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OZET

Arkan, H. Lucilia sericata Larvalarinin Deneysel Sigan Yara Modelinde Kullanimi ile
Iyilesen Yaralarda MikroRNA Profillerinin incelenmesi. Istanbul Universitesi, Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul. 2013.

Gilinlimiizde yaralarin iyilestirilmesinde ¢ok sayida etkili tedavi yontemi uygulanmakla
birlikte, hala bu yontemlerin yeterli olamadig1 vakalarla karsilagilabilmektedir. Larva
debridman tedavisi (LDT) yara iyilesmesi patolojisinde etkili ancak kullanilabilirligi
aragtirilan bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. LDT, yara bdlgesine uygun sayida
yerlestirilen steril Lucilia sericata larvalariyla biyodebridman esasina dayanan bir
yontemdir. LDT’yle larvalarin iyilesmeyen/zor iyilesen yaralari nasil iyilestirdigini
aciklamak tizere cesitli mekanizmalar ileri siriilmiistiir. Larvalarin bazi biiyiime
faktorlerinin seviyesini degistirerek yaralar1 iyilestirdigine dair bulgular olsa da
mekanizma acik degildir. Karmasik bir siire¢ olan yara iyilesmesinde rol alan genler
tanimlanmakla birlikte bu siire¢ igerisinde bunlarin nasil diizenlendigi ve larvalarin bu
stirece nasil katkida bulundugu halen bilinmemektedir. Genin transkripsiyonel sonrasi
diizenlenmesinde rolii olan miRNA’larin hangilerinin larva uygulamasiyla ekspresyon
seviyelerinin degistiginin ve bu siirecte rol aldiginin ortaya ¢ikartilmasi mekanizmanin
aciklanmasinda 6nemli bir katki saglayabilir. Bu sebeple calismamizda; larvalarin hangi
miRNA’larin ekspresyonunu etkilediginin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amag igin
Wistar Albino sican kullanilarak tedavi ve kontrol grubu olusturuldu ve sicanlarin sirt
bolgesine tam kat yara defekti olusturuldu. Yaralanmadan sonraki 0., 4. ve 7. giinlerde
tedavi grubunun yaralarina larva salgis1 uygulandi ve yaralanmadan sonraki 4., 7. ve 10.
giinlerde yara dokular1 alindi. Total RNA elde edilip mikrodizin analiziyle 389 olgun
miRNA’nin taramasi yapildi. Kontrol grubuna gore tedavi grubunda 1,5 kat ve {izeri
degisiklik gosteren 104 miRNA tespit edildi. Yara iyilesmesinin her farkli giiniinde en
cok artan ve azalan ilk ii¢c miRNA incelendiginde ekstraselliiler matriksin yeniden
yapilanmasi, hiicre ¢ogalmasi ve gocli, apoptoz ve inflamasyon siiregleriyle iliskili
oldugu goriilmiistiir. Bu calismamiz, normal iyilesme siirecinden farkli olarak larva

salgist tedavisinin miRNA ekspresyon seviyelerini degistirdigini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Larva Debridman Tedavisi, Lucilia sericata, Mikrodizin,
MikroRNA, Yara Iyilesmesi.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 19943.
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ABSTRACT

Arkan, H. Analysis of microRNA Profiles in Healed Wounds by The Use of Lucilia
sericata Larvae in An Experimental Rat Wound Model. Istanbul University, Institute of
Health Science, Department of Medical Biology. Master Thesis. Istanbul. 2013.

Nowadays, many effective therapy methods are applied in improving of wounds, but
but there are still cases that the methods cannot be adequate. Maggot debridement
therapy (MDT), whose usability in the pathology of the wound healing is investigated,
appears to be an effective method. MDT is a method that is based on biodebridement by
the appropriate number of sterile Lucilia sericata larvae that are placed in the wound
site. Various mechanisms are put forward to explain how larvae improve the
nonhealing/imperfect wounds with MDT. Although there are evidences about, larvae
improve the wounds by changing the levels of some growth factors, the mechanisms
aren’t clear. Genes, that play roles at wound healing, are identified, but it’s still
unknown how genes are regulated in the process and how larvae contribute to the
process. Detection which miRNAs, that play a prominent role in the post-transcriptional
regulation of genes, that alter expression levels of by larvae application, and play roles
in the process, can provide a significant contribution in the explanation of the
mechanism. For this reason in our study, it has been aimed to determine which miRNAs
larvae affect expression of. For this purpose, it was created treatment and control groups
by using the Wistar Albino rats, and full thickness wound defect on their dorsum.
Larval secretion/extraction was treated to wounds of treatment group on days 0, 4 and 7
post wounding. Wound tissues were collected on days 4, 7 and 10 post wounding. Total
RNA was isolated from wound tissues and detection of 389 mature miRNA was done
by microarray analysis. 104 miRNAs were differentially expressed in treatment group
to a factor of 1.5 fold or more in comparison to control group. When first three
miRNAs, that are up- or down-regulated every different days of wound healing, were
analyzed, they were associated with processes of extracellular matrix remodelling, cell
proliferation and migration, apoptosis and inflammation. This study shows that larval
secretion/extraction therapy altered miRNA expression levels as opposed to the normal
healing process.

Key Words: Lucilia sericata, Maggot Debridement Therapy, Microarray, MicroRNA,
Wound Healing.

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 19943



1. GIRIS VE AMAC

Deri, yetigkin bir insanin toplam viicut agirligimin yaklasik %15’ini olusturan
biiylik bir organdir. Viicudu cevresel tehlikelere karsi korur ve dehidrasyonu onler.
Deri, tli¢ farkli doku tabakasindan olusmustur: Epidermis, dermis ve hipodermis. Cok
sayida faktor ve kompleks gen regiilator agimi igeren fizyolojik siireglerle, bu ii¢

tabakanin gelisimi diizenlenir (1).

Transfer RNA (tRNA) ve ribozomal RNA (rRNA) gibi kodlanmayan RNA’larin
gorevleri anlasildiginda goriilmiistiir ki diger kodlanmayan RNAlar, birgok insan
geninin post-transkripsiyonel diizenlenmesinde onemli bir rol oynamaktadir. Bu esas
olarak, RNA’nin iki formu tarafindan gerceklestirilir: small interfering RNAlar
(siRNAlar) ve mikroRNAlar (miRNAlar)’dir. Kodlanmayan bu RNA’lar gen
ekspresyonunun bir¢ok alanimi  kontrol ettigi goriilmektedir. Transkriptomun
%30’undan daha etkili oldugu goriilen miRNA’lar, insan genom kodunun %3 civarinin
oldugu tahmin edilmektedir (10). MiRNA’lar genelde hedef mesajct RNA (mRNA) nin
3’cevrilmeyen bolge (3°UTR)’sine baglanirlar. Ya hedef mRNA’y1 degrade ederek ya
translasyonu bloke ederek ya da her ikisini birden yaparak post-transkripsiyonel gen
diizenlenmesini indiikleme yetenegindedirler (1). MiRNA’nin hatali ekspresyonu ve
miRNA’nin hedef yerlerinin kazanilmas1 veya kaybi, patolojik durumlar ve hastalik

stiregleri ile iligskilendirilmistir (10).

Yara, yamusak dokularin anatomisinin ve fonksiyonunun bozulmasidir (6). Yara
iyilesmesi, hiicresel ve biyokimyasal olaylarin karsilikli etkilesimini igeren
patofizyolojik ve cok faktorlii dinamik bir siirectir (5, 7). Yaralanma ya da hastalik
nedeniyle derinin biiylik bir kisminda biitlinliik kaybolur ve bu kayip biiyiik sakatliklara
hatta 6liime yol agabilir (7). Deri biitiinliigliniin bozuldugu durumlarda; keratinosit,
fibroblast, endotel, makrofaj ve trombositleri i¢eren birgok hiicrenin rol aldig1 bir siire¢
baslar. Hiicrelerin go¢ etmesiyle, infiltrasyonuyla, ¢cogalmasiyla ve farklilagmasiyla yeni
doku formasyonu olusur ve sonugta yara kapanir (5). MiRNA’larin deri yara tamirinde
onemli bir role sahip oldugu goriilmistiir. Simdiki bilimsel bulgular gdstermistir ki
insan derisinde ve yara bdlgesinde ¢ok 0zgiil role sahip miRNA’lar bulunmaktadir.
MiRNA’lar; fibroblast ve keratinosit fonksiyonu, apoptoz ve inflamatuvar siirecini

kontrol eder (10).



Hizli ve etkili yara iyilesmesi, komplikasyon riskini azaltmak ve hastanede kalig
stiresinin uzamasina bagli olarak hastanin rahatsizliginin artmasini ve giinliilk yasamina
doniisiiniin zorlagmasini engellemek icin dnemlidir (35). Giinlimiizde ¢ok sayida etkili
tedavi yontemi uygulanmakla birlikte, hala bu yontemlerin yeterli olamadig1 vakalarla
karsilagilabilmektedir. Topikal yolla yara iyilesmesini etkileyen kimyasal, fiziksel ve
biyolojik bir¢ok ajan tanimlanmistir (36). Topikal uygulanan yontemler arasinda larva
debridman tedavisi (LDT) yara iyilesmesi patolojisinde kullanilirlig1 arastirilan etkili bir

yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Sinek larvalariin yaralari temizledigi ve iyilestirdigi yiizyillardir bilinmektedir.
Wollina ve ark. tarafindan, biyocerrahi olarak da adlandirilan LDT; canliligin1 yitirmis
dokuyu kaldirmak, enfeksiyon riskini azaltmak ve yara iyilesmesini artirmak icin
yaralarin iizerinde canli larvalart kullanma olarak tanimlanmistir (29). Lucilia sericata
larvalar1 salgilarinda bulunan ¢esitli enzimler araciligiyla nekrotik dokuyu pargalayarak
ve sindirerek ortadan kaldirabilmektedir. Ayrica larva salgisindaki antibakteriyel
maddelerin ve enzimlerin etkisiyle yaranin dezenfeksiyonu gerceklesmekte ve
graniilasyonu uyaran ¢esitli maddelerin, biiyiime faktorlerinin ve sitokinlerin etkisiyle

de yaranin graniilasyonu gergeklesmektedir (28).

MiRNA’larin yara iyilesmesinin cesitli fazlarinin gergeklesmesi icin gerekli
oldugu ve yara iyilesmesini hizlandiran ¢esitli tedaviler sonucunda miRNA
seviyelerinin degistigi dikkate alinirsa, larva salgisinin da yara iyilesmesindeki cesitli
fazlan etkileyerek iyilesmeyi hizlandirdigi donemde miRNA’lar iizerine etkisi olabilir.
Ancak larvanin yara iyilesmesi siiresince hangi miRNA’larin seviyesini degistirdigine
dair bir ¢calisma yapilmamustir. Bu sebeple ¢alismamizda; larvalarin hangi miRNA’larin

ekspresyonunu arttirdigi ya da azalttiginin belirlenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Derinin Yapisi ve Gorevleri

Deri, yetigkin bir insanin toplam viicut agirligimin yaklasik %15’ini olusturan
biiyiik bir organdir. Deri, {i¢ farkli doku tabakasindan olugsmustur: Epidermis, dermis ve
hipodermis (Sekil 2-1). Cok sayida faktdr ve kompleks gen regiilator agini iceren
fizyolojik siireclerle, bu ii¢ tabakanin gelisimi diizenlenir (1). Derinin yapisinda kil

folikiilleri, yag ve ter bezleri gibi deri ekleri ile immiin hiicreler, sinirler ve damarlar yer

alir (2).

Deri, insan viicudunun dis yiizeyini sarar ve ayn1 zamanda ¢evre ve organizma
arasindaki iletisimi saglar. Viicut i¢in tehlikeli olan yabanci maddelerin girisini engeller.
Mekanik sarsilma ve ¢arpmalara karst yastik gibi davranarak diger organlarin hasar
gdrmesini ve 1s1 kaybin1 dnler. Ayrica ¢evreden gelen uyarilar iletir. Insan derisinin

bariyer olmasi disinda yagda ¢oziinen bilesikleri depo etme gorevi de vardir (3).

Kl sap1

Por

Dermal papillalar
(dermisin papillar tabakast)

Epidermis :
o~ Meissner cisimcigi

N Serbest sinir ucu

. »’; Dermisin retikiiler tabakasi
S Yag bezi

Arrektor pili kasi

Sensor sinir fiberi
Ekrin salg1 bezi
Pacinian cisimcigi

Dermis

Atardamar
Toplardamar

Adipoz doku

Hipodermis

Kil kokii

Kl folikiilii Sa¢ folikiil reseptorii

Ekrin salg1 bezi (kok sa¢ pleksusu)

Sekil 2-1: Deri yapisi ve deri ekleri (4).



2.1.1. Epidermis
Epidermal hiicrelerin %90-95’ini keratinositler olusturur. Keratinosit disinda

epidermiste Langerhans hiicreleri, melanositler ve Merkel hiicreleri bulunur.

Epidermis, keratinositlerin yerlesim yerlerine, yapisal oOzelliklerine, mitotik

aktivitelerine ve farklilagma durumlarina gore, igten disa; germinal tabaka, spinoz

tabaka, graniiler tabaka, lusid tabaka ve korneum tabakasi olmak iizere 5 tabakadan

(Sekil 2-2) olusur (5).

Korneum tabakasi

: ] Lusid tabaka

Graniiler tabaka

Spinoz tabaka

Germinal tabaka

| Bazal membran

Sekil 2-2: Epidermisin tabakalar (5).

Germinal tabaka, mitotik aktivitesi olan keratinositlerin yerlesik oldugu
tabakadir. Bu tabakadaki keratinositler 3 farkli yapida hiicre icermektedir: Holoklon,
merokrin ve paraklon hiicreler. In vitro olarak holoklon yapisi kanitlanan hiicreler,
epidermal kok hiicre olarak kabul edilmektedir. Epidermal yaralanmaya cevap olarak bu

kok hiicreler aktif hale gecer (5).

5-10 sira yassi hiicreden olusan spinoz tabakadaki hiicreler, genis keratin

filamentleri (K5/14, K1/10) igerir. Keratohiyalin (filagrin) ve Odland (lameller lipid)



graniilleri aracilifiyla epidermal saglamlik ve bariyer fonksiyonunda onemli rol

oynayan bir tabakadir (5).

Graniiler tabaka, niikleus ve diger hiicre organellerinin ¢dziilmeye hazirlandigi

bolgedir ve yliksek molekiil agirlikli keratinlerin (K1/K2, K10/11) olustugu tabakadir
(5).

Niikleus ve sitoplazmik organeller igermeyen, yassi, Oli, boynuzumsu
hiicrelerden olusan korneositlerin, kolesterol siilfatin hidrolizi sonucunda deskuame

olduklar1 kabul edilmektedir (5).

2.1.2. Dermis

Koryum ya da kutis olarak da adlandirilan dermis; ince ve yiizeyel papiller
dermis ile kalin ve derinde bulunan retikiiler dermis olarak iki kisimdan olusur. Amorf
ara madde, lifler (kollajen, elastik ve retikiiler fibriller) ile hiicreleri (fibroblast, mast
hiicresi ve makrofaj gibi) icerir. Matriks ya da temel madde olarak da adlandirilan dolgu
maddesi; fibronektin, glikozaminoglikanlar, hiyaluronik asit, kondroitin siilfat ve
dermatan siilfattan olusur. Bu matriks elemanlari; fibroblast, mast hiicreleri ve diiz kas
hiicreleri tarafindan salgilanir ve derinin hidrasyonunu saglar. Fibroblastlar dermiste en
fazla bulunan hiicrelerdir. Bu hiicreler kollajen, elastin ve mukopolisakkaritleri liretirler.
Dermiste en ¢ok bulunan kollajenler ise tip I (%80-90), tip III (%8-12) ve tip V kollajen
(%5’den az)’dir. Kollajenin yapisinda; glisin, hidroksilizin, hidroksiprolin ve ¢ok biiyiik
oranda prolin aminoasitleri bulunur. Kollajen, bir taraftan kollajenazlar ile

parcalanirken, diger taraftan yeni sentez edilen fibrillerle yer degistirir (2, 3, 5).

Derinin, besin maddelerini tasimasi, artik maddeleri uzaklastirmasi, kan
basincini ve 1s1y1 diizenlemesi i¢in yeterli kan akimina ihtiyaci vardir. Dermis, damar
aglartyla desteklenmistir. Arterior fleksusun kollarindan biri ter bezlerine, tiikriikk
bezlerine ve kil koklerine kan tasir. Dermisteki kilcal kan damarlari, difiize olan

molekiille zenginlestiginde, sink kosul gerceklesecek sekilde molekiilleri uzaklastirir

3).

2.1.3. Hipodermis
Subkutis olarak da adlandirilir. Deri alt1 yag dokusu ve fibroz trabekiillerden
olusur. Dermiste paralel seyreden bag dokusu lifleri, bu tabakada deri ylizeyine dik

olarak seyreder (septa), buna bagli olarak bu tabaka, icerisinde yag hiicre



topluluklarindan zengin bolmelere (lobiil) ayrilmistir. Bu yag topluluguna ‘pannikiilus
adipozus’ denir. Bu tabaka damar ve sinir yoniinden cok zengindir. Is1 kaybini
engelleme, travmalara kars1 yastik goreviyle birlikte koruma ve yedek besin deposu

gorevini goriir (2).

2.2. YARA IYILESMESI

Yara, yumusak dokularin anatomisinin ve fonksiyonunun bozulmasidir (6). Yara
iyilesmesi, hiicresel ve biyokimyasal olaylarin karsilikli etkilesimini iceren
patofizyolojik ve ¢ok faktorlii dinamik bir siiregtir (5, 7). Yaralanma ya da hastalik
nedeniyle derinin biiyiik bir kisminda biitlinliik kaybolur ve bu kay1p biiyiik sakatliklara
hatta oltime yol acabilir (7). Deri biitiinliigliniin bozuldugu durumlarda; keratinosit,
fibroblast, endotel, makrofaj ve trombositleri i¢ceren bir¢ok hiicrenin rol aldig1 bir siireg
baslar. Hiicrelerin go¢ etmesiyle, infiltrasyonuyla, cogalmasiyla ve farklilagmasiyla yeni

doku formasyonu olusur ve sonugta yara kapanir (5).

Yara iyilesmesi birbiriyle baglantili {ic evreden olusur. Bunlar; inflamasyon

evresi, proliferasyon evresi ve olgunlagma evresidir.

2.2.1. inflamasyon Evresi

Yaralanma sonrasinda kan damarlarinin biitiinliigii bozulur ve kanama meydana
gelir. Kanama ile beraber hemostazin gerceklesmesiyle yara iyilesmesinin ilk asamasi
baslamis olur. Yara meydana geldikten sonra hiicreler tromboksan A, gibi ¢esitli
vazoaktif komponentler salgilayarak hasarlanmis damarlarda gegici olarak
vazokonstriiksiyona sebep olur (6). Bu sekilde hem kan akim miktar1 azaltilarak kan
kayb1 Onlenir, hem de biiylime faktorleri yara bolgesinde tutularak lokal etki yapmasi
saglanir (6, 8). Vazokonstriiksiyonla es zamanli olarak pihtilasma mekanizmasi harekete
gecer. Damar disina ¢ikan trombositlerin endotel alt1 kollajenlerle adezyonu gergeklesir
ve trombositler kiimelesir. Trombositler adezyon sirasinda aktive olarak yara
iyilesmesinin erken ve geg¢ evrelerinde etkili olan ¢esitli biiyiime faktorlerini, sitokinleri
ve pihtilasmada gorevli faktorleri salgilar. Vazokonstriiksiyondan yaklasik 20 dk sonra
salinan histamin gibi ¢esitli komponentler araciligiyla vazodilatasyonun ve gecirgenlik
artisinin meydana gelmesiyle kan hiicrelerinin diapedezi, sivi ve proteinlerinin damar
disina ¢ikis1 gergeklesir (6). Trombin fibrinojeni fibrine doniistiiriir ve piht1 olusur (9).
Pihtida fibrin, fibronektin, trombozpondin gibi ¢esitli kan proteinleri ile kan hiicreleri

yer alir (Sekil 2-3). Pihtiy1 olusturan bu faktorler inflamatuvar reaksiyonu baslatacak



olan biiylime faktorlerini ve sitokinleri salgilar (6). Olusan bu pihti kontaminasyonu,
viicut s1vi kaybini onledigi gibi olusturdugu gegici matriks ile hiicrelerin go¢ etmesini

ve ekstraselliiler matriksin sentezini saglar (6, 9).

Trombosit . | Fibrin

Eritrosit

Sekil 2-3: Homeostaz

Incinmeden hemen sonra, kan elemanlar1 hasarli damarlardan salinir. Bunu takiben, hiicresel faktor salmimina yanit
olarak vazokonstriksiyon meydana gelir. Trombositler, yara igerisine depolanmis pihtiyr olusturmak igin fibrinle

kiime olusturur (10).

Zarar gormiis ya da aktive olmus parankimal hiicreler, koagiilasyon ve aktive
olmus kompleman yolagi tarafindan c¢esitli vazoaktif komponentler ve kemotaktik
faktorler tretilir. Bu maddelerin aracilifiyla yara bolgesine ilk olarak lokositler gelir
(7). Travmay1 takiben ilk birkag saat ile 6 saat arasinda yara bdlgesine gelen ilk 16kosit
notrofillerdir (6). Notrofil sayist 24. ve 48. saatler arasinda en fazla seviyeye ulasir (9).
Notrofiller salgiladiklar proteazlarla nekrotik dokuyu ve 6nceden var olan ekstraselliiler
matriksi pargalar (6). Yara bolgesindeki 6lii dokuyu, yabanci partikiilleri ve bakterileri
fagositozla ortadan kaldirarak yara bolgesini temizler (6, 9). Notrofiller bir¢ok
proinflamatuvar sitokinin Onemli bir kaynagidir. Notrofillerin yara bdolgesine
gelmesinden kisa bir siire sonra monositler yara bolgesine ulasir ve aktive olarak doku
makrofajlarina doniisiir (Sekil 2-4). Notrofiller gibi makrofajlar da 6lii doku, bakteri ve
yabanci maddeleri fagosite ederler. 48. ve 72. saatler arasinda en fazla sayiya ulasirlar
(9). Enfeksiyon bulunmadigi takdirde 3. giinden sonra eskarla nétrofillerin sayisi
azaltilir ya da makrofajlar tarafindan fagosite edilir (7). Makrofajlar ekstraselliiler

matriksin diizenlenmesinde, biliylime faktorlerinin ve proinflamatuvar sitokinlerin



salgilanmasinda rol oynar (8, 9). Yapilan calismalarda makrofajlarin inflamasyon ve

onarim evreleri arasindaki gegiste onemli bir role sahip oldugu goriilmiistiir (7).

Notrofil Makrofaj

Sekil 2-4: inflamasyon
Cesitli kemotaktik faktorler, yara bolgesine nétrofil ve monositleri ¢eker. Bu hiicreler yara debridmani, biiyiime

faktor salinimi ve ekstraselliiler matriks (ECM) organizasyonundan sorumludur (10).

2.2.2. Proliferasyon Evresi

Proliferasyon evresi inflamasyonu takiben yaklasik olarak 3. giin ile 5. giin
arasinda yaradaki kan pihtisi, 6lii doku, yabanci partikiiller ve enfeksiyon gibi bariyerler
kalktiktan sonra baslar. Bu evrenin karakteristik 6zellikleri fibroblastlarin hakim olmasi,
yarada graniilasyon dokusunun olusmasi, epitelizasyon ve yara kontraksiyonudur (Sekil

2-5) (6).

Miyofibroblast Fibroblast

Keratinosit Kollajen

Sekil 2-5: Proliferasyon
Fibroblastlar kollajen ve diger ECM komponentleri salar, miyofibroblastlar yara kontraksiyonuna sebep olur ve
keratinositler yara yiizeyini re-epitelize eder. Ayrica, vaskular ag1 onarmak ve yara bolgesini doldurmak icin

anjiyogenez yer alir (10).



Graniilasyon Dokusunun Olusumu

Yeni olusan kapillerler sebebiyle graniiler goriiniimiinde olan yeni stroma
genellikle graniilasyon dokusu olarak adlandirilir ve yaralanmanin yaklasik 4. giiniinde
yara boslugunda olusmaya bagslar. Ayn1 esnada makrofajlar, fibroblastlar ve kan
damarlar1 yara bosluguna dogru hareket eder. Makrofajlar fibroplazi ve anjiyogenezin
uyarilmasi i¢in gerekli olan biiylime faktorlerinin devamli kaynagi olarak is goriir.
Fibroblastlar hiicre ¢ogalmasi ve biiylimesini desteklemek i¢in gerekli olan ECM
elemanlarimin sentezini saglar. Kan damarlari ise hiicre metabolizmasin1 desteklemek

i¢cin gerekli olan oksijeni ve besinleri tasir (7).

Fibroplazi: Kollajen sentezleyen fibroblastlarin yara kenarlarindan koken alarak
yara bolgesine go¢ ederek ¢ogalmalari, kollajenin sentezlenmesi ve kollajenin yara
bolgesinde birikmesi siirecine denmektedir. Fibroblastlar yaralanmadan sonraki 3-4.
gilinlerde goriiliir, 7. giinde en fazla seviyeye ulasir ve 15-21. giine kadar yarada aktif
olarak yer alir. Fibroblastlar bag dokuyu c¢evreleyen farklilagmamis mezenkimal

hiicrelerden ve perivaskiiler adventisyadan kokenini alir (6).

Inflamatuvar evre sirasinda ekstraselliiler fragmentlerden ve inflamatuvar
hiicrelerden salinan trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), fibroblast biiylime
faktorii (FGF), transforming biiylime faktorii B (TGF-8), bag doku biiylime faktorii
(CTGF), C5a (komplement eleman1 5a), fibronektin gibi araci molekiiller fibroblastlar
uyarir ve fibroblastlarin yaraya go¢ etmesini saglar (6, 8, 9). Fibrin piht1 igindeki lifler
ve yeni olusan kapillerler boyunca sitoplazmik uzantilar olusturarak fibroblastlar
yaranin i¢ine dogru hareket eder (6). Ayrica fibroblast hareketinde gerekli olan
kollajenaz-1 (MMP-1), kollajenaz-3 (MMP-13), plazminojen aktivatorii gibi fibroblast

kaynakli enzimler de bu siiregte yer alir (11).

Fibroblastlar fibrin pihtisin1 gecici matriks olarak kullanir. Gegici matriks
fibronektin-laminin, hyaluronik asit ve kollajenden meydana gelen gevsek bir yapiya
sahip ECM ile yer degistirir (6). Yaralanmadan sonraki 4-5. giinlerde PDGF, TGF-8,
EGF, insiilin benzeri biiyiime faktori-1 (IGF-1), FGF-2, CTGF gibi biiyliime
faktorlerinin etkisiyle tropokollajen molekiilleri ECM’ye birakilir ve olgunlagsmamis

kollajen fibrilleri birbirleriyle ¢apraz baglanarak olgun kollajen olusur (6, 9).

Yara merkezindeki asidik ortam ve diisiik oksijen miktar1 fibroblast gogalmasini

uyarir ve fibroblastlar en ¢ok bu ortamda matriks proteinlerini sentezler. Yeni damar



10

olusumuyla yara merkezindeki oksijen arttigindan dolay1 fibroblastlarin ¢ogalmasi da

azalir (6).

Anjiyogenez: Yara bdlgesinde var olan endotel hiicrelerden yeni kan
damarlarinin olusmasina denmektedir. Yara iyilesmesinde fibroblastlarin proliferasyon
stireci ile paralel olarak geligir (6). Yiiksek miktardaki laktat, azalmis pH ve diisiik
oksijen basinci gibi doku cevresindeki degisiklikler anjiyogenezi uyardigi gibi yara
iyilesmesinin inflamatuvar evresinde iiretilen vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF), FGF, TGF-B ve anjiyopoietin gibi ¢esitli bliylime faktorleri ve sitokinler de

anjiyogenezi uyarir ve diizenler (9).

Anjiyogenez i¢in endotel hiicreleri go¢ etmelidir. Endotel hiicreleri salgiladiklari
kollajenaz, plazminojen aktivatorii ve stromelizin gibi araci molekiillerle veniil bazal
membrant parcgalar. Parcalanmis bazal membran araliklarindan endotel hiicreler
psodopodlar olusturarak perivaskiiler alana ¢ikar ve salgiladiklari proteolitik enzimlerle
kapiller ucunda bulunan endotel hiicreleri yara i¢ine dogru hareket ederler. Ardi ardina
dizilerek kapiller tomurcuklanmay1 olustururlar. Diger yonlerden gelen tomurcuklarla

birlesip kapiller dallanmay1 olusturur ve sonugta kapiller ag1 meydana gelir (6).

Epitelizasyon

Epitelizasyon, yaralanmadan sonra derinin bariyer 0Ozelliginin yeniden
kazandirilmas1 amaciyla epitel hiicrelerinin ayrilmasini, go¢ etmesini, ¢ogalmasini,
organize ve keratinize olmasini kapsayan bir siiregtir. Yaralanmada bazal membran
zarar gormediyse epitelizasyon yara kenarindaki saglam epitel hiicrelerinden, kil
folikiilii ve ter bezi gibi epidermal olusumlardan kdken alir. Tam kalinliktaki agik
yaralarda ise bazal membran zarar gordiigiinden epitelizasyon sadece yara kenarindaki

saglam epitel hiicrelerinden kdken alir (6).

Yaranin epitelizasyonu yaralanmadan saatler sonra baslar (11). Keratinositler
bazal epidermal hiicrelerini olusturmak igin go¢ etmelidir. Bunun i¢in de fenotipik
degisime ugrarlar. Keratinositler yalnizca canl yiizeyler iizerinde go¢ edebildiklerinden
yaralanmadan hemen sonra olusan piht1 epitelizasyon i¢in gegici bir engel olusturur.
Keratinositler tip V kollajeni notral proteazlar, plazminojen aktivatorii, kollajenaz ve
fibronektin {reterek epitelizasyon siirecine katkida bulunur. Kollajenaz ve diger
proteazlar piht1 ile canli ylizey arasindaki baglantiy1 ayirir. Bu sekilde keratinositlere

gb¢ etmek icin zemin hazirlanmis olur. Fibronektin de keratinositlerin yara tabanina
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dogru gb¢ etmesine yardimeir olur. Serbest yara kenarlarindan baslayan epitelizasyon,
iki taraftan goce baslayan keratinositlerin birbirileriyle karsilasip kontakt inhibisyon
yapmalarina kadar devam eder (6). Graniilasyon tabakasi olarak adlandirilan bu
tabakadaki hiicreler mitoza girer ve yeni olusan hiicreler dis yilizeye dogru ilerler ve ¢cok
katl epiteli olusturur. En dis tabakadaki epitel keratinize olarak epidermise dayaniklilik

kazandirir.

Enfeksiyon ve yara kabugunun olmadigi yaralarda, nemli ortam ve yeterli
oksijenlenmenin saglandig1 durumlarda keratinositlerin gogii ve ¢ogalmasi en yliksek

seviyededir (6).

Yara Kontraksiyonu
Defektin kapatilmasint kolaylagtirmak i¢in yaray1 c¢evreleyen tam kalinliktaki
yara dudaklarinin merkeze dogru hareketi sonucu yara biyiikligiiniin azalmasidir.

Kontraksiyon yaralanmadan sonraki 5-15. giinlerde en fazla seviyededir (6).

Yara iyilesmesi esnasinda matriksin birikmesi ve fibroblastlarda protein
sentezinin sona ermesinden sonra fibroblastlarda fenotipik degisikler meydana gelir ve
fibroblastlar miyofibroblastlara doniigiir. Miyofibroblastlar diiz kas hiicreleri ve
fibroblastlarin 6zelliklerini gosterir (6). Miyofibroblastlar hiicre-hiicre ve hiicre-matriks
baglantilar1 yapar ve aktin-igeren mikrofilamentleri araciligiyla kasilir. Bu sekilde

yaranin kontraksiyonu gerceklesir (7).

Kontraksiyon  yara  dudaklar1  birbirleriyle  temas  sagladiklarinda,
miyofibroblastlarin gerilim kuvvetinin yaray1 ¢evreleyen derinin gerilim kuvvetine esit
oldugunda ve miyofibroblastlarda yapisal bir bozukluk oldugunda durur. Graniilasyon
dokusu eger tam kalinliktaki greft veya flep ile kapatilirsa ve agik yaralar mekanik
olarak hareketsizlestirilirse yara kontraksiyonu engellenir. Yaralarin sekline gore yara
kontraksiyonu ve skar1 degisir. Dairesel yaralar iiggen, dortgen gibi yaralardan yaklasik

%30 daha yavas biiziiserek iyilesir (6).

2.2.3. Olgunlasma Evresi

Haftalar, aylar hatta yillar boyunca siliren yara iyilesmesinin bu son evresinde
graniilasyon dokusu skar dokusuna doniisiir ve ECM olgunlasir (Sekil 2-6) (6, 9). Bu
evrede yara bolgesindeki fibroblastlarin sayisi azalir, kollajen tiretimi dengeye ulasir,

epitelizasyon tamamlanir, yara rengi soluklasir, yara gerilim direnci artar, skar
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dokusunun hacmi azalir ve sonugta 1yilesmis bir skar dokusu olusur. Bu evre boyunca
fazla sayida hiicresel ve damarsal yapiya sahip graniilasyon dokusu yavag bir sekilde
sekil ve yapisin1 degistirir ve daha az hiicre ve damara sahip bir skar dokusuna doniisiir.
Hiicrelerin azalmasi apoptozla ya da hiicrelerin yara digina go¢ etmesiyle olur (6).
Hyaluronik asit kondritin siilfat ve dermaten siilfata doniisiir. Kollajenlerin yeniden
diizenlenmesinde kollajenaz rol alir (8). Graniilasyon evresinde sentezlenen kollajen
[IT’tin yerini kollajen I alir (12). Kollajen basta incedir. Kollajen fibrilleri capraz
baglanir ve olusan kollajen demetleri gelisir ve kalinlasir. Deri ylizeyine paralel bir
sekilde yeniden diizenlenir. Bu degisiklerden sonra yara gerilim kuvveti artar. Skar
dokusu ilk hafta yaranin en son kazanacagi direncin %3’iine sahipken, liciincii haftada

%30, {igiincii ay ve sonrasinda %80 diren¢ kazanir (6).

Sekil 2-6: Olgunlasma
Fibroblastlar, kollajen sentezi ve yikimini igeren ECM’nin kompozisyonundaki degisikliklerden sorumludur.

Yaralanmis derinin biitiinliigiinii iyilestirmek i¢in yara kapanmasindan sonra bu olay devam eder (10).

2.3. MIKRORNA

MikroRNA’lar (miRNA), kii¢iik (~22 niikleotid uzunlugunda) kodlanmayan tek
iplikli RNA molekiiliidiir (1). Transfer RNA (tRNA) ve ribozomal RNA (rRNA) gibi
kodlanmayan RNA’larin gorevleri anlagildiginda goriilmiistiir ki diger kodlanmayan
RNAlar, bir¢cok insan geninin post-transkripsiyonel diizenlenmesinde dnemli bir rol
oynamaktadir. Bu esas olarak, RNA’nin iki formu tarafindan gergeklestirilir: small
interfering RNAlar (siRNAlar) ve mikroRNAlar (miRNAlar)’dir. Kodlanmayan bu
RNA’lar gen ekspresyonunun birgok alanmi kontrol etti§i goriilmektedir.

Transkriptomun %30’undan daha etkili oldugu goriilen miRNA’lar, insan genom
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kodunun %3 civarinin oldugu tahmin edilmektedir (10). MiRNA’lar genelde hedef
mRNA’nin 3’UTRsine baglanirlar. Ya hedef mRNA’y1 degrade ederek ya translasyonu
bloke ederek ya da her ikisini birden yaparak post-transkripsiyonel gen diizenlenmesini

indiikleme yetenegindedirler (1).

2.3.1. Tarihge

MiRNA’lar ilk kez Caenorhabditis elegans’in larval gelisimiyle ilgili yapilan
calismalarda 1993 yilinda kesfedilmistir. Lee ve ark.,, C. elegans’ta bulunan
heterokronik gen lin-4’tin 22 ve 61 bazlik protein kodlamayan RNA ¢iftini kodladigini
ve bu kiiciik RNA’larin lin-14’tn 3’UTR’sindeki baz1 tekrar dizilerle komplementer
oldugunu ve RNA-RNA etkilesimiyle lin-4’lin lin-14 proteinini negatif olarak
diizenledigini bulmustur (13). C. elegans’in larval gelisiminde gorevli bagka bir kii¢iik
RNA olan 21 bazlik heterokronik let-7’nin de lin-41’in 3’UTR’ye komplementer olup
negatif olarak diizenledigi Reinhart ve ark. tarafindan 2000 yilinda bulunmustur (14).
Ayni yil let-7 geninin bir¢ok hayvanda korundugu bulunmustur (15). 2001 yilinda
Science dergisinde yayinlanan 3 yayinda bu kiigiik kodlanmayan diizenleyici RNA’lar

ilk defa “mikroRNA” olarak isimlendirildi (16-18).

2.3.2. MikroRNA Biyogenezi ve Fonksiyonu

MiRNA lar, birbirini izleyen ve {ic basamaktan olusan islem siireci sonucunda
meydana gelir. 1k basamak; nukleusta miRNA genlerinin transkripsiyonuyla birincil
transkript (pri-miRNA)’in olusumunu igerir. Ikinci basamak; nukleusta pri-
miRNA’larin énciil miRNA (pre-miRNA)’lara doniisiimiinii igerir. Uciincii basamak
ise; sitoplazmaya gecen pre-miRNA’lardan olgun miRNA’larin olusumunu igerir (Sekil

2-7) (19).
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RNA Pol 1l

DGCR8

Cytoplasm - Translation suppression base pairing)
(imperfect base pairing)
Sekil 2-7: MiRNA biyogenezi ve transkripsiyon sonrasi susturma mekanizmasinin sematik
ozeti.

DGCR8= DiGeorge kritik bolgesi 8; mRNA= mesajct RNA; pre-miRNA = onciil miRNA; pri-miRNA = primer
miRNA; RanGTP= guanozin trifosfat baglayan Ran; RISC = RNA ile indiiklenmis susturma kompleksi; RNA Pol I
=RNA polimeraz II (10).

Insanlarda genomik DNA’daki miRNA’lar1 kodlayan genlerin transkripsiyonu
RNA polimeraz II enzimi tarafindan nukleusta gergeklesir. 500-3000 baz uzunlugunda
ve ayrica 5’ cap (sapka) ve 3’ poly A kuyruguna sahip sap-ilmik yapisinda olan bu
molekiil pri-miRNA olarak adlandirilir. RNaz III ailesine ait bir endoniikleaz olan
Drosha ile ¢ift iplikli RNA baglayici protein olan DGCRS8 (DiGeorge kritik bolgesi 8; C
elegans ve Drosofila’da Pasha olarak bilinir) bir araya gelerek mikroislemci
kompleksini olusturur. Olusan bu kompleks pri-miRNA’y1 keserek yaklagik 70
niikleotidli pre-miRNA’y1 olusturur, Ran-GTP bagimli eksportin-5 araciligiyla pre-
miRNA nukleustan sitoplazmaya tasinir. RNaz III ailesine ait bir endoniikleaz olan
Dicer ve transaktivasyondan sorumlu RNA baglayici protein (TRBP)’in olusturdugu
kompleks pre-miRNA’nin sap-ilmigini keserek 18-24 niikleotidli ¢ift zincirli miRNA:
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miRNA* dubleksini meydana getirir. Dicer bu esnada RNA ile indiiklenmis susturma
kompleksi (RISC)’nin olusumunu baglatir. RISC’in katalitik komponentleri argonaut
proteinleridir. Bu proteinler miRNA’ nin baglanmasi sirasinda 6zgiil mRNA’yla iligki
kurar ve yardimci proteinlerin aktivitesini kolaylagtirir. RISC araciligiyla miRNA:
miRNA* dubleksi birbirinden ayrilir. 5° ucu daha kararli olan1 RISC’e dahil olur ve bu
iplik kilavuz olarak adlandirilir. Kilavuz miRNA’ya eslenik diziyi igeren iplik de yolcu
ya da anti-kilavuz olarak adlandirilir. Genelde yolcu zincir RICS’in substrati olarak
sindirilir. MiRNA RICS’e dahil olduktan sonra hedef mRNA’ya baglanarak yapisindaki
argonaute proteinleri araciligrtyla mRNA’nin yikilmasina ya da protein sentezinin
baskilanmasina yol agar. Hayvanlarda, miRNA’lar genellikle eksik baz eslesmesi
durumunda transkriptin 3’-UTR’lerine baglanarak protein sentezini baskilar. Bununla
birlikte, kusursuz ya da kusursuza yakin baz eslesmesi durumunda, miRNA’lar hedef

mRNA’nin 3’-UTR’lerini ikiye ayirir ve pargalar (10, 19-21).

MiRNA gen kopya sayisindaki degisiklikler, miRNA oOnciillerinin mutasyonu,
histon deasetilasyonu ve miRNA  oOnciillerinin  hipermetilasyonu ~ miRNA
ekspresyonunun transkripsiyonel oncesi diizenlenmesini etkileyebilir. Transkripsiyonel
oncesi ve sonrast miRNA diizenlenmesi genellikle 6zgiil degildir. Buna karsin
transkripsiyonel seviyesinde miRNAlarin diizenlenmesi 6zgiildiir ve 6zgiil miRNA’larin

ekspresyonunu diizenleyen birgok transkripsiyon faktorii tanimlanmistir (10).

2.3.3. MikroRNA ve Yara Iyilesmesi

MiRNA’nin hatali ekspresyonu ve miRNA’nin hedef yerlerinin kazanilmasi
veya kaybi, patolojik durumlar ve hastalik siiregleri ile iliskilendirilmistir. MiRNA’larin
deri yara tamirinde 6nemli bir role sahip oldugu goriilmiistiir. Simdiki bilimsel bulgular
gostermistir ki insan derisinde ve yara bolgesinde ¢ok 06zgil role sahip miRNA’lar
bulunmaktadir (Tablo 2-1). MiRNA’lar; fibroblast ve keratinosit fonksiyonu, apoptoz
ve inflamatuvar siirecini kontrol eder (10). Ornegin; inflamasyonu kontrol eden ilk
bulunan miRNA vaskular hiicre adezyon molekiilii (VCAM-1)’ilin inhibitorii olan miR-
126’dir. Endotel hiicrelerde miR-126’nin azalmasi VCAM-1’in ekspresyonda artiga
sebep olmustur, bu da lokositlerin endotel hiicrelerine adezyonunu arttirmistir (22). In
vivo ve in vitro olarak miR-21’in yara alanina dogru fibroblastlarin gogiinii
hizlandirdig1r bulunmustur (23). Tili ve ark. miR-125b’nin tiimor nekrozis faktorii-a

(TNF-a)’ya baglanarak transkripsiyon sonrast baskilanmayr sagladigint rapor
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etmiglerdir (24). miR-29’un sistemik sklerozda fibrogenezin diizenleyicisidir. miR-
29a’nin kollajen tip I ve III’lin ekspresyonunu negatif yonde etkiler (25). miR-92a’nin
endotel hiicrelerinde fazlaca eksprese edilir ve anti-anjiyogenik etki gosterir. Limb
iskemi ve miyokardiyal infarktus fare modelinde miR-92a inhibe edildiginde damar

biliylimesinin arttig1 gorilmiistiir (26).

Tablo 2-1: Deri yara tamirinde olasi rolleriyle miRNAlar

miRNA Fonksiyonu

miR-125b Immiin hiicre toplanmasin1 etkileyen TNF-a ekspresyonunu
diizenler.

miR-126 EC’ye lokosit adherensini etkileyen VCAM-1 ekspresyonunu
diizenler.

miR-31, miR-17-3p EC’ye lokosit adherensini etkileyen E-selektin ve ICAM-I1

ekspresyonunu diizenler.
miR-223 Graniilopoiez ve olgun notrofil aktivitesini etkiler.

miR-21, miR-155, miR-424, Monositik farklilasmay etkiler.

miR-17-92

miR-29a/b/c Dermal fibroblast-aracili fibrozisi diizenler.

miR-203 Keratinosit proliferasyonu ve farklilagmasini diizenler ve keratinosit
immiinomodulator hareketine katilir.

miR-210 Keratinosit proliferasyonunu diizenler.

EC= Endotelyal hiicre; ICAM-1 = Hiicrelerarasi adezyon molekiili-1; TNF-o= Timor nekrozis faktér-a; VCAM-1=
Vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (10).

2.4. LUCILIA SERICATA

Yesil sise cami sinegi veya yesil et sinegi olarak da bilinen Lucilia sericata‘nin
eriskini, metalik yesil veya mavimsi yesil renkte olup 5-10 mm biiyiikligiindedir. Bu
sinek tlirliniin yasam evresi yumurta, larva (L., II. ve III. donem), pupa ve eriskin
seklindedir (Sekil 2-8). Yumurtalar1 soluk sarimsi-beyaz renktedir. Boyu 16 mm olan
ITII. donem larvalarinda 12 segment bulunmaktadir. Posteriyor stigmalarinda bulunan

peritremleri dar ve kapalidir (27).
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Sekil 2-8: a) Lucilia sericata, b) Lucilia sericata larvalar: (28).

L. sericata, dogal yasaminda yumurtalarini insanlarin ve hayvanlarin ¢iiriiyen,
habis iltihapli agiktaki yaralarina; ayrica kokusmus ve ¢iirlimeye baslamis cesetlerin
lizerine birakir. Yumurtadan ¢ikan larvalar bu habis iltihapli, kokusmus ve ¢iiriimeye
baslamis dokularla beslenir. Bu beslenme esnasinda larvalar canli ve saglikli dokulara
saldirmaz. Bu 6zelliginden dolay1 L. sericata’nin 1. ve 1I. donem larvalar1 zor iyilesen

kronik yaralarin tedavisinde basarili bir sekilde kullanilmaktadir (27).

2.4.1. Yasam Dongiisii

L. sericata otojendz bir tiir olup yumurtalarini olusturmadan 6nce proteinli
besinlere ihtiya¢ duyar. Proteinli besinlerin varliginda eriskin disi sinekler hayatlar
boyunca iicer giin araliklarla ortalama 225-250 yumurta birakirlar. Yumurtadan ¢ikan
larvalar; I. donemi 22 saat, II. donemi 15 saat ve III. donemi ise ortalama 43 saatte
tamamlarlar. Pupa Oncesi safha yaklasik olarak 100 saat ve pupa dénemi de ~192 saat
stirmektedir. Buna gore, L. sericata’nin yagam dongiisii 25 °C’de yaklagik 16 giin

stirmektedir (27).

24.2. LDT

Wollina ve ark. tarafindan, biyocerrahi olarak da adlandirilan larva debridman
tedavisi (LDT); canliligini yitirmis dokuyu kaldirmak, enfeksiyon riskini azaltmak ve
yara iyilesmesini artirmak i¢in yaralarin {izerinde canli larvalart kullanma olarak

tanimlanmistir. Lucilia sericata Baer’in zamanindan beri kullanilmaktadir (29).
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Larvalarin en etkili olmasi i¢in optimal bir sicakligina (viicut sicakligl), oksijen
kaynagina ve nemli yara ortamina ihtiyag vardir (30). Bu sebeple tedavi sirasinda hava
gecirgenligini  saglayacak pansuman uygulanmali ve yaranin nemli kalmasi

saglanmalidir.

LDT; bacak iilseri, basi yarasi, ampiitasyon bolgeleri, diyabetik ayak iilseri,
birincil yanik, kronik osteomiyelit, yumusak doku enfeksiyonu ve kangren gibi

durumlarda kullanilmaktadir (29).

2.4.2.1. LDT’nin Tarihgesi

Sinek larvalariin yaralar1 temizledigi ve iyilestirdigi yiizyillardir bilinmektedir
(29). Bu larvalarin yara iizerindeki yararli etkileri ilk olarak Fransiz cerrah Ambroise
Par¢ tarafindan 1559 yilinda kesfedilmistir (28, 29). Napolyon’un ordusunda bashekim
olarak gorev yapan Fransiz cerrah Baron Larrey 1829 yilinda larvalar tarafindan enfekte
olmus yaralarda graniilasyon dokusunu iyilestirdigini ve iyilesmeyi hizlandirdigimi
kesfetmistir (29). Amerikan I¢ Savasi’nda goérevli olan Dr. Joseph Jones, yaralardaki
larvalarin yalnizca 6lii dokulari tahrip ettigini ve canli dokulara ise zarar vermediklerini
fark etmistir (31). Amerikan I¢ Savasi sirasinda cerrah olan J F Zacharias, ilk defa resmi
olarak larva uygulamasinmi belgelemistir (32). Baer 1917°de Birinci Diinya Savasi’nda
yer alan 2 askerdeki larvalarin etkisini gdzlemlemistir (29). Ayni yil a¢ik kiriklarin ve
mide yaralariin tedavisini rapor etmistir (32). Baer 1931 yilinda larva tedavisi olarak

da bilinen LDT’yi tanimlamustir (28).

Baer tarafindan LDT’ nin yayginlasmasina takiben, larvalar Amerika Birlesik
Devletleri, Kanada ve Avrupa’nin her yerinde tiim c¢esitli yaralarda bulunmaya basladi
(iatrojenik olarak). Antibiyotiklerin ve ozellikle Chain ve ark. tarafindan penisilinin
gelisiyle yara bakimi i¢in larvalarin kullaniminda dramatik bir diisiis kaydedilmistir.
Yara bakim tekniklerinin gelismesi larvalara son darbeyi vurmustur. Nigam ve ark.,
bakteriyel direncin (6zellikle metiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA))
gelisiminden ve kronik yaralarin etkin bakimindaki basarisizligindan sonra larvalarin
ikinci dirilisinin gergeklestigini kaydetmistir. Nigam ve ark., ayrica genis kapsamli bir
makalede yara iyilesmesi sirasinda yer alan kompleks olaylar dizisini detaylandirmais,
Lucilia sericata’nin yasam donglisiinii iyi bir sekilde hesaplamis ve LDT i¢in en sik

kullanilan sinek larvasi oldugunu belirtmislerdir (29).
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Tirkiye’de ise LDT ilk defa 2002’de Tanyiiksel ve ark tarafindan GATA’da
uygulanmaya baslamistir (28). Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Temel
Tip Bilimleri binasinda TUBITAK Biyoterapi Arastirma ve Gelistirme Laboratuvari
kurulmustur ve 2007°den beri burada LDT’ye devam edilmektedir.

2.4.2.2. LDT’nin Etki Mekanizmasi

LDT nin etki mekanizmasi 3 baslik altinda toplanabilir:

1-) Debridman: Lucilia sericata larvalari, agzindaki ¢engeller ve salgilarinda
bulunan g¢esitli proteolitik enzimler araciligiyla nekrotik dokuyu parcalar ve kismi

sindirilmis nekrotik dokuyu besin olarak kullanarak ortadan kaldirirlar (28).

2-) Dezenfeksiyon: Larva salgisinda yer alan antibakteriyel maddelerin etkisiyle
ve proteolitik enzimlerin bakterileri par¢alamasiyla yaranin dezenfeksiyonu gerceklesir
(28). Ayrica larva salgisinin yaranin pH’sini degistirmesi (33) ve larva sindirim

kanalinin degisen pH’s1 bakterilerin 6liimiine neden olur (28).

3-) Graniilasyonun baglamasi: Larva salgisinda graniilasyonu uyaran g¢esitli
maddeler, biliytime faktorleri ve sitokinler bulunur. Larva salgisindaki bazi maddelerin

yaranin pH’sini1 degistirmesi de graniilasyonu uyarict bir etki gosterir (28, 33).

2.4.2.3. Larva Salgis1

Livingston larvalarin “aktif madde”sini tanimlanustir. Aktif madde topikal ya da
ast olarak kullanilmis ancak asilamanin zararli oldugu gorilmiistir. Ayrica
karakterizasyonu yapilmistir. Livingston, larva ekstratinin siilfidril radikalleri, allantoin,
kalsiyum, sistein, glutatyon ve “embriyonik biiylimeyi uyarict maddeler”i igerdigini
buldu. Prete aktif maddenin daha ileri karakterizasyonunu gerceklestirmis ve Lucilia
sericata’nin hemolimf ve sindirimsel salgilarinin in vitro olarak insan fibroblastlarinda
bliylimeyi uyardigin1 gostermistir (30). Larvalarin iire, amonyum ve kalsiyum karbonat
tirettigi bulunmustur. Debridman mekanizmasinin anlasilmasi i¢in yapilan ¢aligmalarla
larvalarin beslenirken karboksipeptidaz A ve B, 16sinaminopeptidaz, kollajenaz ve serin
proteaz (tripsin ve kimotripsin benzeri enzimler) gibi sindirim enzimlerini ortama
saldigr bulunmustur (29). Antibakteriyel aktiviteye sahip iki bilesik bulunmustur:
fenilasetik asit ve fenilasetaldehit (30). Chambers’in yaptig1 bir ¢aligmayla larvalarin
nekrotik ve enfekte yaralara girip kimotripsin ve tripsin benzeri aktiviteleri iceren

salgisini salmasiyla ECM komponentlerinin yeniden diizenlenmesini saglayarak yara
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tyilesmesini olumlu yonde etkiledigini bulmustur (34). Lucilia sericata larva

salgilariin i¢erdigi molekiiller Tablo 2-2’de gosterilmistir.

Tablo 2-2: Lucilia sericata larva salgilarinin icerdigi molekiiller (29, 30, 34)

Siilfidril radikalleri

Allantoin

Kalsiyum

Sistein

Glutatyon

Ure

Amonyum

Kalsiyum karbonat

Karboksipeptidaz A ve B

Metalloproteinaz (Lésinaminopeptidaz, aminopeptidaz)
Kollajenaz

Serin proteinaz (Tripsin ve kimotripsin benzeri enzimler, trombin, plazmin, kallikrein, elastaz, {irokinaz)
Sistein proteinaz (Papain)

Fenilasetik asit

Fenilasetaldehit
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3. GEREC VE YONTEM

Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 2011/153
no’lu kararla onaylanmistir. Deneysel Tip Arastirma Enstitiisi Deney Hayvanlari
Biyolojisi ve Biyomedikal Uygulama Teknikleri Anabilim Dal1 Uretim béliimiinden 10
adet saglikli, Wistar albino tiirii, yetiskin, erkek, 250-300 gr agirliginda sicanlar temin
edildi. Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Arastirma
Laboratuvarinda bakimi yapildi ve hayvan deneyleri 25 Haziran 2012 — 16 Agustos
2012 tarihleri arasinda yiiriitiildii. Sicanlar 21-24 °C’de (oda sicakliginda), 12 saat
aydinlik/ 12 saat karanlik fotoperiyodunda, polikarbon yapili sican kafeslerinde bireysel
olarak, %18-20 protein igeren pelet sican yemi ve su ile ad-libitum olacak sekilde

beslenerek muhafaza edildi.

3.1. Hayvan Deneyi Plani
Her grupta 5’er adet olmak {izere sicanlar rastgele olarak tedavi ve kontrol grubu
olmak iizere iki gruba ayrildi. Tedavi grubunun yaralarina topikal olarak Lucilia

sericata larva salgis1 uygulanmisken kontrol grubuna bidistile su uygulanmistir.

3.2. Deney Protokolii

Sicanlara her operasyon oncesinde 10 mg/kg dozda ksilazin HCI (Rompun, %2,
Bayer) ve 50 mg/kg dozda ketamin HCl (Ketalar, 10 ml, Pfizer) anestezisi
intraperitoneal yolla uygulandi. Her bir siganin sirt bolgesi tiras edildi ve sonrasinda
povidon iyot ile temizlendi. Sonra bir levhanin rehberliginde 1,5 cm ¢apinda sirkiiler 4
adet alan ¢izildi (Sekil 3-1) ve cerrahi makas aracilifiyla tam kat yara modeli
olusturuldu (Sekil 3-2). Yaralarin ikisi orta hattin sag iist ve sag alt kismina diger ikisi

sol iist ve sol alt kismina agildi.
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Sekil 3-1: Sicamin sirt bdlgesi tiraslandiktan sonra steril kosullarda yara alamimin
belirtilmesi.

Sekil 3-2: Sicanin sirt bolgesine steril kosullarda yara modelinin olusturulmasi.

Her hayvanin yarasina birer tane olmak {izere steril kosullarda, uygun boyut ve
sayida cerrahi siingerler (Spongostan®) hazirlandi. 1.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi’nde
bulunan TUBITAK Biyoterapi Arastirma ve Gelistirme Laboratuvari’ndan steril Lucilia
sericata larvalar1 temin edildi. II. donem sonu - III. donem basina ait larvalar 1 ml
bidistile suda 250 adet olacak sekilde steril cam kaba konularak oda sicakliginda 1 saat
bekletildi (37). Larva salgist insiilin enjektoriiyle toplandi ve her siingere 50 pl olacak
sekilde emdirildi. Tedavi grubundaki 5 siganin yaralarina larva salgist emdirilmis

stingerler yerlestirildi. Negatif kontrol olarak her siingere 50 ul olacak sekilde bidistile
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su emdirildi ve bu emdirilmis siingerler kontrol grubundaki 5 siganin yaralarina
yerlestirildi. Tiim siganlarin cerrahi siingerlerinin iizeri steril gazli bez ile kapatilip
hareketini kisitlamayacak sekilde flaster ile bandajlandi. Her bir sigan, lizeri kodlanmis

bireysel kafeslere yerlestirildi.

3.3. Yara lyilesmesinin izlenimi

Ik giin (0. giin) alinan deri biyopsileri sham grubu olarak histopatolojik
incelemeler i¢in kullanildi. Yaralarin fotograflar1 ¢ekildi. Her bir sicanin yaralari
fizyolojik tuzlu su (FTS) ile temizlenmesinden sonra yara alanlarina emdirilmis cerrahi

stingerler yerlestirildi.

4., 7. ve 10. giin her hayvandaki belli bir yaradan bir miktar saglikli dokuyu da
icerecek sekilde biyopsi alindi. Yara bolgesini igerecek sekilde bisturi yardimiyla bir
kismi histopatolojik inceleme i¢in ayrilirken bir kismi1 da molekiiler genetik analizi igin
ayrildi. Yaralarin fotograflar ¢ekildikten sonra her bir yara FTS ile temizlendi ve 4. ve

7. giinde yaralara, emdirilmis siinger kullanildi. 10. glinde deney sonlandirildi.

Deneylerde yapilan islemler Tablo 3-1’de 6zetlenmistir.

Tablo 3-1: Hayvan Deneyleri Uygulamasinin Ozeti

Grup Giin Fotograf Cekimi Larva Salgis1i Uygulamas1  Bidistile Su Uygulamasi

Tedavi 0 v 50 ul/YB x
4 v 50 ul/YB x
7 v 50 ul/YB x
10 4 x x
Kontrol 0 v x 50 ul/’YB
4 v x 50 ul/’YB
7 v x 50 ul/YB
10 4 x x

YB: Yara basina.
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3.4. Histopatolojik Inceleme

Sicanlara ait doku oOrnekleri %10’luk notral formalin icerisinde tespit edildi.
Rutin doku takip islemleri sonrasinda parafine gomiildii. Parafin bloklardan 5
mikrometre kalinliginda elde edilen kesitler, Hemotoksilen-Eozin (H-E) ve Azan ile
boyanarak 1s1tk mikroskobu (Olympus BX61) ile goriintiilenip mikroskop kamerasi
(Olympus DP72) ile fotograflandi. H+E ile boyanan kesitlerin genel goriiniimleri
degerlendirildi. Azan ile boyanan kesitlerde ise epitel rejenerasyonu ve fibroz

degerlendirmeleri yapildi.

3.5. Molekiiler Genetik Analizi

Sicanlardan alinan doku oOrnekleri DNaz ve RNaz igermeyen 1,5 ml’lik
ependorflara konulup analiz giiniine kadar -80 °C’de muhafaza edildi. Toplanan dokular
I.U. Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii Molekiiler Tip AD’ye soguk zincirle ulastirildi.
MiRNA profilinin taranmast i¢in mikrodizin analizi (GeneChip miRNA 2.0 Array,
Affymetrix) yapildi.

3.5.1. Mikrodizin Analizi ile miRNA Profilinin Taranmasi
FlashTag™ Biotin HSR RNA Labeling Kit (Affymetrix) protokolii (Sekil 3-3)

asagidaki basamaklardan olusur:

1. RNA Hazirlanmasi

2. Poly(A) Kuyrugu eklenmesi
3. Ligasyon

4. Hibridizasyon

5. Yikama-Boyama-Tarama.
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Sekil 3-3: FlashTag™ HSR Protokolii

3.5.1.1. RNA Hazirlanmasi

Ambion PureLink RNA Kit ile RNA izole edildi ve RNA konsantrasyonu

Olciilerek ¢aligmaya uygun olmasi teyit edildi. Analiz giinline kadar -80 °C’de muhafaza

edildi.

Dokudan RNA izolasyonu

e Dokular, -80 °C’den ¢ikarilip, oda sicakliginda ¢oziinmeye birakildi.

Biotin-labeled 3aDNA®
e ® .'/

@
m / O -
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e Dokular homojenize edilmesi i¢in pens yardimiyla homojenizasyon tiipiine

(“bead”li tliplere ) aktarild1 ve tizerine 600 pl. tissue lysis buffer eklendi.

e Tiipler homojenizatérde (MagNA Lyser Green Beads) 6.500 speed’de 1 dakika

homojenize edildi.

e Homojenizatorden c¢ikarilan tiipler cold block’ta 3-5 dakika (kopiikleri gidinceye

kadar) bekletildi (-20 °C’de de bekletilebilir.)
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Homojenat (600pul) temiz ependorflara aktarildi. Uzerine %70 lik etanol (600pul)
eklendi. (1+1 etanol eklendiginden bastaki hacim kadar eklendi.) Ve karisim
vortekslendi.

Bu karigimin i¢inden 700 pl. alinip spin kolonlara aktarildi. 13.000 RPM’de 15 sn.
santrifiij edildi.

Toplama tiipleri degistirildi. Bir onceki asamada kalan homojenat filtreli tiipe
aktarildi. 13.000 RPM’de 15 sn. santrifiij edildi.

Toplama tiipleri degistirildi ve {izerine 700ul Wash Buffer 1 eklendi. 13.000
RPM’de 15 sn. santrifiij edildi.

Toplama tiipleri degistirildi ve {lizerine 500ul Wash Buffer II ilave edildi. 13.000
RPM’de 15 sn. santrifiij edildi (Wash Buffer II, 60ml. Ethanol ile sulandirilarak
hazirlandi).

Ayni islem bir kez daha tekrar edildi.

Toplama tiipleri atildi. Filtreler ependorflara yerlestirildi ve {izerine 30ul RNase
Free Water eklenerek RNA ¢oziildii ve 1-2 dk. beklendikten sonra 13.000 RPM’de 2
dakika santrifiij edilerek RNA’nin ¢okmesi saglandi.

Elde edilen RNA -80 °C’de saklandi.

RNA Konsantrasyonunun Ol¢iimii

NanoDrop Spektrofotometre kullanilarak, elde edilen RNA’ larin konsantrasyonlari

Olctildii. RNA’lar konsantrasyonlar1 100 ng/ul olacak sekilde diliie edildi.

3.5.1.2. Poly(A) Kuyrugu eklenmesi

Bu asama RNA molekiiliiniin 3’ ucuna Poly(A) kuyrugu ekleme asamasidir (Tablo
3-2) ve buz lizerinde yapilir.

8 ul RNA iizerine 2 ul RNA Spike Control Oligos eklendi.

ATP karisimi 1 mM’lik Tris ile diliie edildi.

Diliisyon i¢in kullanilan formiil:

1000/ ... ug baslangig total RNA

ORNEK: Baslangi¢ miktar1 2 pg olan RNA &rnegi icin;
1000/2=500 bu durumda bu 6rnek i¢in ATP karisimi 1’e 500 oraninda diliie edildi.

Poly(A) kuyrugu ekleme master mixi hazirlandi, 5 pl master mix RNA 6rneklerine
eklendi ve 15 dakika 37°C’de inkiibasyona birakildu.
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Tablo 3-2: Poly (A) kuyrugu eklenmesinde kullanilan malzemelerin miktari

Kullanilan Malzemeler Miktarlar
RNA Spike Control Oligos 2,0 ul
ATP Karigimi (Diliie Edilmis) 1,0 ul
PAP Enzimi 1,0 ul
10X Reaksiyon Tamponu 1,5 ul
25 mM MnCl, 1,5 ul
Toplam Hacim (total RNA dahil) 15 ul

3.5.1.3. FlashTag™ Biotin HSR Ligasyon

e Bu asamada orneklere biyotinli DNA’nin ligasyonu saglandi (Tablo 3-3).

e Inkiibe edilen 6rnekler buz iizerinde bekletildi.

e 4 ul 5X FlashTag Ligation Mix Biotin her 6rnege eklendi.

e 2 ul T4 DNA Ligaz enzimi eklendi ve 25 °C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi.

e Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra reaksiyonu durdurmak igin son olarak 2,5 ul
Stop Solution eklendi ve ligasyon evresi tamamlandi.

Tablo 3-3: Ligasyon asamasinda kullanilan malzemelerin miktari

Kullanilan Malzemeler Miktarlar
5X FlashTag Ligation Mix Biotin 4,0 pl
T4 DNA Ligase 2,0 ul
Stop Solution 2,5 ul

Toplam Hacim (poly-a tailed RNA dahil) 23,5 pl

3.5.1.4. Hibridizasyon

e Bu asama Orneklerin array i¢ine yliklenmeden 6nceki son asamasidir.

e Tamamen c¢oziinen 20X Eukaryotic Hybridization Controls 65 °C’de 5 dakika
inkiibe edildi.

e Tablo 3-4’te verilen hibridizasyon karisimi hazirlanip 21,5 pl olan biotin-labeled
ornekler lizerine eklendi ve array hibridizasyon kokteyli hazirlandu.

Tablo 3-4: Hibridizasyon asamasinda kullanilan malzemeleri miktari

Kullanilan Malzemeler Miktarlar
2X Hibridizasyon Mix 50 pl
%27.5 Formamide 15 ul
DMSO 10 pl

20X Eukaryotic Hyb. Controls Sl
Control Oligonucleotide B, 3nM 1,7 wl

Toplam Hacim 103,2 pl
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e 99 °C’de 5 dakika, 45 °C’de 5 dakika inkiibe edildi. Bu sirada hibridizasyon firini
48 °C‘ye 1sitild1.

e Ornekler array igine yiiklendi ve 48 °C’de 60 rpm’de 16 saat boyunca array icindeki
oligomerlere hibridize olmas1 beklendi.

Plastic cartridge Notch Septa

Front

Probe array on
glass substrate

Sekil 3-4: Affymetrix GeneChip® Probe Array.

3.5.1.5. Yikama-Boyama-Tarama

e 16 saat sonunda array hibridizasyon firinindan (Affymetrix) alind1 ve bilgisayara
bagli olan yikama istasyonunda array i¢in uygun protokol secildi. Gerekli tampon ve
soliisyonlarla yikama ve boyama yapildi.

e Yikama-boyama protokolii tamamlanan array alindi ve tarayiciya kondu. Tarama
sonucunda analiz i¢in gerekli olan ham veri elde edildi.

3.7. istatistiksel Analiz

[statistiksel inceleme igin, GraphPad Prism 5 Istatistik paket progranu kullanilds.
Tedavi ve kontrol grubuna ait mikrodizin verileri istatistiksel t-testi kullanilarak
karsilastirildi. p<0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Kontrol grubuna
gore tedavi grubunun ekspresyon seviyesinin kat degisim esigi 1,5 olarak alindi ve kat

degisimi denklem 3-1 (38)’e gore hesaplandi:

T/K, T/K =1 ise (3-1)
Kat degisimi=
-K/T, T/K <1 ise

T: Tedavi grubu; K: Kontrol grubu.
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Degerlendirme
Mikroskobik incelemeler sonucunda, sham grubuna ait O0rneklerde histolojik
yapinin korundugu gozlemlendi. Epidermal hiicre tabakalar belirgin, dermis bag doku

elemanlar diizgiin, kollajen lif demetleri organize, kil kokleri, yag ve ter bezleri uygun

yerlesimlerindeydi (Sekil 4-1).

Sekil 4-1: Sham grubuna ait deri kesiti.

Yara iyilesmesinin 4. giiniinde kontrol ve tedavi gruplarinda yaraya bagli doku
hasar1 olduk¢a belirgindi. Dermis igerisinde yaygin bir inflamasyon tespit edildi.
Kollajen lif yapilarinda belirgin bir disintegrasyon, yogun inflamatuvar hiicre ve yogun

anjiyogenez sahalar1 gézlendi. Epidermis olduk¢a haraplanmisti (Sekil 4-2).

Sekil 4-2: Yara iyilesmesinin 4. giiniine ait yara Kesitleri

a- Kontrol grubu, b- Tedavi grubu.
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Yara iyilesmesinin 7. giiniinde kontrol ve tedavi gruplarinda inflamasyon ve
anjiyogenezin hala belirgin oldugu goriildi. Kollajen liflerindeki artis her iki grupta da
goriilmekle birlikte tedavi grubunda daha yogundu. Tedavi grubunda kollajen liflerinin
lif demetlerini yapmaya baglamasi kayda degerdi. Epitelizasyon kontrol grubunda hala

belirgin bir hasar ile seyrederken tedavi grubunda énemli 6l¢iide tamamlanmigti. Hiicre

yapilar1 diizgiindii ve hiicre tabakalar1 oldukga secilir haldeydi (Sekil 4-3).

Sekil 4-3: Yara iyilesmesinin 7. giiniine ait yara Kesitleri

a- Kontrol grubu, b- Tedavi grubu.

Yara iyilesmesinin 10. giiniinde kontrol ve tedavi grubunda inflamasyon ve
anjiyogenez Onemi Ol¢lide azalmis olarak bulundu. Kollajen lif yapilari belirgin, yer yer
demetler yapmis durumda ve organizeydi. Kontrol grubunda epitelizasyon
tamamlanmamisken tedavi grubunda epitelizasyon oldukca iyiydi. Hiicreler uygun

morfolojide ve tabakalar belirgindi (Sekil 4-4).

Sekil 4-4: Yara iyilesmesinin 10. giiniine ait yara kesitleri

a- Kontrol grubu, b- Tedavi grubu.
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4.2. MikroRNA Mikrodizin Analizi
MikroRNA mikrodizin analizleri yara iyilesmesinin 4., 7. ve 10. giinleri dikkate
almarak tedavi grubu ile kontrol grubu arasinda gergeklestirilmistir. 389 olgun

miRNA’nin analizi yapilmustir.

Yara iyilesmesinin 4. giliniinde tedavi ve kontrol grubundaki miRNA’larin
ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda, 316 miRNA’da anlamli degisim gézlenmistir.
Kontrol grubuna gore tedavi grubunda 158 miRNA’nin ekspresyonu artmisken 158
miRNA’nin ekspresyonu azalmistir. Kontrol grubuna gore tedavi grubunun kat
degisimleri incelendiginde, 30 miRNA’nin ekspresyonunda >1,5 kat artis gozlenmisken
(Tablo 4-1), 24 miRNA’nin ekspresyonunda da >1,5 kat azalma gozlenmistir (Tablo 4-
2).

Tablo 4-1: Yara iyilesmesinin 4. giiniinde kontrol grubuna gore tedavi grubunda
ekspresyonu anlaml olarak artan miRNA'lar

Transkript ID p Degeri Kat Degisimi
rno-let-7a 0,001 2,47
rno-miR-181b 0,001 2,11
rno-miR-543 0,001 2,05
rno-miR-421 0,001 1,99
rno-miR-449a 0,001 1,90
rno-miR-211 0,001 1,86
rno-miR-105 0,001 1,85
rno-miR-196b 0,001 1,83
rno-miR-150 0,001 1,82
rno-miR-346 0,001 1,80
rno-miR-324-5p 0,001 1,77
rno-miR-207 0,001 1,77
rno-miR-1 0,001 1,76
rno-miR-99a* 0,001 1,76
rno-miR-365 0,001 1,73
rno-miR-504 0,001 1,73
rno-miR-154 0,001 1,70
rno-miR-190b 0,001 1,69
rno-miR-7b 0,001 1,69
rno-miR-206 0,001 1,67
rno-miR-92b 0,001 1,66
rno-miR-181d 0,001 1,64
rno-miR-541 0,001 1,60

rno-miR-349 0,001 1,59
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rno-miR-466b 0,001 1,58
rno-let-7i 0,001 1,53
rno-miR-872 0,001 1,53
rno-miR-20b-5p 0,001 1,53
rno-miR-25 0,001 1,51
rno-miR-291a-5p 0,001 1,50

p<0,05; Kat degigimi >1,5

Tablo 4-2: Yara iyilesmesinin 4. giiniinde kontrol grubuna gore tedavi grubunda
ekspresyonu anlaml olarak azalan miRNA'lar

Transkript ID p Degeri Kat Degisimi
rno-miR-133b 0,001 -2,48
rno-miR-378 0,001 -2,42
rno-miR-25* 0,001 -2,35
rno-miR-1224 0,001 -2,23
rno-miR-196a* 0,001 -2,05
rno-miR-21%* 0,001 -2,01
rno-miR-135b 0,001 -1,95
rno-miR-29a 0,001 -1,92
rno-miR-181a 0,001 -1,92
rno-miR-678 0,001 -1,80
rno-miR-193* 0,001 -1,79
rno-miR-327 0,001 -1,78
rno-miR-20a* 0,001 -1,78
rno-miR-494 0,001 -1,77
rno-miR-133a 0,001 -1,73
rno-miR-101a 0,001 -1,70
rno-miR-296* 0,001 -1,67
rno-miR-205 0,001 -1,67
rno-miR-761 0,001 -1,63
rno-miR-125b-3p 0,001 -1,63
rno-miR-542-3p 0,001 -1,62
rno-miR-32 0,001 -1,60
rno-miR-666 0,001 -1,58
rno-miR-22* 0,002 -1,57
rno-miR-183 0,001 -1,53
rno-miR-24 0,001 -1,51
rno-miR-19a 0,001 -1,51

p<0,05; Kat degisimi >1,5.

Yara iyilesmesinin 7. gilinlinde tedavi ve kontrol grubundaki miRNA’larin

ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda, 291 miRNA’da anlamli degisim gozlenmistir.
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Kontrol grubuna gore tedavi grubunda 139 miRNA’nin ekspresyonu artmisken 152
miRNA’nin ekspresyonu azalmistir. Kontrol grubuna gore tedavi grubunun kat
degisimleri incelendiginde, 8 miRNA’nin ekspresyonunda >1,5 kat artis gézlenmisken

(Tablo 4-3), 5 miRNA’nin ekspresyonunda da >1,5 kat azalma gozlenmistir (Tablo 4-4).

Tablo 4-3: Yara iyilesmesinin 7. giiniinde kontrol grubuna gore tedavi grubunda
ekspresyonu anlaml olarak artan miRNA'lar

Transkript ID p Degeri Kat Degisimi
rno-miR-29b 0,001 1,92
rno-miR-340-3p 0,001 1,87
rno-miR-301a 0,001 1,83
rno-miR-449a 0,001 1,70
rno-miR-25% 0,001 1,65
rno-miR-465 0,001 1,59
rno-miR-346 0,001 1,54
rno-miR-26b* 0,001 1,51

p<0,05; Kat degisimi >1,5.

Tablo 4-4: Yara iyilesmesinin 7. giiniinde kontrol grubuna gore tedavi grubunda
ekspresyonu anlaml olarak azalan miRNA'lar

Transkript ID p Degeri Kat Degisimi
rno-miR-295 0,001 -1,69
rno-miR-296 0,001 -1,65
rno-miR-188 0,001 -1,54
rno-miR-20b-5p 0,001 -1,52
rno-miR-221 0,001 -1,52

p<0,05; Kat degigimi >1,5.

Yara iyilesmesinin 10. giiniinde tedavi ve kontrol grubundaki miRNA’larin
ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda, 317 miRNA’da anlamli degisim gozlenmistir.
Kontrol grubuna gore tedavi grubunda 157 miRNA’nin ekspresyonu artmisken 160
miRNA’nin ekspresyonu azalmistir. Kontrol grubuna gore tedavi grubunun kat
degisimleri incelendiginde, 26 miRNA’nin ekspresyonunda >1,5 kat artis gézlenmisken
(Tablo 4-5), 11 miRNA’nin ekspresyonunda da >1,5 kat azalma gozlenmistir (Tablo 4-
6).



Tablo 4-5: Yara iyilesmesinin 10. giiniinde kontrol grubuna gore tedavi grubunda
ekspresyonu anlamh olarak artan miRNA'lar

Transkript ID p Degeri Kat Degisimi
rno-miR-34c¢* 0,001 11,54
rno-miR-207 0,001 2,59
rno-miR-328 0,001 2,11
rno-miR-204* 0,001 2,04
rno-miR-711 0,001 2,01
rno-miR-466¢ 0,001 1,96
rno-miR-181b 0,002 1,89
rno-miR-483 0,001 1,81
rno-miR-350 0,001 1,81
rno-miR-211 0,001 1,79
rno-miR-23a* 0,001 1,79
rno-miR-30b-5p 0,003 1,77
rno-miR-214 0,001 1,76
rno-miR-667 0,001 1,74
rno-miR-342-3p 0,001 1,63
rno-miR-129 0,001 1,62
rno-miR-206 0,001 1,62
rno-miR-125a-3p 0,001 1,61
rno-miR-19b 0,001 1,60
rno-miR-329 0,001 1,55
rno-miR-30d* 0,001 1,53
rno-miR-221 0,001 1,52
rno-miR-31 0,001 1,52
rno-let-7d* 0,001 1,52
rno-miR-7b 0,001 1,51
rno-miR-1224 0,001 1,50

p<0,05; Kat degisimi >1,5.

Tablo 4-6: Yara iyilesmesinin 10. giiniinde kontrol grubuna gore tedavi grubunda
ekspresyonu anlamh olarak azalan miRNA 'lar

Transkript ID p Degeri Kat Degisimi
rno-miR-320 0,001 -2,56
rno-miR-505 0,001 -1,96
rno-miR-210 0,001 -1,88
rno-miR-101a* 0,001 -1,76
rno-miR-216a 0,001 -1,74
rno-miR-26a 0,001 -1,70
rno-miR-133a 0,001 -1,61
rno-miR-374 0,001 -1,56

p<0,05; Kat degisimi >1,5.
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Yara iyilesmesinin 4., 7. ve 10. giiniinde kontrol grubuna gore tedavi grubunda

>1,5 kat ve tizeri degisim gosteren miRNA’lar Tablo 4-7’de birlikte gosterilmistir.

Tablo 4-7: Kontrol grubuna gore tedavi grubunda anlamh degisen genlerin kat degisimine
gore tiim giin birlikte gosterilmesi

Transkript ID 4.giin  7.giin 10. giin

rno-miR-301a
rno-miR-324-5p
rno-miR-327
rno-let-7d*
rno-miR-328
rno-miR-329
rno-miR-340-3p
rno-miR-342-3p
rno-miR-346
rno-miR-349
rno-miR-129
rno-miR-20a*
rno-miR-350
rno-miR-135b
rno-let-7a
rno-let-7i
rno-miR-7b
rno-miR-19b
rno-miR-19a
rno-miR-21*
rno-miR-22*
rno-miR-23a*
rno-miR-24
rno-miR-25%
rno-miR-25
rno-miR-26a
rno-miR-26b*
rno-miR-29b
rno-miR-29a
rno-miR-30b-5p
rno-miR-30d*
rno-miR-31
rno-miR-32
rno-miR-34c¢*
rno-miR-99a*
rno-miR-101a*




rno-miR-101a
rno-miR-125a-3p
rno-miR-125b-5p
rno-miR-125b-3p
rno-miR-133a
rno-miR-150
rno-miR-154
rno-miR-181a
rno-miR-181b
rno-miR-183
rno-miR-193*
rno-miR-196a*
rno-miR-204*
rno-miR-205
rno-miR-206
rno-miR-210
rno-miR-211
rno-miR-214
rno-miR-216a
rno-miR-221
rno-miR-291a-5p
rno-miR-296*
rno-miR-296
rno-miR-320
rno-miR-196b
rno-miR-421
rno-miR-449a
rno-miR-365
rno-miR-207
rno-miR-483
rno-miR-1
rno-miR-133b
rno-miR-543
rno-miR-541
rno-miR-542-3p
rno-miR-494
rno-miR-374
rno-miR-363*
rno-miR-20b-5p
rno-miR-378
rno-miR-505
rno-miR-466b
rno-miR-466¢
rno-miR-872




rno-miR-181d
rno-miR-188
rno-miR-190b
rno-miR-375
rno-miR-92b
rno-miR-652
rno-miR-105
rno-miR-1224
rno-miR-504
rno-miR-295
rno-miR-465
rno-miR-667
rno-miR-761
rno-miR-666
rno-miR-678
rno-miR-711
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Kontrol grubuna gore tedavi grubunda kat artist olan genler yesil, kat azalmasi gosterenler kirmizi renkle

belirtilmistir (p<0,05, Kat degisimi >1,5).

-1,5

1,5
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5. TARTISMA

MiRNA, kiigiik (~22 niikleotid uzunlugunda) kodlanmayan tek iplikli RNA
molekiilidiir (1). MiRNA’lar genelde hedef mRNA’nin 3’UTR’sine baglanirlar. Ya
hedef mRNA’y1 degrade ederek ya translasyonu bloke ederek ya da her ikisini birden
yaparak post-transkripsiyonel gen diizenlenmesini indiikleme yetenegindedirler (1).
MiRNA’nin hatali ekspresyonu ve miRNA’nin hedef yerlerinin kazanilmasi veya kaybi,

patolojik durumlar ve hastalik siiregleri ile iligskilendirilmistir (10).

Yara, yamusak dokularin anatomisinin ve fonksiyonunun bozulmasidir (6). Yara
iyilesmesi, hiicresel ve biyokimyasal olaylarin karsilikli etkilesimini igeren
patofizyolojik ve ¢ok faktorlii dinamik bir siirectir (5, 7). Deri biitiinliigiintin bozuldugu
durumlarda; keratinosit, fibroblast, endotel, makrofaj ve trombositleri igeren bir¢ok
hiicrenin rol aldigi bir siire¢ baglar. Hiicrelerin go¢ etmesiyle, infiltrasyonuyla,
cogalmasiyla ve farklilagsmasiyla yeni doku formasyonu olusur ve sonugta yara kapanir
(5). Deride ve yara bolgesinde cok ozgiil role sahip miRNA’lar bulunmaktadir.
MiRNA’lar; fibroblast ve keratinosit fonksiyonu, apoptoz ve inflamatuvar siirecini

kontrol eder (10).

Hizli ve etkili yara iyilesmesi, komplikasyon riskini azaltmak ve hastanede kalig
sliresinin uzamasina bagli olarak hastanin rahatsizliginin artmasini ve giinliik yagamina
doniisiiniin zorlagmasini engellemek icin dnemlidir (35). Giinlimiizde ¢ok sayida etkili
tedavi yontemi uygulanmakla birlikte, hala bu yontemlerin yeterli olamadig1 vakalarla
karsilagilabilmektedir. Topikal yolla yara iyilesmesini etkileyen kimyasal, fiziksel ve
biyolojik bir¢ok ajan tanimlanmistir (36). Topikal uygulanan yontemler arasinda larva
debridman tedavisi (LDT) yara iyilesmesi patolojisinde kullanilirlig1 arastirilan etkili bir

yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Wollina ve ark. tarafindan, biyocerrahi olarak da adlandirilan LDT; canliligini
yitirmis dokuyu kaldirmak, enfeksiyon riskini azaltmak ve yara iyilesmesini artirmak
icin yaralarin {lizerinde canli larvalar1 kullanma olarak tanimlanmistir (29). Lucilia
sericata larvalari, salgilarinda bulunan gesitli enzimler aracilifiyla nekrotik dokuyu
parcalayarak ve sindirerek ortadan kaldirabilmektedir. Ayrica larva salgisindaki
antibakteriyel maddelerin ve enzimlerin etkisiyle yaranin dezenfeksiyonu

gerceklesmekte ve graniilasyonu uyaran ¢esitli maddelerin, biiylime faktorlerinin ve
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sitokinlerin etkisiyle de yaranin graniilasyonu ger¢eklesmektedir (28). Larvalarin
yaralar iyilestirdigine dair ¢esitli mekanizmalar One siiriilmiistiir. Larvalarin bazi
biiylime faktorlerinin seviyesini degistirerek yaralari iyilestirdigine dair bulgular olsa da
mekanizma acik degildir. Karmasik bir siire¢ olan yara iyilesmesinde rol alan genler
tanimlanmakla birlikte bu siire¢ igerisinde bunlarin nasil diizenlendigi ve larvalarin bu
stirece nasil katkida bulundugu halen bilinmemektedir. Genlerin transkripsiyonel olarak
diizenlenmesinde gorevli olan miRNA’larin yara iyilesmesinin cesitli fazlarinin
gerceklesmesi icin gerekli oldugu ve yara iyilesmesini hizlandiran ¢esitli tedaviler
sonucunda miRNA seviyelerinin degistigi dikkate alinirsa, larva salgisinin da yara
tyilesmesindeki cesitli fazlar1 etkileyerek iyilesmeyi hizlandirdigi donemde miRNA’lar
lizerine etkisi olabilir. Literatiire baktigimizda larva salgisinin miRNA’lara olan

etkisiyle ilgili yaym bulunmamaktadir. Bu sebeplerden dolayi, larvalarin hangi

miRNA’larin ekspresyonunu degistirdiginin belirlenmesi amaglanmustir.

Bu amac¢ icin Wistar Albino sican kullanilarak tedavi ve kontrol grubu
olusturuldu ve siganlarin sirt bolgesine tam kat yara defekti olusturuldu. Yaralanmadan
sonraki 0., 4. ve 7. gilinlerde tedavi grubunun yaralarina larva salgisi uygulandi ve
yaralanmadan sonraki 4., 7. ve 10. giinlerde yara dokular1 alindi. Total RNA elde edilip

mikrodizin analiziyle 389 olgun miRNA nin taramas1 yapildi.

Lucilia sericata uygulamasi sonucunda, kontrol grubuna goére, Yara
iyilesmesinin 4. giiniinde 158 miRNA’nin ekspresyonunda artig goriilmekle birlikte bu
miRNA’lardan 30 tanesinin kat degisimi 1,5 ve lizerindedir. En ¢ok kat artig1 gostererek
dikkat ¢eken ilk lic miRNA rno-let-7a, rmo-miR-181b ve rno-miR-543’tiir. Yara
iyilesmesinin 7. giiniinde 139 miRNA’nin ekspresyonunda artig goriilmekle birlikte bu
miRNA’lardan § tanesinin kat degisimi 1,5 ve lizerindedir. En ¢ok kat artis1 gostererek
dikkat ¢eken ilk ti¢ miRNA rno-miR-29b, rno-miR-340-3p ve rno-miR-301a’dir. Yara
tyilesmesinin 10. giinlinde 157 miRNA’ nin ekspresyonunda artig goriilmekle birlikte bu
miRNA’lardan 26 tanesinin kat degisimi 1,5 ve lizerindedir. En ¢ok kat artis1 gostererek

dikkat ¢eken ilk tic miRNA rno-miR-34c*, rno-miR-207 ve rno-miR-328"dir.

Lucilia sericata uygulamasi1 sonucunda, kontrol grubuna gore, yara
tyilesmesinin 4. giiniinde 158 miRNA’nin ekspresyonunda azalma goriilmekle birlikte
bu miRNA’lardan 24 tanesinin kat degisimi 1,5 ve {lzerindedir. Kat degisimi

incelendiginde, en ¢ok azalma gostererek dikkat ¢eken ilk i¢ miRNA rno-miR-133b,
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mo-miR-378 ve rno-miR-25*’tir. Yara iyilesmesinin 7. giiniinde 152 miRNA’nin
ekspresyonunda azalma goriilmekle birlikte bu miRNA’lardan 5 tanesinin kat degisimi
1,5 ve tizerindedir. Kat degisimi incelendiginde, en ¢ok azalma gostererek dikkat ¢ceken
ilk ti¢ miRNA rno-miR-295, rmo-miR-296 ve rno-miR-188’dir. Yara iyilesmesinin 10.
giininde 160 miRNA’nin ekspresyonunda azalma goriilmekle birlikte bu
miRNA’lardan 11 tanesinin kat degisimi 1,5 ve {izerindedir. Kat degisimi
incelendiginde, en ¢ok azalma gostererek dikkat ¢ceken ilk iic miRNA rno-miR-320, rno-

miR-505 ve rno-miR-210’dur.

Caligmamizda dikkat gecen miRNA’larin yara iyilesmesiyle olan iligkisi

literatiire ve veritabanlarina dayanilarak arastirilmis ve asagida belirtilmistir:

Cesitli kanser tiirlerinde en iyi anlagilmis miRNA’lardan olan let-7’nin hiicre
cogalmasin1 ve farklilagmasini diizenledigi belirtilmistir. Let-7a’nin onkogen olan
Ras’in 3’UTR’lerine baglanarak Ras’i negatif yonde diizenledigi ve akciger kanseri
dokularinda let-7a’nin ekspresyonunda azalma oldugu bildirilmistir (39). Miiller ve
Bosserhoff’un malignant melanoma hiicre hatlarinda yaptigi bir calismada, let-7a’nin
integrin B3 mRNA’sinin 3’-UTR’sine baglanarak integrin B3’i baskiladigi ve bu
baskilanma sonucunda hiicre invasyonunun azaldigi goriilmistiir (40). Calismamizda
let-7a’nin ekspresyonu caligmamizin 4. giiniinde kontrol grubuna goére tedavi grubunda
2,47 kat arttig1 goriilmistiir. Let-7a’nin bu artisi, hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve
goclinii azaltir. Larva tedavisinin yaralar1 daha hizli iyilestirdigini bilmekteyiz. Tedavi
sonucunda hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi ve gogiiniin yara iyilesmesinin 4. giiniinden
once gerceklestigini ve 4. giinde kontrole gore tedavi grubunda hiicre ¢ogalmasi, gogii
ve farklilasmasinda azalmayi saglayacak let-7a’nin bu sebeple artmis olabilecegini

diistinmekteyiz.

Lee ve ark. miR-378’in tiimor baskilayicilari olan Sufu ve Fus-1’1 inhibe ettigini
ve anjiyogenezi ilerlettigini bildirmislerdir (41). Kontrol grubumuza gore tedavi
grubumuzda miR-378’in 2,42 kat azalma gosterdigini bulduk. Yaranin tedaviyle daha
hizli iyilestigi baz alinirsa, yara iyilegsmesinin 4. giinlinden 6nce hiicre ¢ogalmasi ve
anjiyogenezin baglamasindan dolay1r 4. giinde bu siireclerle ilgili miRNA’larda da

azalma meydana gelmis olabilecegi kanaatine vardik.

Yara iyilesmesinde inflamasyon evresi yer alsa da bu evrenin uzun siire devam

etmesi istenmeyen bir durumdur. Bu durum yara iyilesmesinin inflamasyon fazindan
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proliferasyon fazina ge¢meyi geciktirerek yarayi kroniklesmeye dogru gotiiriir. Sun ve
ark. tarafindan in vivo olarak gergeklestirilmis c¢alismada, NF-KB’iin niiklear
yerlesiminde Onemli role sahip importin-a3’iin  miRNA-181b  tarafindan
hedeflenmesiyle NF-KB sinyallenmesi, endoltelyal hiicre aktivasyonu ve vaskular
inflamasyonda azalma oldugu rapor edilmistir. NF-KB sitokin, adezyon molekiilleri ve
kemoatraktan proteinler gibi proinflamatuvar genlerin ekspresyonuna onciiliik eder (42).
Siklooksijenaz-2 (COX-2) prostaglandin (PG) ve tromboksanlar igeren prostanoidlerin
sentezini kataliz eden bir enzimdir. PG, inflamasyon ve tiimdrogenez gibi patolojik
durumlarda gereklidir. Inflamasyonu inhibe etmek icin COX-2’nin baskilanmasi
gerekmektedir. Cox-2’nin 3’UTR’sine baglanip negatif yonde etkileyen miRNA’lardan
biri miRNA-543"tiir (43). Calismamizda 4. giinde kontrol grubuna gore tedavi grubunda
miRNA-181b’nin 2,11 kat ve miRNA-543"{in 2,05 kat artis gosterdigi gozlenmistir. Bu
iki miRNA’nin, inflamasyonu azaltmasiyla yara iyilesmesine olumlu katkilar

sagladiginmi diistinmekteyiz.

Calismamizin 4. giiniinde kontrol grubuna goére tedavi grubunda miR-133b’nin
2,48 kat azaldigmi gordiik. miRDB veritabanina baktigimizda miR-133b’nin
hedefledigi genlerden biri de integrin alfa 8 (Itga8)’dir. Azalan miR-133b’ye bagh
olarak Itga8’in translasyonunda artis olmasimi beklemekteyiz. Gen ontoloji (GO)
veritabanin1 kullanarak Itga8’in biyolojik siirecteki etkilerini arastirdigimizda hiicre
adezyonunda, ekstraselliiler matriks organizasyonunda, diiz kas doku gelisiminde,

TGEFB reseptorii (TGFBR) sinyal yolaginda pozitif yonde gorevli oldugunu gordiik.

Calismamizin 4. giiniinde, kontrol grubuna goére tedavi grubunda 2,35 kat
azalma goOsteren miR-25%’in hedef genlerinden biri olan tip I kollajenin miR-25*
tarafindan negatif yonde diizenlendigi bildirilmistir. Tip I kollajen ECM’de bol

miktarda bulunur ve eksikligi cilt yaslanmasina ve kirigikligina sebep olur (44).

In siliko ¢alismalarla kollajenlerle en iyi baz dizisi eslesmesi gerceklestiren
miRNA’larin - miR-29 ailesinin oldugu belirtilmistir. Birgok sistemde fibrétik
rahatsizlia yol agan sistemik sklerozda miR-29 ailesinin kontrole gore azaldigi
goriilmiistiir. Bu azalmanin kollajende artisa neden oldugu rapor edilmistir (25). Shi ve
ark. tarafindan insan meme kanserinde gerceklestirilen ¢alismada miR-301’in arttigi
rapor edilmistir. miR-301 kollajen 2al, pten ve foxf2 genlerini negatif yonde

etkileyerek hiicre gog¢iinde, anjiyogenezde ve hiicre proliferasyonunda artisa ve kollajen



42

sentezinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir (45). Calismamizin 7. giinlinde
kontrole gore tedavi grubunda miR-301a’nin 1,83 kat ve miR-29b’nin 1,92 kat arttig1
goriilmiistiir. Histolojik kesitler incelendiginde kollajenlerin tedavi grubunda daha
yogun oldugu ve lif demetleri olusturmaya basladig1 gézlemlenmistir. Kontrol grubunda
kollajenlerin lif demetlerini olusturmasi 10. giinde goézlemlenmistir. Tedavi grubuna
gore kontrol grubunda kollajen sentezinin ve ECM’de birikiminin gecikmesinden dolay1

kollajeni etkileyen bu miRNA’larda azalma meydana gelmis olabilecegi kanaatine

vardik.

Calismamizin 7. giiniinde kontrole gore tedavi grubunda 1,87 kat artan miR-
340-3p’nin hedef geni i¢in Targetscan veri tabanina bakildi. Adamts9’un miR-340-3p
tarafindan hedeflendigi goriildi. ADAMTS9 proteazinin ECM elemani olan agrekan ve

versikan proteoglikanlarini parcaladigi goriildii (46).

Wurdinger ve ark.nin yaptigi calismayla miR-296’nin anjiyogenik sinyali
arttirdig1 bildirilmistir (47). Calismamizin 7. giiniinde kontrole kiyasla tedavi grubunda
miR-296 1,65 kat azalma gostermistir. 7. glinde kontrole goére tedavi grubunda azalan
diger miRNA miR-188dir. 1,54 kat azalma gostermistir. Targetscan veritabanina gore
Pten’i hedeflemektedir. Bu yolla miR-188’in azalmasi anjiyogenezi azaltabilir. Yara
tyilesmesinin 4. giinlinde oldugu gibi 7. gliniinde de anjiyogenezi azaltan miRNA’lara

rastlanilmustir.

Yara iyilesmesinin 7. gilinlinde miR-295 1,69 kat azalma gostermistir.
Targetscan veritabanina gore miR-295 kollajen 1A1’i hedefleyerek negatif yonde
etkiler.

Yara iyilesmesinin 10. giiniinde kontrol grubuna gore tedavi grubunda miR-
328’de 2,11 kat artis gozlenmistir. CD44’lin 3’UTR’sine baglanarak negatif yonde
etkiler. CD44 ligand1 olan hyaluronanla etkilesir. CD44’lin miR-328’le etkilesimi hiicre

adezyonunda ve kapiller formasyonunda azalmaya sebep olur (48).

Yara iyilesmesinin 10. giiniinde kontrole kiyasla tedavi grubunda miR-34c*
11,54 kat artis gostererek tiim giinlerde en c¢ok artan miRNA olmustur. Lopez ve
Alvarez tarafindan serviks kanseri hiicre hattinda yaptilan bir ¢alismayla miR-34c*’nin

hiicre go¢iinii inhibe ettigi ve apoptozu arttirdigi ilk defa gosterilmistir (49).
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Yara iyilesmesinin 10. giinliinde kontrol grubuna gore tedavi grubunda 1,96 kat
azalan miR-505’in hedef genlerine Targetscan veritabanindan bakildi. Transkripsiyon
faktorii 4 ve 24, TIMP2, PDGF reseptorii gibi yara iyilesmesinde gorevli olan genler
miR-505 tarafindan hedeflenmektedir.

Hipoksi durumunda miR-210’un ekspresyonu artar. Bu artis kapiller benzeri
olusumlar1 baglatarak anjiyogenezi olumlu yonde etkiler (50). Normal sartlar altinda
endotelyal hiicrelerde yaygin olarak eksprese olan miRNA’lardan biri miR-320’dir (51).
Calismamizin 10. giintinde kontrole kiyasla tedavi grubunda mir-210’un 1,88 kat ve
miR-320’nin 2,56 kat azaldig1 goriilmiistiir. Bu iki miRNAnin azalmasi anjiyogenezde
de azalma meydana getirir. Histolojik kesitler de anjiyogenezde azalma oldugunu
desteklemektedir. Yara iyilesmesinin 10. giiniinde yaranin olgunlagsma evresi
gerceklesmektedir. Kan damarlart olusumunun azalmasi beklenen bir siirectir.
Calisgmamizda miR-320’nin ve miR-210’un azalmasiyla anjiyogenezin de azaldigim

diisiinmekteyiz.

Larva salgis1 tedavisi sonucunda anjiyogenezle ve hiicre cogalmasiyla ilgili
miRNA’larin yara iyilesmesinin 4. ve 7. giiniinde azaldigim1 gozlemledik. Histolojik
kesitlerde 4. gilinde tedavi ve kontrol grubunda yogun anjiyogenez sahalarina
rastlanilmistir. MiRNA ekspresyon seviyelerine bakarak, larva tedavisinin kontrol
grubundan daha Once anjiyogenezi baslatmis olabilecegini diislinmekteyiz. 4. gilinde
inflamasyonla ilgili genlerin baskilanmasini saglayan miRNA’larda degisiklikler
gozlemlendi. Mikrodizin sonucunda 7. giinde tedavi grubunda kollajen miktarini hem
azaltacak ve hem de artiracak miRNA’lara rastlanilmistir. 7. giinde histolojik kesitlerde
tedavi grubunda kollajenin daha yogun oldugu ve kollajenlerin lif demetleri olusturdugu
gbzlemlendi. Histolojik bulgular sonucunda tedavi grubunda yara iyilesmesinin 7.
giiniinde epitelizasyon gergeklesmisken kontrol grubunda yara iyilesmesinin 10.
glinlinde epitelizasyon hala tamamlanmamistir. 10. gilinde anjiyogenezle ilgili

miRNA’larda azalma gozlemlendi. Histolojik bulgumuz da bunu destekler nitelikteydi.

Calismamizin  sonuglarinin  degerlendirilmesini  sinirlayan bazi  faktorler
bulunmaktadir. Larva salgis1 tedavisiyle anlamli degisim gosteren miRNA’larin, hangi
mRNA’larla etkileserek yaralar iyilestirdigini bulmamiz i¢in yolak analizi gibi ileri
analizler yapilmalidir. ileride yapilacak calismalarla; larva salgis1 tedavisinin kronik

yara modeli olusturularak miRNA ekspresyonu degisikliklerinin incelenmesi, larva
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salgis1 tedavisinin uygulanma siklig1 arttirilarak yapilacak caligmalarla degisen miRNA
ekspresyonlarinin arastirilmasi, yapilan ekspresyon caligmalarinin RT-PCR  gibi
yontemlerle desteklenmesi, sican ve insan deri yapilariin o6zellikle bag dokusu
acisindan farkli olmasi nedeniyle insan c¢aligmalarinda larva salgisi tedavisinin

arastirilmasi bu konuda bizlere daha fazla bilgi verecektir.

Sonug olarak yara iyilesmesinin her farkli giinlinde en ¢ok artan ve azalan ilk {i¢
miRNA incelendiginde ekstraselliiler matriksin yeniden yapilanmasi, hiicre ¢cogalmasi
ve gogli, anjiyogenez ve inflamasyon siiregleriyle iligkili oldugu goriilmiistiir. Bu
calisma literatiirde larva salgisi tedavisi ile iyilesen yaralarda miRNA ekspreyonu
degisikliklerini tanimlayan ilk calismadir. Calismamiz, normal iyilesme siirecinden
farkli olarak larva salgisi tedavisinin miRNA ekspresyon seviyelerini degistirdigini

gostermektedir.
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