalitesinin de bu
yasanan agrilar sonucu diistiigiinii bildirmislerdir (113). Bu bilgilerden yola ¢ikilarak

arastirmamizda sekonder yara iyilesmesinin gerceklesecegi damak bolgesi se¢ilmistir.

Isik mikroskobi bulgularimiza gore epitel dil uzunlugu normal iyilesme siireci
dogrultusunda kontrol grubu 7. giinde, kontrol grubu 3. giinden fazladir. Deney
grubunda ise epitel dil uzunlugu 3. giinde, kontrol grubunun hem 3. giiniinden hem de 7.
giiniinden anlamli diizeyde fazladir. Deney grubu i¢in dil uzunluklarinda 3. ve 7. giin
arasinda anlamh fark goriilmemektedir. Benzer sekilde yara dilleri arasindaki mesafeye
bakildiginda kontrol grubu 7. giinde, 3. giine gore mesafe daha azdir. Deney grubu 3.
giinde, kontrol grubu 3. ve 7. giine gore mesafe daha azdir. Bulgularimiza benzer
olarak, Blass C ve arkadaslarimin 2012 yilinda yaptiklar1 bir arastirmada travma
hastalarinda antioksidan besinler ve glutamin destegi verilen grup ile Plasebo verilen
grubu kiyasladiklar1 bir kontrollii randomize ¢ift kor arastirmada, yara bolgeleri beyaz
151k spektroskopiyle incelenmis ve beslenme destegiyle yara kapanma siirecinin
kisaltilabilecegi bildirilmistir (114). Coeiffer ve Dechelotte‘nin 2010 yilinda yaptig1 bir
derlemede glutaminin immun cevabi artirdigi, oksidatif stresi azalttigi fakat yara

iyilesmesine etkisinin olmadig1 rapor edilmistir. Ayrica arastiricilar arjininin glutamine
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benzer olarak immiin cevabr artirdigini, oksidatif stresi diisiirdiigiinti, fakat yara
lyilesmesine glutaminden farkli olarak pozitif katki sagladigini rapor etmislerdir.
Sasirtict olarak arastiricilar glutamin ve arjininin birlikte kullaniminda yara iyilesmesini
arjininin tek basma kullanildig1 durumlardan daha fazla pozitif katki sagladigimi
bildirmislerdir (105). Goswami ve arkadaslar1 yaptiklart bir hayvan calismasinda
glutaminin yara kontraksiyonunu ve epitelizasyonunu artirdigii gostermislerdir (115).
Yara dil uzunlugu ve yara dilleri arasindaki mesafe Ol¢iimleri yara iyismesinin en
belirgin sonuglar1 olup tiim yaralarin tek kullanimlik yumusak doku punchlari ile
olusturulmus olmast sebebiyle birbiriyle birebir uyumlu ve deney gruplarinda yara
tyilesmesinin kontrol grubuna kiyasla daha iyi oldugunu gostermektedir. Deney grubu
3. ve 7. giinler arasinda istatistiksel anlamli fark ¢ikmamis olmasi deney grubunda
iyilesmenin biiyiik bir kismmin 3. giinde tamamlanmis olmasindan kaynaklanmig

olabilir.

Kollajen insan viicudunda en fazla bulunan ve gerekli olan proteindir, ayrica yara
matriksinin ana komponentidir. Arjinin, glutamin ve hidroksi metil biitiirat amino
asitlerinden her birinin yara iyilesmesi {lizerine pozitif etkileri arastirmacilarca
gosterilmistir (93, 116). Ayrica bu amino asitlerin kombine kullanimi yara iyilesme
perioyodunda kollajen sentezini ciddi sekilde pozitif etkilemektedir (116). Yara
iyilesme bolgesinde mikro metre basina diisen kollajen miktarma bakildiginda kontrol
3. grup oOrneklerinde kollajen miktarmin kontrol 7, deney 3 ve 7. giinlerdekinden
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha diisiik oldugunu ve kontrol 7, deney 3 ve deney
7. giinler arasinda anlamh fark olmadig1 goriilmektedir. Sonuglarimiza benzer olarak
Naderpour M ve arkadaslarmin 2008 yilinda yaptiklar1 ve bir hayvan caligmasinda
arjinin kullaniminin kollajen depolanmasini artirdig: bildirilmistir (117). Goswami S ve
arkadaslari; 2016 yilinda ratlar iizerinde eksizyonel yara modellerinde glutaminin
etkisini arastirmis ve glutaminin iyilesmenin cesitli basamaklarinda rol oynadigi ve
kollajen sentezini artirdigt ve 1iyilesmeyi destekledigini rapor etmistir (115).
Sonucglarimiza benzer olarak Da Costa MA ve arkadaslarmin yaptiklar1 bir rat
caligmasinda kolon anastomozlu ratlarda glutamin desteginin etkisi incelenmis ve
glutamin ile beslenilen grupta anastomoz bolgelerinde matiir kollajen yiizdesinin arttigi
gosterilmistir (118). Yara bolgelerinde kollajen miktarinin artmasi yara iyilesmesinin
onemli gostergelerinden biridir. Isik mikroskobu ile elde ettigimiz diger yara iyilesmesi

parametreleriyle uyumlu olarak mikrometre basina diisen kollajen yogunlugu miktarlari
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deney grubunda daha yiiksek goriilmiistiir. Bu sonu¢ deney grubunda yara iyilesmesinin

daha hizli tamamlandigini ortaya koymaktadir.

Epidermis tabakasini olusturan hiicreler keratin molekiillerinin siki baglarla birbirine
yapisarak olusturdugu, c¢ok katmanli, olduk¢ca karmasik bir biyolojik yapr gosterir.
Epidermal hiicrelerde bulunan keratin molekiilleri cesitli yapilarda ve farkli molekiil
agirliklarinda olan proteinlerdir. CK6 ¢ogalan epitel tabakas: icin bir belirte¢ ve ayrica
epidermis tabakasmin Ozellesmis epitelindeki keratinositlerde yogun olarak eksprese
olur (8). Ayrica CK6 saglikli dokudan ve lezyon olmayan dokulardan salinmazken,
yara bolgelerinden salinmakta ve salinimi yara bolgesinden 2 ve 3.5 ‘uncu giinlerde
artmaktadir (119). Arastirmamizda kontrol grubu 3. giin CK6 ekpresyon yogunlugu
kontrol 7. giin ve deney 3. ve 7. giin degerlerinden istatistiksel olarak anlamli sekilde
diisiiktiir. Deney grubu 3. ve 7. giin CK6 ekpresyonu kontrol 7. giin degerlerinden de
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksektir. Epidermis oldukca basinca duyarl bir
dokudur. Epidermis igerisinde mekanik olarak stimiile edilen hiicrelerin daha yiiksek
CKG6 ekprese ettikleri Yano ve arkadaslari tarafindan rapor edilmistir (120). Bigliardi-Q1
ve arkadaslarinin fareler iizerinde yaptiklar1 bir arastirmada, yara bolgelerinde CK®6,
CK10 ve kollajen IV seviyeleri incelenmis ve CK6 seviyesinin fare epidermislerinde
arttigin gostermislerdir. Arastirmadaki yazarlar, CK6’nim yenilenme déneminde sadece
keratinositlerden salindigimi ve farelerde yiiksek miktarda CK6 salgisini gostermisler ve
bu durumun iyilesmeye isaret ettigini rapor etmislerdir (121). McGowan K ve
arkadaslar1 CK6 ‘nm yara iyilesmesi iizerine antimikrobiyal peptid iiretimi yoluyla
etkili olabilecegini bildirmislerdir. Tiim 151k mikroskobu bulgularimizla uyumlu olarak
yara bolgelerinde deney grubunda CK6 miktarmin istatistiksel olarak yiiksek c¢ikmis

olmasi yara iyilesmesinin deney gruplarinda daha fazla oldugunu gostermektedir (122).

Arastirmamizda kontrol grubu 3. giin CK15 degerleri istatistiksel olarak kontrol 7. giin
ve deney 3. giin degerlerinden diisiiktiir. Deney 7. giin degerleri diger tiim giinlerden
istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksektir. Ara filaman proteinleri olan
sitokeratinler, bir protein super ailesi olup, CK15 bu ailenin en asidik keratin ara
filamanlarindandir (39). Transforme edici biiylime faktorii (TGF) yara iyilesmesinde
onemli role sahiptir. TGF nin memelilerde 3 isoformu bulunmaktadir. Bunlar TGF-1, 2
ve 3 olarak isimlendirilmistir. Yara olustuktan sonra TGF-1 trombositlerden yiiksek

seviyede salinmaya baslar. Ayrica makrofajlar, fibroblastlar ve keratinositler de
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iyilesme doneminde TGF salgilamaya baslarlar. Werner ve arkadaslarinin yaptiklar: in
vivo bir arastirmada olusturduklar1 kutan6z yaralarda TGF-1 tarafindan diizenlenen
CKI15 geni tanimlamiglardir. Ayrica yaraya bitisik epidermisin tiim bazal hiicrelerinde
CKI15 varligmi gostermislerdir. S6zii gecen arastirmadaki bulgulardan yola c¢ikilarak,
CKI15 ‘in artis1 dolayll yoldan yara iyilesmesini gosteriyor olabilir (123). Giiniimiize
kadar CK15 en iyi tomurcuk hiicresi belirteci olarak tanimlanmaktadir. Tomurcuk
hiicreleri, normal sartlar altinda morfolojik olarak farklilagsmamis ve yavas seyirlidir,
ayrica kok hiicre ozelligi olan yiiksek proliferatif ve regeneratif Ozelliklere sahip
hiicrelerdir. Bu hiicreler sadece sa¢ kokenli degil yag bezlerinde ve epidermis bazal
tabakasmin en dis tabakasinda da bulunmaktadirlar. CK15 ‘in kok hiicre belirteci olarak
adlandirilmasi, tomurcuk bolgesinde ve epidermis bazal tabakasindaki CKI15 pozitif
hiicrelerin yenilenme ve cogalma Ozelligi olmasindan kaynaklanmaktadir. Bazal
tabakadaki mitotik Ozellikleri olan hiicrelerin CK15 salgilamas;, CKI15 ‘in
keratinositlerin erken farklilasmasit evresinde diizenleyici role sahip oldugunu
diisiindiirmektedir (124). Calismamizda deney grubunda, CKI15 seviyesinin yiiksek
olmus olmast bu bilgiler 1s1g1nda, diger bulgularimizla uyumlu olarak yara iyilesmesine
isaret etmektedir. Sonuclarimiza benzer olarak, Choi YH ve arkadaslarinin kutanoz
yanik vakalarinda kok hiicreleri inceledikleri arastirmalarinin sonunda CK15’in epitel

hiicrelerinin regenerasyonunda rol oynayabilecegi yorumunu yapmislardir (125).

DNA hasarmin tespitinde in situ kullanilan en yaygm yontemlerden biri TUNEL
boyamadir. TUNEL boyama, baslangicta programlanmis hiicre dliimii veya apoptozisi
ve apoptozisin ayirict 6zelligi olan interniikleozomal DNA parcalanmasi sergileyen
hiicreleri boyayan metod olarak tarif edilmistir. TUNEL boyama, terminal
deoksiniikleotidil transferaz enziminin, genomik DNA’nin parcalanmasi ile olusan
diisiikk molekiil agirlikh ¢ift zincirli DNA ve yiiksek molekiiler agirliga sahip tek zincirli
DNA’y1 serbest 3’ hidroksil ucuna etiketlenmis dUTP’yi birlestirme yetenegine dayanur.
TUNEL boyama, neredeyse evrensel olarak in situ apoptozis saptamak i¢in secenek
olarak kabul edilmis yontem olsa da, TUNEL boyama yOnteminin sadece apoptotik
hiicrelerin tespitiyle sinirli olmadig1 kabul edilmelidir. TUNEL boyama, diger hasarlar
ve toksik bilesenler aciga c¢ikararak indiiklenen nekrotik hiicreler gibi non-apoptotik
durumlarla birlikte gelisen DNA hasarin1 saptamak i¢in de kullanilabilir ve TUNEL
boyama ayrica aktif DNA onarmmi gegiren hiicreleri boyamak icin de raporlanmistir. Bu

nedenle tunel boyama, genellikle DNA hasarmin (DNA fragmantasyonu) saptanmasi
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icin ve uygun kosullar altinda daha spesifik olarak apoptotik hiicrelerin aciga
cikarilmast i¢cin bir yontem olarak diisiiniilebilir. Daha ©Once yapilan caligmalarda
viicudun farkli bolgelerinde travma, yanik ve biiyiik cerrahiler sonrasi arastirmamizda
kullanmis oldugumuz beslenme {iriinii kullanilmis ve iyilesme iizerine etkileri
arastirilmigtir. Fakat bilgilerimiz dahilinde bu kombinasyonun apoptotik etkisinin olup
olmadigin1 arastiran herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bu bilgiler 1s18inda
yaptigtmiz ¢alismada kullandigimiz beslenme {iriiniiniin  diizenli kullaniminda
hiicrelerde apoptotik etki gozlenmedigi tunel boyama yOntemiyle gosterilmistir. Bu
konuda herhangi bir literatiir olmadigindan bulgularimizi baska bir calisma ile tartisma
imkan1 bulunmamaktadir. Fakat arastrmamizda kullandigimiz beslenme iiriinii
icerigindeki amino asitlerin 6zellikleri diisiiniildiigiinde bulgularimiz sasirtici degildir.
Sistemik yolla alinan bir iiriin viicudun herhangi bir bolgesinde iyilesme etkisi
gosterirken baska bolgesinde negatif etki gosterebilmektedir. Arastirmamizda kullanmig
oldugumuz beslenme {iriiniiniin agiz ic¢indeki etkilerini arastiran ilk caligma olmasi
sebebiyle, olas1 negatif etkilerin arastirilmast olduk¢a ©nemlidir. Bu acidan
diisiiniildiigiinde, bu beslenme iiriiniiniin epitel iyilesmesine pozitif etki gosterirken,
herhangi bir hiicre 6liimiine neden olmuyor olmas: ileride yapilacak olan klinik insan

caligmalar i¢in olumlu bir sonugtur.

Literatiir incelendiginde arjinin, glutamin, HMB iceriginin birlikte kullanildig1 ve yara
lyilesmesinin degerlendirildigi az sayida caliyma bulunmaktadir (93, 116, 126, 127).
Seker ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir hayvan calismasinda kolon anastamozlari
sonrasi yara iyilesmesi incelenmis. 50 rat randomize olarak 2 gruba ayrilmis ve bir
grupta beslenme icerigi uygulanirken diger gruba sham uygulamasi yapilmistir. 1 hafta
sonunda tiim hayvanlar sakrifiye edilmis ve kolon anastomozu bolgeleri histolojik
olarak incelenmistir. Arastiricilar deney grubundaki hayvanlar da beslenme iiriiniiniin
yara 1iyilesmesine pozitif etki gosterdigi rapor edilmistir (116). Kusabbi ve
arkadaslarinm 2015 yilinda yaptiklar1 ve arastirmamizda kullanilan beslenme iiriiniinii
test ettikleri bir hayvan ¢alismasinda kolon anastomoz alanlar1 yara iyilesmesi agisindan
degerlendirilmis ve kolon anastomozunda bu beslenme iiriiniiniin kullanimmin giivenli
ve yara ilyilesmesini artiracak Ozellikte oldugunu bildirilmistir (93). Sipahi ve
arkadaslarinin 2013 yilinda yaptiklar1 bir retrospektif ¢alisma bu iiriinlerin kullanildig:
ilk insan caligmasidir. Bu arastirmada yazarlar 11 diabetik yaraya uygulanmis olan bu

amino asit kombinasyonunun etkilerini restrospektif olarak yara derinligi/yara
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goriintiisiinii degerlendirmisler ve bu kombinasyonun diyabetik yaralar lizerinde pozitif

etkilerinin oldugunu rapor etmislerdir (127).

Giindogdu ve arkadaslarmin yaptig1 ve iskemik yara modelinin ratlarda arastirildig: bir

caligmada bu aminoasit kombinasyonunun sekonder iyilesmeye pozitif etkisi bulundugu

histolojik olarak gosterilmistir (126).

Calismamiz, glutamin, arjinin, HMB icerikli beslenme diiriiniin oral bolgede yapilan

cerrahiler sonrasi yara iyilesmesi iizerine etkisini arastiran ilk calisma Ozelligini

tastmaktadir. Ayrica calismamiz CK6 ve 15 seviyelerinin oral dokularda incelendigi ilk

caligmadir.

Calismamizin sonuglari su sekilde 6zetlenebilir:

Glutamin, arjinin, HMB icerikli beslenme iiriinii 151k mikroskobu ile yapilan yara
dili uzunlugu, yara dilleri aras1 mesafe ve yara bolgesinde kollajen yogunlugu gibi

parametrelere bakildiginda yara iyilesmesine pozitif etki gostermektedir.

Benzer sekilde CK6 ve CK15 seviyeleri glutamin, arjinin, HMB igerikli beslenme
iriinii  kullanan gruplarda daha yiiksek bulunmustur. Bu durum, iiriiniin
histokimyasal olarak da yara iyilesmesine pozitif yonde etki ettigini

gostermektedir.

TUNEL metodu ile yapilan incelemede TUNEL pozitif hiicrelerin smirlh sayida
olmasi, iriiniin hiicre Olimiine neden olmadigini ve giivenli oldugunu ortaya

koymaktadir.

Insan oral dokularinda yara iyilesmesi iizerine l-arjinin, l-glutamin ve HMB
icerikli beslenme iiriinii etkisini inceleyen, 1yi dizayn edilmis randomize kontrollii

caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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