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OZET
Yara iyilesmesi olduk¢a kompleks ve her basamagi tam olarak agiklanamamis
bir siirectir. Toprak solucanlarindan elde edilen s6lomik sivinin antibakteriyel
ve antiinflamatuar 6zellikleriyle ilgili ¢calismalar bulunmaktadir. Bu ¢alismada
solomik sivinin diyabetik yara {izerine etkilerini bazi biyokimyasal
parametreler ve histopatolojik sonuglar iizerinden incelemeyi amacladik.

Bu calismada 300-350 g agirliginda Wistar albino tiirii 50 adet erkek
sican kullanildi. Siganlar rastgele secilerek 5 gruba ayrildi. Grup 1 (Kontrol),
Grup II (S6lomik sivi), Grup III (Nitrofurazon), Grup IV (Sélomik sivi +
Nitrofurazon), Grup V (Sham). Sicanlarda streptozotosin ile diyabet
olusturuldu. Streptozotosin uygulamasinin 10. giiniinde kontrol grubu harig¢
diger gruplarin sirt bolgesine tam kat cilt kesisi yapildi ve primer olarak
kapatildi. Yara olusturulan siganlara topikal tedavi uygulandi. Tedavinin 7.
giinlinde kan ve doku ornekleri alindi. Kan 6rneklerinde MDA, SOD, CAT ve
GSH-Px seviyeleri ELISA yontemiyle 6lgiildii. Doku 6rneklerinde VEGF, IL-
1, TNFa ve neopterin seviyeleri PCR ile tespit edildi. Odem, makrofaj,
fibroblast ve epitelizasyon skorlar1 ise histopatolojik olarak belirlendi.
Istatistiksel degerlendirmede SPSS programi (versiyon 22.0) kullanildi.
Verilerin analizi Kuruskal-Wallis ve Man Whitney U Testleri ile
degerlendirildi. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edildi.

Solom grubunun MDA degerleri diger gruplardan daha diisiik
bulunurken (p<0,05), SOD, CAT ve GSH-Px degerleri ise yiiksek olgiildii
(p<0,05). VEGF degerlendirmesinde solomik grubun sonuglari diger tiim
gruplara gore yiiksek oldugu gozlendi (p<0,05). S6lomik grubun IL-1, TNFa
ve neopterin seviyeleri ise solom+nitrofurazon grup ve sham grubundan daha

diisiik bulunurken (p<0,05), nitrofurazon grup ile anlamli bir fark bulundu
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(p>0,05). Histopatolojik degerlendirmeler sonucunda yara iyilesmesi skorlarina
gore solomik grup epitelizasyon ve fibroblast yoniinden diger tiim gruplardan
yiiksek oldugu bulundu (p<0,05). S6lomik grup makrofaj ve 6dem agisindan
s6lom+nitrofurazon grup ve sham gruptan daha disiik Ol¢iilmiis (p<0,05),
nitrofurazon grup ile benzer 6zellikte bulundu.

Sonug olarak deneysel biyokimyasal ve histopatolojik ¢alismadan elde
edilen veriler sdlomik sivinin yara belirtecleri iizerine 6nemli diizelmeler
sagladigimi gostermistir. Ancak daha ileri ¢alismalar ile bunun desteklenmesi

gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Sélomik sivi, Yara iyilesmesi, Antioksidan, Sitokinler,
VEGF
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ABSTRACT
Wound healing is quite complex and each step is a completely unexplained a
process. Studies on the antibacterial and antiinflammatory properties of
coelomic fluid that is obtained from soil worms are available. In this study, it
aimed to investigate the effects of coelomic fluid with some biochemical
parameters and histopathologic results on diabetic wound.

In this study, 50 male average weight of 300-350 g Wistar albino rats
were performed. The rats were randomly divided into 5 groups. Group |
(Control group), Group 1l (coelomic fluids), Group Il (Nitrofurazone), Group
IV (coelomic fluids + Nitrofurazone), Group V (Sham group). Rats were
created diabetes by streptozotocin (STZ). On the 10th day of streptozotocin
application, full thickness skin incisions were made in the dorsal region of the
other groups except control group and it was closed primarily with a single
suture. Rats that were wounded were treated topically. Blood and tissue
samples were taken on the 7th day of treatment. MDA, SOD, CAT and GSH-
Px levels in blood samples were measured by ELISA method. Levels of VEGF,
IL-1, TNFa, and neopterin in tissue samples were determined by PCR. Edema,
macrophage, fibroblast and epithelialization scores were determined
histopathologically. SPSS program (version 22.0) was used for statistical
evaluation. Kuruskal-Wallis and Man Whitney U Tests evaluated the analysis
of the data. Statistical significance was accepted as p<0.05.

MDA values of coelomic groups were lower while SOD, CAT and GPx
values were higher than the other groups (p<0.05). In the VEGF evaluation, the
results of the coelomic group were observed to be higher than the other groups
(p<0.05). IL-1, TNFa, and neopterin levels of the coelomic group were lower
than the sham group and coelomic+ nitrofurazone groups (p<0.05) and no

significant difference was found between the nitrofurazone group (p>0.05). In
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terms of wound healing scores that are revealed histopathologic evaluations,
epithelialization and fibroblast of coelomic group were higher than the other
groups (p <0.05) Coelomic groups in terms of macrophage and edema was
found lower than sham group and coelomic + nitrofurazone group and was
observed to be similar to nitrofurazone group (p<0,05).

In conclusion; obtained data from studies of experimental, biochemical
and histopathology of coelomic fluids have shown significant improvements in

wound markers. However, the advance works should be to this support.

Keywords: Coelomic fluids, Wound healing, Antioxidant, Cytokines, VEGF
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1. GIRIS

Yara olusumu ve olusan yaranin iyilesmesi insanlik tarihi kadar eski olmasina
ragmen halen tam ¢6zumlenememis bir sorundur. Bu uzun tarihsel surecte,
insanligin ilgi odagr olmustur ve bu ilgi hi¢ eksilmeden devam etmektedir.
Yara iyilesmesine yonelik ulasilan en eski kayitlar MO. 6000 yilina aittir ve
sirke tedavisi Gzerinedir (Ryssel ve Kloeters 2009). MO. 5. yiizyilda diinyaya
gelmis olan Hipokrat primer ve sekonder yara iyilesmesi tanimini yapmis ve
hem bitkisel hem de hayvansal kaynakli icerikler tedavi maksath kullanmistir
(Kosll 1996).

Yara vicudun herhangi bir yerindeki dokunun travma, ameliyat veya
baska nedenlerle devamliliginin bozulmasidir (Yazir ve ark. 2004). Yara
iyilesmesi ise bu hasarlanan dokunun anatomik ve fizyolojik o6zeliklerini,
normal sdrekliligine geri kazandirmak (zere, yaralanma anindan itibaren
baslayarak i¢ ice gecmis evrelerden olusan fizyolojik bir onarim strecidir
(Gulli ve Akalin 2005; Shalaby ve ark. 1995). Bu silirecin asamalari ise
hemostaz, inflamatuar infiltrasyon, proliferasyon ve  maturasyon
(remodellenme) olmak Gzere dort kisimdan ibarettir (Karasu ve Bakir 2008).

Yara iyilesmesi oldukca karmasik ve halen gunimizde tam olarak
aciklanamamis bir suregctir (Broughton ve ark. 2006). Bu da bilim adamlarini
strekli olarak 1srarli bir sekilde ¢alismalara ve yeni materyal arayisina sevk
etmektedir. Biyolojik pansuman materyalleri de bunlara drneklerdendir. Yara
yerine larva uygulamasi ge¢cmiste bircok klinikte kullaniimistir (Kosli 1996,
Erbil 2002). Yine 1910 yilinda Dawis plesantanin amnion ve korion
katmanlarini biyolojik pansuman materyali olarak kullanmistir (George ve ark.
2002). Ogzellikle Cin ve diger uzak dogu ulkelerince cesitli hastaliklarda
kullanilmis ve fayda gortlmus olan toprak solucanlari kutan6z yara iyilesmesi
Uzerine de iyi gelebilme ihtimali olan biyolojik bir pansuman materyalidir.
Clnkd bu canlilarin yaralandiklari zaman kendilerini iyilestirme sirecleri ¢ok
hizli olmaktadir. Solucanlarda daha 6nce Kauschke ve arkadaslarinin 1997,
Bilej ve arkadaslarinin 2001 de, Wang ve arkadaslarinin 2006 da,

Adamomowicz ve Wojtaszek’in, 2011 de yapilan ¢alismalarda sélomik sivinin
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humoral ve hucresel immin sistemde gorev aldiklari ortaya konmustur.
Sélomik sivinin savunma sistemine sagladigi bu katki nedeniyle yara
iyilesmesine de olumlu etkilerinin olabilecegini distndirmastar. Ayrica
modern tiptaki gelismelerle toprak solucanlarindan, tibbi etkileri kanitlanmis
lumbrofibrin, lumbritin, terrestrolumbrolizin, hipoksantin gibi maddeler izole
edilmistir. Toprak solucanlarin da riboflavinden kaynaklanan yesil renkli
klorogogen hiicreleri ve dokularinda ylksek oranlarda karbonhidrat, lipit,
protein, pigment ve cesitli alkalin aminoasitlerin bulundugu saptanmistir
(Jiangsu, 2011). Bu iceriklerin de vyara iyilesmesine pozitif Kkatki
saglayabilecegi disuntlmustur. S6lomik sivi eldesi ayni solucandan birden ¢ok
kez mumkin olmasi Gstelik bu solucanlarin Gretiminin maliyetinin ve
zahmetinin ¢ok olmamasi bir avantaj olarak degerlendirilmistir.

Hastalarda yaranin iyilesmesini etkileyen gerek sistemik ve gerekse
lokal ek bir olumsuz etkenin duruma eslik etmesi iyilesmeyi geciktirmektedir
(Gurtner ve ark. 2007; Williams ve ark. 2003). Diyabet hastaligi da bu
baglamda yara iyilesmesini olumsuz etkileyen en 6nemli sistemik faktorler
arasinda yer almaktadir (Brem ve ark. 2007). Diyabet ve yara gunimiz
sartlarinda dahi tim diinyada yiiksek mortalite ve morbitide hizina sahip olup
biylk tedavi giderlerine ve is gicu kaybina neden olmaktadir. Ayrica hasta
acisindan ve dlke ekonomileri agisindan sorun olusturmaktadir (Yénem 2011,
Tarcan 2003). Diinya Saglik Orgutiiniin (WHO) verilerine gére 2030 yilinda
diyabetin prevelansinin tlkemizde 6.422.000 olacagi 6n gorilmektedir. Bu
sebeple yara iyilesmesi ile ilgili olan ¢alismamiz da deneysel olarak diyabet
olusturulmus sican modelini kullanmayi tercih ettik.

Bu tez calismasinda amac; solomik sivinin diyabetlilerde yara
iyilesmesine katkisinin olup olmadigini tespit etmek ve mevcut tedavi
yontemlerinden biriyle kombine edildiginde etkilesimin ne sekilde olacagini
belirlemektir. Bdylece elde edilen verilerin yara iyilesmesinde yeni tedavi

yontemleri gelistirilmesinde yol gosterici olacagini tmit ediyoruz.



2. GENEL BILGILER

2.1. YARA

Vicudun herhangi bir yerindeki dokunun travma, ameliyat veya baska
nedenlerle devamliliginin bozulmasina yara denir (Arab ve ark. 1994). Yara
iyilesmesi ise travmalar ya da cerrahi islemler sonrasinda olusan fizyolojik bir
tamir surecidir. Yara iyilesmesi dort fazdan olusur. Bu fazlar birbiri icerisine
girmis olup sinirlart keskin olarak ayirt edilemez. Bu fazlar hemostaz,
inflamasyon,  proliferasyon,  maturasyon  (remodelleme) fazlarindan
olusmaktadir (Broughton ve ark. 2006, Yamaguchi ve Yoshikawa, 2001). Bu
evrelerde olusan bir aksaklik iyilesmenin yetersizligi ile sonuclanir veya
kroniklesmesine neden olur (Giilen ve ark. 2010). iyilesmeyen yara hem hasta
icin hemde doktor icin dnemli sorun olusturur. Yara iyilesmesinde 6nemli bir
basamak olan kollojen sentezi oksijen bagimli olarak galisir. Yara dokusunda
oksijenlenmenin bozulmasi yara iyilesmesinin gecikmesine sebep olur.
(Isenberg ve ark. 2005). Bir yaranin sebebi ne olursa olsun biyokimyasal olarak
oksidatif stres artisi 6n plana ¢ikmaktadir (Lowenstein ve ark. 1994). Yaralarda
inflamasyon artisi olmaktadir. inflamasyon artisi dokuda harabiyete sebep
olmaktadir. Sonug olarak ta yara iyilesmesi gecikir veya durabilir. (Ozler ve
ark. 2009).

Yaralar akut ve kronik olarak ikiye ayrilir. Akut yaralarin onarim streci
dizenli ve zamaninda gelisir. Anatomik ve fonksiyonel buttnlugin daha iyi
kazanildigi yaralardir. Genel olarak zamaninda iyilesmeyen yaralar kronik
olarak kabul edilir. Kronik yaralar ise onarim diizenli ve zamaninda olmadigi
icin, yeterli anatomik ve fonksiyonel diizelmenin olmadigi yaralardir. Kronik
yaralar; basi yaralari (dekibit), kronik bacak ulserleri, vendz Ulserleri ve
diyabetik bacak ulserleri bu tanima giren 6rneklerdir. Kronik yaralarda biyime
faktorleri azaldigi icin proliferasyon evresi gecikir. Bundan dolayr yara
iyilesmesi gecikmektedir. Kronik yaralarin iyilesmemesinde yas,cinsiyet,
iskemi, enfeksiyon, 6dem, malnitrisyon ve immin sistemin roli vardir

(Hamaloglu ve Mersin, 2003).



2.1.1. YARA IYILESMESI TIPLERI

Uc tip yara iyilesmesi tipi vardir (Rohrich ve Robinson 1999):

a.Primer lyilesme

Enfeksiyon ve doku kaybinin olmadigi yaralarda yanaklarin birbirine
yaklastirilarak kapatilmasi sonucu olusan iyilesmedir. Bu iyilesmenin geg
kapanan formu da bulunmaktadir. Acik birakilan yarada anjiyogenez ile doku
kanlanmasi ve oksijenizasyonu artar. Olay yerine gelen l6kositler, bakterileri
yok ederler ve yara dudaklari yakinlastirilarak kapatilir.

b.Sekonder iyilesme

Yara alaninda granilasyon dokusunun gelismesi beklenerek, rejenerasyon ve
reepitilazasyon gelismesinin meydana geldigi iyilesmedir. Primer iyilesmeye
gore enfeksiyon yogundur ve bundan dolay! inflamatuar evre uzamistir.

c)Tersiyer iyilesme:

Sekonder iyilesmeye birakilan yaranin sartlar uygun hale geldiginde satir

atilarak kapatiimasidir.

2.1.2. YARA IYILESMESI FizYOLOJiSi

Yara iyilesmesi 4 evreden olusur. Olaylar birbirinin icerisine girmis ve ayirt
edilemeyecek durumdadir.
Bu evreler:
a) Hemostaz
b) Inflamasyon
c) Proliferasyon
d) Maturasyon (Yeniden modellenme) (Broughton ve ark., 2006).
A) Hemostaz
Kan kaybinin fizyolojik olarak sistematik bir sekilde durdurulmasi isine
hemostaz denir (Robers 2004). Hemostazda terazinin bir ucunda kanin
durdurulmasi varsa diger ucunda ise kanin asiri pthtilasmasini 6nlemek vardir
(Schenone ve ark. 2004). Hemostazdaki sistematik mekanizmalar zincirinin
ana basliklari sunlardir.

1 Vaskuler kasiima

2 Trombosit tika¢ olusumu



3 Koagulasyon sureci ve pihti olusumu

4 Hemostazin sonlanmasi ve fazla gelen pihtinin eritilmesi (Guyton ve
Hall, 2011).

Vaskdler cevap ile trombosit tikag asmalari primer hemostaz evresini
teskil ederken koaglasyon asamasi ise sekonder hemostazdir (Atalan, 2013).
Gunluk yasamdaki kicuk capli hasarlanmalarda primer hemostaz ile soruna
¢ozim aranirken daha bulyuk hasarlarda sekonder hemostaza daha cok
gereksinim duyulur (Morgan ve ark. 2008). Hemostaz evresindeki kutantz

yaradaki hiicre hakimiyeti eritrosit ve plateletlerdir (Sekil 1).

o

fibrin
epidermis =
eritrositler
dermizs =
platel=tlar

yaralanmz kan
darman

Sekil 1. Hemostaz evresi hakim hiicreleri (Ulger 2015)

1. Vaskdler Kasilma
Olusan hasara ilk yanit gecici vazospazmdir; bu islem lokal myojenik yolla
veya refleks norojenik mekanizmalarla yada hormanal faktorler ile saglanir
(Robers ve ark. 2004). Dokudaki hasar bir taraftan da hageman faktori (faktor
XI1) de uyararak da pihtilagma sistemini tetiklemis olur (Robers ve ark., 2004).

2. Trombosit Tikag Olusumu

Endotel yuzeyinde olmayip ancak subendotelyal alanda var olan adheziv bazi
glikoprotein yapidaki molekller endotel bitinlGguniun bozulmasi ile agiga
cikarlar (Rubin ve ark. 1993). Aciga ¢ikan bu molekdller trombositlerle temas

edince trombositlerde bir takim degisikliklere neden olurlar ve pihtilasma
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mekanizmasinda gorev alacak olan molekdllerin birbiri arasindaki baglantiyi
saglarlar (Morgan ve ark. 2008). Trombositler once siserler, yizeyleri
duzensizlesir ve psddopotlari olustururlar sonra kasilma 6ézelligi olan proteinler
gucluce kasilarak aktif faktorler iceren grantlleri serbestlestirirler. Daha sonra
trombositler yapisma 6zelligi kazanirlar ve von willebrand faktorii adi verilen
bir proteine tutunurlar. BoOylece trombositler hasarli bdlgeye yapismasi
(adezyon) kolaylasir, subendotelyal bdlgeye yapisan trombositlerden ortama
grandller salgilanir (sekresyon), graniller ise tromboksan A2 (TXAZ2) icerir.
Glikoprotein llb/Illa (Gpllb/Illa) gibi reseptérlerin varhiginda daha once
endotelin ile baslayan vazokonstriiksiyonun devami saglanir (Atalan 2013). Bir
taraftan kalsiyum varhginda faktor XII ile baslayan koagllasyon sistemi
aktiflesirken diger taraftan adenozin di fosfat (ADP) varliginda TXAZ2
trombosit agregasyonunu uyarir ve endotel izerinde tikag olusturur (Morgan ve
ark. 2008).

3. Koagulasyon Stireci ve Pihti Olusumu

Yaralanmalarda damar hasari biyikse pihtilasma 15-20 saniyede olusmaya
baslarken daha kiglk damar duvari hasarlarinda bu sire 1-2 dakikayi
bulabilmektedir. Pihtilasmanin baslamasi c¢ok sayida inaktif pihtilasma
faktorinlin aktif hale donismesiyle gerceklesir (Tablo 1). Damar
yaralanmasindan sonraki pihtilasmanin  fiziksel olaylari  Sekil  2’de
gosterilmistir. inaktif kompenetlerin aktif hale dénistirilmesinin her biri bir
reaksiyon basamag! olup fosfolipit kompleksinde toplanan enzim substrat ve
kofaktorden olusup kalsiyum iyonuna ihtiya¢ duyar. Bdylece reaksiyonlarin
etkilenen bolgede sinirli kalmasi saglanmis olur (Bennet 1991).

Pihtilasma basamaklari 3 ana baslikta toplanir:

a- Protrombin aktivatéruniin olusum basamagi

b- Protrombinin protrombin aktivatori ile trombine doniisim basamag!

c- Fibrinojenin trombin ile fibrin iplikciklerine ¢evrilmesi basamagi



Tablo 1. Kanda bulunan pihtilasma faktorleri

KANDA BULUNAN PIHTILASMA FAKTORLERI

Pihtilasma Faktéri
Faktor | Fibrinojen
Faktor I Protrombin
Faktor 111 Doku Faktori; Doku Tromboplastini
Faktor 1V Kalsiyum
Faktor V Proakseleri = Labil faktor = Ac-globilin = (Ac-G)
Faktor V11 Serum protrombin konversiyon akselaratérii (SPCA)
Faktor VI Antihemofilik faktor (AHF) = antihemofilik globdlin
Faktor IX Plazma tomboplastin kompenenti (PTC) = Christmas
Faktor X Stuart faktori = Stuart — power faktori
Faktor XI Plazma tromboplastin antesedani (PTA)
Faktor X1 Hageman faktorii
Faktor X111 Fibrin stabilize edici faktor
Prekallikrein Fletcher faktoru
Yuksek molekiil fitzgerald faktort = High - molekiler = weight —
Trombositler Platelet

1. ¥aralenmis damar L g

3. Filbedn olus sy 4. Fibrin tikac #

beslar alusur

I, Fibm bOrosdr

Sekil 2. Yaralanmis damarda pihtilasma asamalari (W.H. Seegers: hemostatik ajanlar.
Springfield, 111., Charles C Thoas 1948 den modifiye edilmistir).



a. Protrombin Aktivatérinin Yapimi

Yara olusumunda damar zedelendigi zaman bir taraftan hasarlanan damar ve
cevre dokusu icerisindeki molekullerin aktiflesmesiyle (ekstrinsek mekanizma)
ve diger taraftan da kanin iginde bulunan molkdllerin aktiflesmesiyle (intrensek
mekanizma) protrombin aktivatori yapimi baslatilir. Bu mekanizmalarin her
ikisi de surekli olarak birbirleriyle etkilesim halindedirler (Szanto ve ark.
2012).

Bu her iki mekanizma pihtilasma faktorleri adi verilen bir dizi plazma
proteinleri icerir. Bu proteinler codunlukla proteolitik enzimlerin inaktif
formlaridir. Ekstrensek yolun ana baslatici faktort faktor Il iken intrensek
yolun ana baslatici faktort faktor XII dir. Basamak basamak aktif forma
dontsum gerceklestikce reaksiyonlar zinciri ilerler ve protrombin aktivatorini
olusturur (Sekil 3 ve Sekil 4).

DokuTravmasi

Doku Faktori

VII—=VIlla

X \iiktif Faktdr X (Xa)

Catt -\

Ca++

Protrombin aktivatorii
Trombosit

fosfolipidleri \v

Protrombin ——— = Trombin

Ca++

Sekil 3. Pihtilasmanin ekstrensek basamaklari.



Kanin travmaya ugramasi
veya kollajenle temasi

'

Xl ——— = Aktif faktor XI1 (Xlla)
~=— (HMW Kkininojen)

XI ——— = Aktif faktdr XI (Xla)

Ca++ \ ¢
IX ———> AKktif faktor 1X (I1Xa)
Trombin Ca**

vii L»Vlla — ¢
X

A

__ Trombosit
= fosfolipidleri

> Aktif faktor X (Xa)

Y

Trombin

'

V——>

<«—Cat

Y

Protrombin

Trombosit aktivatori

fosfolipidleri

Protrombin —— = Trombin

T

Ca++

Sekil 4. Pihtilasmanin intrensek basamaklari.

b. Protrombinin Trombine Dontsumu

Protrombin aktivatori olustuktan sonra ortamdaki kalsiyumunda tepkimeyi
katalizlemesiyle protrombin trombine donustarilir (Sekil 5). Olusan trombin
bir yandan faktorlerden V, VIII, IX, XI’i aktive ederken bir yandan da
trombositlerin agragasyonunu ve aktivasyonunu uyarir béylece daha cok

protrombinden trombin olusturulmus olur (Linden 2013).



Protrombin

Protrombin
aktivatori > | Ca*

Trombin

|

Fibrinojen Fibrinojen monomeri

Ca++/

Fibrin iplikgikleri

Trombin  ———s= aktif fibrin

stabilize edici faktor ——

Capraz bagli fibrin iplikcikleri

Sekil 5. Protrombinden trombin ve fibrinojenden fibrin iplik¢iklerinin olusumu.

c. Fibrinojenin Fibrine Dontstima ve Pihti Olusumu

Trombin olustuktan 10-15 saniye sonra fibrinojenlerin fibrin iplikciklerine
polimerizasyonuna neden olur. Trombin, proteolitik etkiye sahip olup her bir
fibrinojen molekuliinden dort dustik molekdl agirhkli peptidi ayirir ve fibrin
monomeri olusur. Saniyeler icerisinde fibrin monomerleri polimerizasyon ile
fibrin iplikgiklerine donusur. Fibrin iplikcikleri ise pihtinin retikulumunu
olusturur. Ayrica trombin faktor X111 0 de aktiflestirerek fibrin iplik¢ikleri agi
ile istenilen stabil pihtiyr olusturur (Colman ve ark. 2001).

Trombin olusumu ayni zamanda fibrin stabilize edici faktorl de aktive
eder. Trombosit kaynakli bir madde ile de bu islem gerceklestirilir. Fibrin
stabilize edici faktor aktiflesince fibrin monomerleri arasindaki zayif
nonkovalan hidrojen baglarinin yapisini etkiler ve fibrin monomerleri
arasindaki kovalent baglar ile komsu fibrin iplikcikleri arasinda ¢apraz baglar
olusmasini saglar ve béylece fibrin aginin t¢ boyutlu yapisi kuvvetlendirilmis
olur. Boylece olusan fibrin yumagi her yone uzanabilen plazmayi, trombositleri
ve diger kan hicrelerini igcinde barindiran bir yapi halini almis olur. Bu yapi
hasarlanan damarlarin yiizeyine yapisir yirtigi kapatir ve kan kaybini dnlemis

olur.
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4. Hemostazin Sonlanmasi ve Fazla Gelen Pihtinin Eritilmesi

Pihtt  olustuktan sonra iki farkh mekanizma isler bunlardan ilki
fibroblastlarinda etkisiyle bag dokusuna donistm ikincisi ise olusan pihtinin
fazlasinin eritmesidir, bdylece hemostatik dengenin korunmasi saglanmis olur.
Yani pihtilasma sonsuza dek gidemez bir yerde durdurulmasi gerekir. Bu da
dolasimdaki mevcut antikoagulanlar, endotel kaynakli molekdller ve karaciger
metabolizasyonu sayesinde saglanir (Guyton ve Hall, 2011). Dolasimda
endojen antikoagulanlara 6rnek antitrombin I1I, Protein S, Protein C ve doku
faktorl yolu inhibitori (TFPI) dir (Clemetson, 2012). Endotel kaynakh
pthtilasmayi 6nleyici molekiller ise heparin benzeri bir molekil olup
antitrombin I1I” U aktive eder. Bu da koagulasyon sirasinda olusan serin
proteazlarini inhibe eden baslica molekdldir. (Hathcock 2004). Antitrombin 111
ayrica aktif faktorler olan I1Xa, Xa, Xla, Xlla, TF-Vlla kompleksinin ve
trombinin inhibitérudur. Diger taraftan antitrombin Il1 Protein S ve Protein C
nin aktivasyonunu artirir. Sonugta koaglasyon sistemi durdurulmus olur
(Adams ve ark. 2007). Hemostaza ihtiya¢ bitince sonlandirma kisaca boyle
Ozetlenirken diger yandan olusmus olan ihtiya¢ fazlasi pihti ise fibrinoliz
sayesinde eritilir. Fibrinoliz; plazmin ile fibrini bir arada fibrin iplikgiklerin
eritilmesidir ve fibrinin yikim drtnlerine dénusmesidir (Diethorn ve Weld
1989).

B ) inflamasyon

Yaralanmanin erken dénemlerinde vazokonstriksiyon olusurken yaklasik 20
dakika sonrasinda serotonin, histaminler ve prostoglandinler aracihgiyla
vazodilatasyon gelisir.  Yara bolgesinde kirmizimsi bir goérunim olusur.
Trombositlerden salgilanan faktorler, pihtilasama mekanizmasinda agiga ¢ikan
bradikinin gibi Grnler ile hasar bdlgesinde nekrozdan kaynaklanan faktorler
yara cevresindeki endotel gecirgenligini artirarak damar disina plazmanin
difiizyonuna ve 6deme sebep olur. inflamasyonun hakim hiicreleri nétrofiller
ve lenfositlerdir (Sekil 6).
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Epidérmis ==

Motrofiller

Dermis = Lenfositler

Sekil 6. inflamasyon evresi hakim hiicreleri (Ulger 2015)

Primer sttur uygulanan cerrahi kesiler de yarayi pihti doldurur ve yara
da bir dayanikhilik olusturur. Pihtinin dehidre olmasi ile yara kabuga donusur.
Olusan kabuk yarayr enfeksiyondan koruyup sekonder kanamayi Onler.
Pihtilasmada ilk olarak kan dolasimi yoluyla l6kositlerden nétrofiller gelir
(Parslow ve Bainton, 1997). Inflamasyonun ilk hiicresi nétrofillerdir. Notrofiller
24 ve 48. saatte maksimum seviyeye olusur (Brunicardi ve ark., 2005).
Notrofiller savunma sisteminde gorev yaparak hucre yikim Grinlerini,
bakterileri ve vicuda giren diger yabanci cisimleri uzaklastirirlar (Regan ve
Barbul, 1994). Notrofiller granillerden jelatinaz, elastaz, kollajenaz gibi
proteazlarla birlikte reaktif oksijen turleri de salinmakta ve bu proteazlarda
nekrozu debride etmektedir. Enfeksiyon yok ise yaranin 3. guninden sonra
hizla azalir. Gorevlerini tamamlayan nétrofiller 6ltp o bélgeyi makrofajlarla
(sistemik dolasimdaki monositlerden kaynaklanan mononikleer fagositik
hicreler) uzklastirthirlar (Erbil, 2002). Yara bolgesine gelen makrofajlar
interlokin-1 (IL-1) ve interlokin-8 (IL-8) gibi proinflamatuar peptitler ve timaor
nekroz faktor (TNF) salinimi ile yara iyilesmesinde gorev yaparlar (Jones ve
ark. 2004). Makrofajlar, TNFa, trombosit tirevli biyume faktori (PDGF),
Insiilin benzeri bilyiime faktorii-1 (IGF-1), transforme edici biiyiime faktorii-
beta (TGF-B) ve IL-1 salgiladigi énemli sitokinlerdir. Damar disina ¢ikan
monositler, interlokin-2 (IL-2) ve interferon alfa (IFN-q) ile aktive olarak TGF-

B salarlar. TGF-B akut inflamasyon hicrelerinin toplanmasini saglar. Yara
12



onarimi pihti ve notrofiller tarafindan baslatilip makrofajlar tarafindan devam
eder. (Sekil 7.) Enfeksiyonlu yaralarda makrofajlarin maksimum stimilasyonu,

inflamatuar fazin uzamasina ve skar dokusu olusumuna sebep olabilir.

Memrasan

rekirasyon

Heraesmz ve nfeme:von

Mewotdzr
Mabrofalar paneonlcsdar

-

- L __I snilival =y :

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Yara Olosumunn Takip Eden Ginler

Sekil 7. Yara iyilesmesi hakimiyetinin gtinlere gore dagilimi (Sabiston Textbook of
Surgery. The Biological Basis of Modern Surgical Practice. 18 th edition. Elsevier
Saunders; 2008 den modifiye edilmistir)

Diyabetiklerde fonksiyonel olarak ayrimlasan makrofaj alt tiplerinde
farkhliklar saptanmistir.  Oldiiriicic makrofaj miktari artarken, onarim
makrofajlari miktari azalmistir. Makrofajlardaki degisim sitokin miktarini da
degistirerek, fibroplazi ve anjiyogenezi uyaran ve proliferatif faza gecisi uyaran
faktorleri baskilamaktadir. Diyabetiklerde, makrofajlardan PDGF ve IGF-1
salinimi azalirken, inflamatuar sitokinler artmaktadir.

Bir hicreye 6zgl olan ve bunlar zerinde biyume saglayan protein
yapidaki endokrin sistem molekulleri genel olarak buyume faktorleri olarak
adlandirthr. Hiicrenin biytime ve ¢cogalmasinda biyiume faktorlerinin temel rol
oynadigi gézlenmektedir (Burcak ve ark. 2002). Blytime faktorleri graniilasyon
dokusunu uyarip epitelizasyonu hizlandirarak yara iyilesmesinin inflamasyon

fazinda makrofajlarin uyarisi ile Uretilirler (Broughton ve ark. 2006).
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C) Proliferasyon

Bu evre yaralanmanin 5. ve 7. glnlerinde kollajen sentezinin artmasiyla pik
yaparak 15-21. gune kadar kalirlar. Fibroblastlarin baskin olmasiyla yarada
granillasyon dokusu yaralanmanin 3. ve 6. gunlerinde bagslar. Fibroblastlar
mezensimal ve perivaskiler adventisyadan koken alarak, yeni gelisen kapiller
boyunca sitoplazmik uzantilar olusturarak yaranin icine dogru haraket ederler.
Fibroblastlar onarimin temel elemanlaridir ve yara onarim slrecinde bazi
yapisal proteinlerin Uretiminden sorumludur. Granulasyon dokusu fibroblast ve
inflamasyon hcrelerinin birlesiminden olusur. Granulasyon kelimesi yara
yuzeyindeki dokunun parlak kirmizi graniler goériniminden gelmistir.
Granulasyon dokusu sistemik yarada bir enfeksiyona bariyer gorevi Ustlenerek
acik yaranin iyilesmesini saglayarak epitel hicrelerinin go¢ etmesine zemin

saglar (Kaya ve ark. 2005).

D) Maturasyon

Maturasyon evresi yara iyilesmesinin son basamagi olup remodelling dénem
diye de adlandirilan yaklasik bir yil kadar devam eden en uzun suregtir (Sekil
8). lyilesmenin bu evresinde yara yerindeki fibroblastlarin sayisi azalmis,
epitizasyonun tamamlanmis ve kirmizi yara rengi de soluklasmistir (Kaya ve
ark., 2005). Hucresel ve vaskiler yapidan zengin granilasyon dokusu daha az
hucresel ve vaskuler ¢zellige sahip olan skar dokusuna donlsur. Bu donlisim
kismen hucrelerin goglyle kismen de apopitoz yoluyla olmaktadir. Kolajen
yikim ve sentezi bir dengeye ulasmistir (Karasu ve Bakir 2008). Maturasyon
doneminde yara gerim kuvveti artar yara gerim kuvveti inflamasyon
doneminde % 10 ve proliferasyon doneminde % 45 iken maturasyon
doneminin 3. ayinda % 80’ lere ulasir. Ancak higbir zaman % 100 yara gerim
kuvvetine ulasamaz (Arslan 2003). Bu yara gerim kuvvetinin kollajen
fiberlerin kalinligi ve diizeniyle pozitif bir korelasyonu vardir (Karasu ve Bakir
2008).
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Sekil 8. Maturasyon donemi (Kirsner R. Wound Healing. In: Bolognia J, Jorizzo J,
Rapini R, eds. Dermatology. 2nd ed.: Mosby Elsevier, 2008 (vol 2):2147-58)

Kollajen Sentezi:

19 ayn tip kollajen vardir. Her zincir yiksek frekansla tekrarlayan glisin-prolin-
hidroksiprolin sekanslarindan olusur. Normal dermiste %80 tip | kollajen varken,
% 20 tip 11 kollajen bulunur. Yara iyilesmesinin 3-4. ginu tip 111 kollajen fazla
iken ilerleyen ginlerde tip | kollajen miktari artar. Yaralanmanin ilk haftasinda
sentezlenen kollajen, kollajen liflerinin capraz baglanmasi ile yara dokusunu
sarar. Ne kadar capraz bag fazla ise saglamligi o kadar fazladir. Kollajen, deri,
kemik ve tendon basta olmak uzere birgok dokunun yapisal proteinidir. Kollajenin
yapisinda en fazla miktarda hidroksiprolin ve hidroksilizin aminoasitleri
bulunmaktadir. Kollajenin temel gorevi, dokularin deformasyona karsi direncligini
olmasini ve dokularin sekil almasini saglamaktir. Yaranin ilk haftasinda kollajen

sentezi pik seviyeye ulasir (Karasu ve Bakir 2008).

2.1.3.YARA IYILESMESINDEK|I MEKANiZMALAR

Anjiogenez: Kan damarlarinin embriyonik gelisiminde anjioblast olarak
isimlendirilen endotel htcrelerinden primitif bir vaskiler agin olusturdugu
vaskilogenez ile olusur. Kisaca eriskinlerde entodel hiicrelerinden yeni kan
damari olusumu olarak tanimlanabilir. Anjiyogenez kronik inflamasyon ve
fibrozisde, timdr buylmesinde ve iskemik doku vaskilarizasyonunda c¢ok
onemlidir. Yara iyilesmesinde fibroblastlarin proliferasyon sireci ile

anjiyogenez paralel olarak gelismeye baslar. Yara iyilesmesinde mezensimal
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hlcrelerin gocu, proliferasyonu ve sentezi igin gerekli oksijen ve enerji, yeni
kan damarlarindan saglandigi icin anjiyogenez yara iyilesmesinde ¢ok dnemli
rol oynar (Karasu ve Bakir 2008).

Epitelizasyon: i¢ ve dis ortamda epidermis bariyer olarak goérev yapar.

Epitelizasyon yaralanmadan 1-2 saat sonra baslar. i¢ ortamdan sivi ve elekrolit
cikisini engellerken, dis ortamdan yabanci madde girisini engeller. Epitel
hlcreleri trombositler, biylme faktorleri ve makrofajlarin etkisi ile yara
alanina goc eder. Epitelizasyon yara iyilesmesi esnasinda epitel hiicrelerinin
cogalmasini kapsayan bir suregtir.

Yara _Kontraksiyonu: Kontraksiyon yaralanmanin 5-12. ginlerinde

maksimum duzeye ulasir. Olusan yaranin kapanmasi igin yara uclarindan
merkeze dogru hareket ederek yarayr kicultir ve gunlik yaklasik 0,6 mm
ilerler. Granullasyon dokusu deri kenarlarini ice dogru ceker ve boylece
epitelizasyon ile kapatilacak alan azalir. Granllasyon dokusu igindeki
fibroblastlar, yapi ve fonksiyon olararak farklilasir kontraktil yetenegine sahip
myofibroblast denen diz kas hiicrelerine bezeyen bir yapiya dénusirler. Bu
hiicreler sadece yara dokusunda bulunur, saglam bag dokuda ise bulunmazlar
ve aktin-miyozin benzeri yapilar icerirler. Yaralarin sekline gore, yara
kontraksiyonu ve skar olusumu da degisir (Karasu ve Bakir 2008).

2.1.4. YARA IYILESMESINI ETKILEYEN FAKTORLER

Yara iyilesmesi esnasinda gelisen olaylarin bir kismi bilinerek, bir kismi da
bilinmeden yara iyilesmesinin gecikmesine neden olmaktadir. Bunlar yara
iyilesmesinin kalitesini ve yeterliligini bozar. Yara iyilesmesinde yas, anemi,
kullanilan ilaclar, malnutrisyon, diyabet, sarilik, obesite, kompanse oligemi,
malign hastaliklar, vitamin ve eser element eksiklikleri, genetik ve
immunolojik bozukluklar, enfeksiyon, hormonal faktorler ve sigara oldukga
onemli faktorlerdendir (Karasu ve Bakir 2008).

1.Beslenme: Yara iyilesmesinde beslenmenin énemi Hipokrat zamanindan beri
bilinmektedir. Protein yetersizligi vicutta amino asit dengesizligine neden
olacaktir. Protein eksikliginin neden olcagi immin sistem bozuklugu, 6dem

stirecinde ve epitelizasyonda (kollajen yapimini inhibe ederek) vyara
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iyilesmesini geciktirir. Askorbik asit ise kollajen sentezinin hidroksilasyon
basamaginda 6nemli rol oynar ve eksikligi durumunda yara iyilesesinde
gecikmeler olur. Vitamin A ise epitelizasyonda gorev alirken eksikliginde
epitelizasyon basamagi gecikir. Vitamin K eksikliginde ise koagulasyon olusur
ve kan pihtilasma zamani uzayarak kanama miktari artar. Yuksek kanama ise
enfeksiyona yatkinliga sebep olur. Cinko vicutta birgok enzimin kofaktori
olarak kullanilan bir mineraldir eksikliginde enfeksiyonlara yatkinlik gorulr.
Cinko iceren besinler verilen canlilarda yara iyilesmesinin daha hizli oldugu
goralmastar.

2.Anemi: Anemi eritrosit sayisinin azalmasi veya hemoglobin miktarinin
azalmasi veya her ikisinin birlikte olmasi sonucu olusan bir hastaliktir. Demir
eksikligi anemisinde hemoglobinin, oksijeni akcigerlerden kapiller arterlere
tastlyamamasi nedeniyle anemi, hicre, doku ve organlarda hipoksiye neden
olabilir buda yara iyilesmesini geciktirir.

3.Enfeksiyon: Yara iyilesmesi; derinin mikrobiyolojisi, yaranin tipi, uygulanan
tedavinin sekli ve konagin savunmasi ile iliskisi olan karmasik bir surectir.
(Mertz, 1993). Temiz yeni olusmus bir yaranin milroflorasi normal deri
mikroflorasina yakin 0Ozellik gosterir. Kirli ve kronik yaralarda ise flora
farklilasmistir.  Clnkd canliligini yitirmis dokular mikroorganizmalar igin
uygun ¢ogalma imkani olusturmakta ve ¢ogalan mikroorganizmalar cevredeki
canli dokulara invaze olabilmektedir. (Westaby ve White 1987).
Mikroorganizma konagin savunmasini yenip dokuyu istila edebilirse
enfeksiyon sireci baslar. Bu siirecte inflamatuar faz uzar ve yara iyilesmesinin
gecikmesine sebep olur.

4.Yas: Yara iyilesmesinde yas oldukca 6nemlidir. Cocuklarda yara iyilesmesi
hizli iken yasin ilerlemesiyle birlikte yara iyilesme hizi azalir. Embriyonejik
donemde immin sistemin henliz tam gelismemis olmasi, inflamatuar yanitin
yetersizligi ve blylme faktorlerinin miktarinin az olmasi sebebi ile skar
dokusu ya hi¢c olusmaz ya da en az dizeyde olusurken yas ilerledikce
inflamatuar yanit azalarak, epitelizasyon yavaslar ve aktif proteaz duzeyinde
artis olarak yara iyilesmesi gecikir.
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5.1la¢ kullanimi: Bazi ilaglar yara iyilesmesinin gecikmesine sebep olur.
Steroidler immdansupresif ilaglar kemotropik ajanlar, kolsisin ve hemostatik
ajanlar 6rnek olarak verilebilir.

6.Keloid olusumu: Asiri miktarda kollajen birikimi keloid olarak isimlendirilir
ve tlimoral skorlarin olusumu ile sonuclanir.

7.Hormonal Denge: Kortizon insllin salgisini azaltirken yara iyilesmesini
geciktirir.  Ostrojen bolgesel enfeksiyonu azaltarak yara iyilesmesini
hizlandirirken, testesteron inflamatuar sinyalleri artirip iyilesmeyi hizlandirir.
8.Yetersiz kanlanma: Arterioskleroz veya vendz anomaliler, kan akisini
bozduklari igin yara iyilesmesini yavaslatirlar.

9.Diyabet: Yara iyilesmesini diyabetik hastaliklar geciktirir. Diyabetlilerde
olusan kan viskoz miktarindaki artis, hiicresel ve humoral immunite zayifligi,

mikrovaskuler hasarlarin varligindaki artis yara iyilesmesini geciktirir.

2.1.5. YARA IYILESMESINDE KULLANILAN HAYVAN MODELI

Yara iyilesmesi oldukca karmasik olaylar dizisidir. Bircok faktér yara
iyilesmesinde aktif oldugundan arastirmacilar icin canli model kullanmak
kaciniimazdir. Deneysel hayvan modeli, insana patolojik sureclerde en yakin
benzerlik gosteren yasayan organizma modeli olarak tanimlanir. Yara
iyilesmesinde bircok calismada hayvan modeli olarak sicanlar kullaniimistir.
Cok iyi bilenen bir model olmasindan, lezyon olusturmak icin uygun alana
sahip olmasindan ve kolayca uygulanabilir modeller olmasindan dolay! hayvan
modeli segilirken sigcanlarin kullanimi yaygindir. Sigan ve insan derisi arasinda
benzerlik ve farkliliklar bulunmaktadir (Tablo 2).

insan derisi ile sican derisi arasinda morfolojik olarak farkliliklar ve
benzerlikler olmasi sebebi ile yara iyilesmesi slreci birebir ayni degildir.
Sicanlarda endojen C vitamini kaynaginin olmasi ve pannikulus karnosus
denilen kas yapisinin bulunmasi yara kotraksiyonunu hizlandirir. insanlarda ise
epitelizasyon daha hizli olmaktadir. Bunda yara yerinin insanlarda sicanlara
gore daha temiz kalmasinin roll vardir (Dorsett-Martin, 2004). Uzun yillardir
arastirmalarda kullanildigr igin ¢ok iyi bilinen bir model olmasi, lezyon

olusturmak icin uygun alan blydkligune sahip olmasi ve kolayca
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denetlenebilir modeller olmasi sebebiyle sicanlar ¢alismalarda tercih

edilmektedir.

Tablo 2. Sican ve insan derisi arasindaki benzerlikler ve farkliliklar
(Dorsett-Martin, 2004)

Ozelikler Sican Insan
Epidermis Evet Evet
Bazal Membran Evet Evet
Dermis Evet Evet
Vitamin C Kaynag! Endojen Ekzojen

Yapilan bircok arastirmada sicanlar Uzerinde gerceklestirilen yara
modellerinde en sik lokalizasyonu sirttir. Bunun nedeni yizey genisligi olarak
aciklanabilir. Cinsiyet seciminde androjenin yara iyilesmesi Gzerine olumsuz
etkisi sayilabilir. Yara yerinde iyilesmeyi hizlandirmak amaci ile yara oOrtisi

kullanilabilir ancak bu tercihe baglidir.

2.2. DIYABET

Diyabet, insilin salgisi yokluguna veya dokularin instline duyarhhginda
azalmaya bagl karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarnin bozulmasini
kapsayan bir sendromdur. Diyabetin iki tipi vardir: (Baret, 2011).

1.Tip | diyabet; instilinin retilemiyor olmasina baglidir. Burada primer
olay otoimmin mekanizmayla beta hicrelerinin harabiyeti olusarak insulin
eksikliginin ortaya ¢tkmasidir. insiiline bagimh diyabet (IDDM) adini da alir
(Hirsch ve ark,1991; Cheng ve Larner, 1985; Hutton,1989).

2.Tip Il diyabet; hedef hicrede insulinin metabolik etkilerine
duyarliliklarinin azalmasi sonucu gelisir. S6z konusu olan instlin yoklugu
degil var olan insiiline karsi hedef hiirenin duyarlihginin azalmasidir. insiiline
bagli olmayan diyabet (NIDDM) denir. Bu duruma insilin direnci de denir
(Thzln, 1995; Taylor ve Agius, 1988).

Diyabet, ana besin maddelerinin metabolizmalari degismistir. insilin
yoklugunun veya insilin direncinin glikoz metabolizmasina baslica etkisi,
glikozun bircok hicre tarafindan alinmasinin  veya kullaniimasinin
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engellenmesidir. insiilin vb. ajanlar glikozun dokularin igeri girmesi icin
gereklidir. insiilin eksikliginde glikoz kandan hedef hiicreye yeterli bir sekilde
tasinamayarak hiperglisemi ve metabolik asidoz (ketoasidoz) gelisir. Kan
glikozu artar, glikoz kullanimi giderek azalir ve yaglarin, proteinlerin kullanimi
artar (Guyton ve Hall, 2011).

2.2.1.TIP I DIYABET

Cocukluk yaslarinda daha sik gorilen pankreasin ( hicrelerinin otoimmin
veya otoimmun disi nedenlerle hasar gormesi sonucunda insilin miktarindaki
azalma olarak tanimlanan hipergliseminin olustugu bir kronik hastaliktir.
Pankreasta beta hiicreleri hasar gordigunde veya insilin yapimini engelleyen
herhangi bir hastaligin varliginda Tip | diyabet ortaya ¢ikar. Otoimmin
hastaliklar veya cesitli viral enfeksiyonlar Tip | diyabet yapan hastaliklara
ornek olarak verilebilir. Ancak kalitimda hticrelerin hasara karsi cevabini
belirler. Tip | Diyabet diinyada sik olarak rastlanan hastaliklardan birisidir.
Herhangi bir yas grubunda gorulmekle birlikte en sik 7-15 yas gruplari
arasinda gordlur (Yoénem ve Ozata, 2006; Altun, 2011). Tip | diyabet
otoimmunetinin varligina goére Tip 1a ve Tip 1b olarak ikiye ayrilir. Tip la
diyabetli olgularin % 90’nini olustururken, cocukluk vyaslarinda gorilen
otoimmdanite belirleyicisi negatif olan Tip 1b %10’luk kismini olusturur
(Inzucchi, 2009). Birkag giin veya haftatada aniden akut olarak baslayabilir. Ug
onemli bulgu vardir: (1) Kan glikozu artar, (2) karacigerde kolesterol yapimi
icin yag kullanimi artar, (3) vicut proteinleri azalir (Guyton ve Hall, 2011).
Diyabette kan glikoz seviyesi yiikselmistir. Kanda insiilinin az olmasi
sebebiyle glikoz hicreler tarafindan kullanimi azalir. Bir taraftan da
glikoneogenez ile glikoz yapimi artar. Boylece kan glikoz seviyesi 300-1200
mg/100ml ye yikselir. Yiksek kan glikoz seviyesi organizmada cesitli etkilere
sebep olur.  Kanda glikoz miktari cok arttiginda glomerler filtrat icinde
bobrek tibullerinden geri emilebilen diizeyi asan glikoz miktari, idrar ile atilir.
Idrarla glikoz atilimi kan glikoz seviyesinin 180 mg/100 ml {izerine ¢iktiginda
baslar. Bu deger esik degerdir. Glikozun kandaki seviyesi 300-500 mg /100 mL
gibi deQerlere yikseldiginde her gin 100 g glikoz idrarla atilir. Kan glikoz
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seviyesinin ¢ok yuksek olmasi hiicrede sivi kaybina neden olur. Bunun sebebi
artan osmotik basinci dengelemek icin suyun intraseluler alandan ekstraseluler
alana gecmesidir. Glikoz seviyesinin ylkselmesine bagli olusan dehidratasyona
ek olarak glikozun idrar ile atihmida ozmotik dilireze sebep olur ve sonugta
dehidratasyon olusur. Hucre zarinda fonksiyonlari olan sodyum, potasyum,
magnezyum ve fosfat gibi birgcok iyon su ile beraber atilir. Glikozun renal
tibdllerdeki yogunlugu osmatik basinci etkilemekte buda sivinin tibullerden
geri emilimini buyik capta azaltmaktadir. Buda idrarla sivi kaybina neden
olmaktadir. Sonug¢ olarak dehidratasyona neden olmaktadir. Kan glikoz
seviyesinin uzun sureli yiksek kalmasi doku hasari sebebidir (Yénem, 2011).
Glikozun kanda wuzun soreli yilksek seviyede kalmasi dokularda kan
damarlarinin islevlerinin bozulmasina ve yapisal degisikliklere ugramasina
sebep olur. Dokularin kanlanmasinin dismesine yol agar. Bu durum ise kalp
krizi, inme, bobrek yetmezligi, retinopati, alt ekstremitelerde iskemi ve
gangren gibi hastaliklarin artmasina neden olabilmektedir. Sonucta bircok
dokuda hasar olusmaktadir. Doku hasar mekanizmalari tam olarak
aydinlatilamamis olsa da yuksek glikoz seviyesinin endotel ve vaskiiler diiz kas
hicrelerinde meydana gelen degisiklikler ve protein metabolizmasindaki
bozukluklar rol oynamaktadir. Diyabetli hastalardaki renal hasar sekonder
hipertansiyona sebep olur. Lipit metabolizmasinin bozulmasi aterosiklerotik
hastaliklarin sikhiginin artmasina yol agmaktadir (Tiziun 1995). Diyabette
yaglarin kullanimi artar ve buna bagli olarak metabolik asidoz olusur.
Karbonhidrat metabolizmasindan ya§d metabolizmasina kayma sonucunda
plazmada dokularin okside edebileceginden daha fazla asetoasetik asit ve [-
hidroksibdtirik asit gibi keton bilesiklerinin serbest hale ge¢cmesine yol acar.
Buna bagl olarak hastada metabolik asidoz tablosu olusur. insiilin tedavisi ile
tablo duzeltilmezse diyabetik koma gelisir ve bu durum hastanin 6limiyle
sonuclanabilir (Karasu ve Bakir, 2008). Metabolik asidozdaki kompansazyon
mekanizmalari diyabetik asidozda da devreye girer. Hizli soluk alip verme
sonucu CO2 in solunum yolu ile asiri atilmasina ve ekstraselller sivida
bikarbonat seviyesinin belirgin bir sekilde dismesine sebep olur. Bobrekler bu

durumu kompanze etmek icin ekstra seliler sividaki bikarbonati artirmaya
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calisir. Bahsedilen bu tablo diyabetli kisilerde kan glikoz seviyesinin uzun sure
kontrol altina alinmadigi durumlarda ortaya ¢ikar. Kan Ph si 7’nin altina
dustiiginde birkag saat icinde asidoz komasi ve 6lim gerceklesebilir. Siddetli
diyabetik asidozda eloktrolit dengesinde de degisiklikler olusur (Tzun, 1995).

Karaciger metabolizmasinda uzun sureli olarak yag kullanimi kandaki
kollesterol duzeyinin artmasina sebep olur. Kandaki kollesterol seviyesinin
artisi arter duvarlarinda ateron plaklarinin olusmasina ve ateroskleroza sebep
olur. Diyabetlilerde yag kullnimi kadar protein kullanimida artar. Protein
kaybina yol acar ve neticede kilokaybi gozlenir. Diyabet kontrol altina
alinmadiginda ciddi metabolik bozukluklara ve buna bagli gelisen mortalite ve
morbiditelere sebep olur (Guyton ve Hall, 2011).

22.2. TiP Il DIYABET

Tip Il diyabet, Tip I ile gortlme sikligi yoninden Kkarsilastirildiginda 9 a 1 dir.
Yani diyabetli hastalarin %90 1 Tip Il dir (Yénem, 2011). Hastalik 30 lu
yaslarda ortaya ¢ikmaya baslamakla birlikte siklikla 50-60 |1 yaslarda kendini
gosterir. Hastalik kronik seyirli olup yavas ilerler. Bu nedenle siklikla eriskin
tip diyabet adi verilir.  Son yillarda Tip 11 diyabetin gérilme yasi 20 li yaslara
kadar dismustir. Bunun sebebi yanlis beslenme ve azalan fiziksel aktiveteler
sonucu ortaya ¢ikan obezite oldugu dusunulmektedir. Obezite metabolik
sendrom ve insilin direncine sebep olur. Bu durum ise diyabete zemin hazirlar.
Tip I’in aksine Tip Il diyabette kandaki insdlin seviyesi artmistir (Dogan,
2006). Hedef hiicrede instline karsi duyarlilik azalmistir. Sonug olarak kandaki
glikoz hicreye alinamamakta kan glikozunun artisina sebep olmakta ve
pankreasta bu durumu ortadan kaldirmak icin daha fazla instlin Gretmektedir.
Yani insulin direnci gelismekte ve buna bagli olarak karbonhidrat
metabolizmasi bozulmaktadir. Sonugta kan glikozu artar ve insulin
sekresyonunun kompansatuvar olarak uyarir. Glikolize hemoglobin (HbALlc)
kandaki ortalama glikoz konsantrasyonunun gostergesidir. Fazla kilo alimi ve
sismanlik instlin direncinin gelismesi ve karbonhidrat metabolizmasinin
bozulmasina yol agar. Obezite ve insilin direnci arasindaki bu iligkinin

mekanizmalari tam olarak aydinlatilamamistir. Yapilan bazi ¢alismalarda obez
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Kisilerin iskelet kaslarinda, karaciger ve yag dokularinda zayiflara kiyasla daha
az insilin reseptori oldugunu vurgulamaktadir. Ancak insiline direncin bir
kismi, bircok hucresel etkili reseptorlerle iliskili sinyal yollarinin bozukluguna
bagl gibi gézikmektedir. Bozulan insilin sinyali sismanliga sekonder iskelet
kasi ve karaciger gibi dokularda lipit toplanmasinin toksik etkileriyle dogrudan
alakali degildir. insilin direnci siklikla “metabolik sendrom” olarak bilinen
bozuklugun bir parcasidir (Nouwen 2010).
Metabolik sendrom ve bazi dzellikleri sunlardir:

1. Ozellikle karin gevresinde yag toplanmasi

2. Hipertansiyon

3. insiilin direncinin artmasi

4. Aclikta hiperglisemi

5. Kan trigliserit seviyesinin yukselmesi yuksek dansiteli

lipoproteinin kanda dusmesi
Metabolik sendrom; karin boslugunda ve i¢ organlarin gevresinde yag

birikimi ile karakterize kilo artisiyla kendini gosteren bir durumdur. Ortaya
cikan insilin direnci kan glikoz seviyesinin yikselmesinin sebebi oldugu
bilinmekle birlikte metabolik sendromun tim bilesenlerine etkisi heniiz tam
aciklanamamistir.  Metabolik sendroma bagli  gelisen kardiyovaskuler
hastaliklar, ateroskleroz ve olusan organ hasarlari istenmeyen sonuglardir. Bu
sendroma sahip Kislerin Tip Il diyabete yatkinhgi diger toplum fertlerine gére
yuksek bulunmustur (Nouwen 2010).
Insiilin Direnci ve Tip Il Diyabet Yapan Diger Faktorler; Sismanlik ve
karin gevresi yag birikimi instlin direnci icin risk faktértudir. Ancak insilin
direnci ve sonrasinda kisiyi diyabet yapan tek sebep bu degildir. insilin
direncini olusturan baska etyolojik faktorlerde vardir. Periferik dokularda
insiilin sinyalinin bozulmasina sebep olan genetik ve edinsel diger hastaliklar
da etyolojide yer almaktadir. Glikokortikoidlerin asirt yapildigi cushing
sendromu, biyime hormonlarinin yiksekligi ile karakterize akromegalide de
dokularin insiline duyarliligi azalmistir. Gerek sismanlik sebebiyle olsun
gerekse diger sebeplerden olsun bir kiside instlin direnci olusturuyorsa bu Tip

Il diyabet icin etyolojik risk faktoriidir (Karasu ve Bakir, 2008). insilin
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drencinin uzun suredir ve siddetli olmasi sonucunda kanda instlin seviyesi
artar. Ancak artan bu instlin seviyesi kandaki glikoz dizeyinin normal
seviyede tutmaya yetemez. Sonu¢ olarak hastada karbonhidrat aliminina bagl
hiperglisemi gorulir. Erken evrede bu hiperglisemi orta derecede kalirken ileri
evrede daha belirgin bir durum olusturur. Bunun sebebi Tip Il diyabette
pankreasta B-htcrelerinin azalmasi veya daha ileri dénemde tikenmesidir.
Buna bagh olarak insilin dretiminin azalmasi olabilecegi gibi hicrelerin
inslin duyarhhg@indaki azalmaya bagli olarak kan glikozunun hiicreye
alinmasinda bir direng olusmasi durumudur. Bazi sisman Kkisilerde ise insulin
duyarhihginda azalma olsada hatta yemeklerden sonra kan glikoz seviyesi
normalden fazla artsa bile diyabet olusmaz. Muhtemelen bu Kkisilerde kan
glikoz dizeyini normal seviyede kalmasini saglayacak kadar pankreasdan
instlin Uretilebiliyor olmasidir. Bazi calismalar, Tip Il diyabetli kisilerde
pankreasinin karbonhidrat metabolizmasindaki bozulmalari tolore edebilecek
duzeyde insulin salgilayip salgilayamayacagini belirleyen bazi genetik
faktorler oldugunu vurgulamaktadir. Tip Il diyabetin tedavisinde kalori
kisitlamasi ve zayiflama oldukga olumlu sonuglar vermektedir. Hatta bu
kisilerde disardan insulin alimina gerek kalmayacak kadar etkili olmaktadir.
Tiazolidinedionlar, metformin ve benzeri diger insiline duyarliligi arttiran
ilaclar veya sllfoniliire gibi pankreastan daha fazla insllin saglanmasini
saglayan ilaclar da kullanilabilir. Ancak, daha ileri evrelerde kan glikozunu
kontrol altinda tutabilmek igin siklikla insuline ihtiyag tekrardan
olusabilmektedir (Y6nem, 2011).

2.2.3. DIYABET VE OKSIDATIF STRES

Diyabet ve reaktif oksijen tirleri (ROS) arasindaki iliski yaklasik 1980°li
yillardan beri tartisilan bir konu olmustur (Baynes, 1991). Yapilan ¢alismalarda
diyabet ve serbest oksijen radikallerinin diyabetli iliskili oldugu gorilmustur.
Diyabetli hastalarda serbest oksijen radikallerinin ve lipit peroksidasyonun
artarak oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolli oldugu
bildirilmistir (Pitkanen ve ark. 1992). Diyabet ve komplikasyonlarinin

patogenezinde rol oynayan artmis oksidatif stresin kaynagi olarak; kronik
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hiperglisemiye sekonder glikozun otooksidasyonu, sorbitol yolunun aktivitesi
ve bu yolda nikotinamid adenin dinukleotid fosfat hidrojen (NADPH) tuketimi,
proteinlerin progresif glikasyonu ve buna bagli dolayl yoldan hipergliseminin
yol actigi psodohipoksi hali, protein kinaz C’nin aktivasyonu, enerji
metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres gibi gesitli
mekanizmalar gosterilmistir (Engin ve ark.,2005; Hasanoglu ve ark, 1994).
Antioksidan kapasitede gozlenen degisiklikler ile diyabetin  kronik
komplikasyonlarina etki edecegi arastirmacilar tarafindan gézlenmistir.

Diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin ROS ile olan iligkisini gésteren
calismalarda metabolik stres serbest radikal Gretimini artirir ve antioksidan
savunma sisteminde degisiklige neden olarak diyabet komplikasyonlarini
degistirir (Elmali ve ark. 2004).

Slperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GSH-PX), Malondialdehit (MDA) gibi antioksidan enzimlerinin pankreas
hlcrelerindeki antioksidan kapasitesi diger dokularla kiyaslandiginda dusik
dizeydedir. Beta hiicrelerinde olusan hasar hipergliseminin toksik etkilerinden
kaynaklandigi distinilmektedir. Hiicrelerde olusan hidrojen peroksit bir reaktif
oksijen tiirevi olan hidroksil (OH’ radikaline doniiserek insiilin reseptér sinyal
sistemi Uzerine etkili olup insdlin tarafindan reseptor araciligiyla sinyal iletim
yollarinda énemli bir rol oynamaktadir (Kili¢ ve ark. 1988).

Serbest oksijen radikal tlrlerinden stiperoksit dismutaz enziminin hiicre
icinde ilk savunma basamag: olabilecegi disunilmektedir. SOD enziminin
aktivitesinde azalma hiperglisemi ile oldugu dusiintlmektedir. ROS’lar nukleer
faktor kappa B (NFkB) U(zerinden, SOD’un ekspresyonunu azaltig
gorulmektedir. Ekstraselller sivilarda ise oksidatif hasara karsi ilk savunmada
ozellikle Urik asit gibi disuk molekdl agirlikl antioksidan molekullerin aracilik
ettigi bilinmektedir. Birgok arastirmaci diyabetli hastalarda lipit peroksidasyon
diizeyinin ve SOD’un aktivitesinin arttigi gosterirken, bir kisminda da anlamli
bir artis olmadigi goézlenmistir. SOD aktivitesinin baslangicta artmasinin,
oksijenin Oz nin artmis Uretimine, daha sonraki dismenin ise enzimin
glikasyonuna ve/veya hidrojen peroksit (H202) birikimine bagh olabilecegi
dustnilmektedir (Kilig ve ark. 1988).
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Oksidatif stres ve hiperglisemi arasindaki iliskiyi ispatlamak icin birgok
calisma yapilmistir. Yapilan calismalarda disuk dansiteli lipoptotein (LDL)
oksidasyonunda ve non enzimatik glikasyonunda diyabetli hastalarin
hiperglisemiye bagh artislar oldugu gozlenmistir. Diyabetik sican olusturmak
uzere kullanilan streptozotocin oksidan maddeler olusturarak pankreasi
hasarlamakta ve nitrik oksit (NO)’in diyabeti baslattigi disuntlmektedir (Kilig
ve ark. 1988).

2.3. DIYABETIK HAYVAN MODELI
2.3.1. DENEYSEL DiYABET OLUSTURULMASI

Diyabet, pankreasin insilin salinimindaki yetersizligi veya dokularin instline
verdigi cevabin bozulmasiyla meydana gelen yag, protein ve karbonhidrat
metabolizmasinin etkilendigi kronik metabolik bir hastaliktir. Diyabetin
tedavisi insulin ve diger hipoglisemi olusturan ajanlar uzerine kurulmustur
(Alarcon-Aquilar ve ark., 2000). Ancak son yillarda bu ilaclarin olasi bazi yan
etkileri sebebiyle bitkisel ve sentetik tedavi yontemlerine de yodnelim
olusmamaya baslamistir (Marles ve Farnsworth, 1995; Rao ve ark., 2001).
Diyabetin metabolizmasinin tam 6grenilmesi ve yeni tedavi protokolleri
gelistirmek  Uzere hayvan modelleri  kullaniimaktadir.  Laboratuvar
hayvanlarinda basarili diyabet olusturmak icin cerrahi teknik de dahil olmak
Uzere bircok metot bulunmaktadir. Cahismalarin birgogunda hayvanlarda
diyabet olusturmak amaciyla alloksan ve streptozotocin (STZ) adi verilen iki
tdr ilag kullanitlmistir. Her iki kimyasal madde de oksidan olusturarak ve
Langerhans adaciklarini tahrip ederek diyabet olusturmaktadir (Szkudelski,
2001).

2.3.2. DIYABET OLUSTURMADA KULLANILAN YONTEMLER

2.3.2.1. Cerrahi Mudahale

Pankreas cerrahi olarak cikarildi§i yontemdir ancak pankreasin tamamina
yakini alinip ancak %5’lik kismi birakilarak hayvanlarda diyabetin tetiklenmesi
saglanir (Akbarzadeh ve ark., 2007). Bir baska yontem ise anterior hipofiz
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eksrakti enjeksiyon yontemidir ki calismalarda daha az glivenilir bulunmustur
(Rastellini ve ark., 1997).

2.3.2.2. Streptozotocin (STZ; N-nitro glikozamin tirevi)

Streptozotocin  dogal olarak streptomycetes achromogenes tarafindan
sentezlenen genis spektrumlu bir antibiyotiktir (Weiss, 1982; Szkudelski, 2001,
Hayashi ve ark.,2006; Takeshita ve ark., 2006). STZ, lipofilik yapiya sahip
olup pH 4-4.5te stabildir. Cozeltisi sitrat tamponu igerisinde hazirlanmali, taze
ve 1siktan korunarak kullanilmalidir. STZ enjeksiyonu Langerhans
adaciklarinin beta hucrelerinin dejenerasyonuna yol acar (Weiss, 1982;
Ikebukuro ve ark., 2002). STZ’nin yapisinda glikoz bulunmaktadir ve
pankreatik beta hucrelerine glikoz tasima proteini 2 (GLUT2) tarafindan
tasinarak hucre icine alinir. STZ’nin pankreas hucrelerini hasarlayarak Tip | ve
Tip Il diyabete neden olur (Szkudelski 2001). Sicanlara STZ uygulandiktan 2
saat sonra kan glikoz seviyesinde yikselme gorilur. 6. Saatte ise kandaki
insiilinin artmasi  sonucu hipoglisemi gelisir. ilerleyen saatlerde insilin
seviyesinin azalmasina bagl tekrardan hiperglisemi olusur. Bdylece STZ
diyabetik 6zelligini gostermis olur (Anderson, 1983; Heineke ve ark., 1993).
STZ’nin glikoz oksidasyonunu (Bedoya ve ark., 1996) ve insilinin biyosentezi
ve sekresyonunu azalttigi da bildirilmektedir (Nukatsuka ve ark.,1990; Bolaffi
ve ark., 1987). STZ bakteri ve memeli hiicrelerinde deoksiribo nikleik
asit (DNA) sentezini onler. Bakteri hiicrelerinde STZ, dejenerasyon ve yikimla
sonuclanan sitozin gruplanyla 06zel reaksiyon verir. Memelilerde bu
biyokimyasal mekanizma hiicre Olimiyle sonuglanir. STZ’nin  hedefi
pankreasin beta hicrelerinin DNA’dir. STZ, DNA bazlarinda alkillenme yapar
(Yamamoto ve ark., 1981; Uchigata ve ark.,1982). Daha sonra DNA tamiri
baslar ve tamir sirasinda gorev ustlenen poli ADP-riboz polimeraz (PARP)
hicre icerisindeki nikotinamid adenin dindkleotidi (NAD) kullanir NAD 1n
tikenmesi ATP igerigini azaltir. Sonu¢ olarak hiicresel enerji depolarinin
tikenmesi [ hicrelerinde nekroza neden olur STZ, DNA’nin substratla
iliskisini veya DNA sentezinde yer alan enzimlerin bircogunu engellemek igin
ihtiyag duyulan dozdan daha az miktarda doz ile hicresel Gretimi Onler

(Holemans ve ark., 1997). STZ nin diyabetojenik etkilerine karsi NAD ve
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PARP inhibitorleri ile tedavi, koruyucu amach yapilmaktadir (Anderson ve
ark., 1974). STZ ile olusturulan DNA hasarinda, NO nun da etkisinin oldugu
vurgulanmaktadir. STZ Beta hicrelerine nifuz ettikten sonra, NO’nun hiicre
icinde serbest kalmasina ve DNA’nin ayrilmasina sebep olur. (Kroncke, 1995).
STZ’nin doz arahigi alloksana gore daha genistir. Yapilan ¢alismalarda Tip |
diyabet olusturmak icin (35-80 mg/kg) gibi genis doz aralifina sahiptir. Tek
doz olarak intraperitoneal STZ uygulanmasi yeterlidir (Nukatsuka ve ark.,
1990; Koh ve ark., 2007; Wong ve ark., 2009; Liu ve ark., 2010). Tip Il diyabet
olusturmak icin ise yenidogan hayvanlara ilk haftanin sonunda intraperitoneal
olarak 100 mg/kg tek doz uygulamasi yeterlidir (Portha ve ark., 1974).

2.3.2.3. Alloksan

Alloksan (2,4,5,6-tetraoksiprimidin) Urik asit tirevi, antineoplastik bir ajandir.
Alloksan hidrofilik ve pH 3-4’de stabildir (Szhudelsky 2001, Srinivasan ve
Ramarao, 2007, Bell ve Hye,1983). 37 °C’de yarilanma émri 1,5 dakika iken
sicaklik azaldikga yarilanma omrii uzar (irer ve Alper, 2004). Alloksan
kimyasal yapisi glikoza benzedigi icin beta htcreleri glikoz gibi hicre
membranindan GLUT?2 ile iceriye alirlar. Alloksanin diyabet olusturmasinda
iki temel etki mekanizmasindan bahsedebiliriz (Lenzen, 2008). Birinci
mekanizmada alloksan glukokinaz enzimini inhibe ederek glikozun uyardigi
instlin salinimini durdurur (Lenzen, 2008; Lenzen, 1991). Alloksan, sulfidril
ve sistein gruplari iceren proteinlere yiksek afiniteye sahip oldugundan
yapisinda “SH grubu iceren glukokinaz enziminin de inhibisyona gotirir. Bu
inhibisyonun sonucu olarak alloksan glikozun oksidasyonunu ve ATP yapimini
azaltir (Lenzen, 1991). Alloksan, glikoz varhginda glukokinaz enzimiyle
etkilesemez. Bodylece GLUT2 glikoz varhginda alloksanin tasinmasinda
sinirlayict etki gosterir (Bell ve Hye, 1983). ikinci mekanizma, alloksanin
icerdigi oksijen reaktifleri sayesinde beta hiicrelerine secici nekroz yapmasidir
(Bell ve Hye, 1983). Alloksan son Uriine donusirken ortaya ¢ikan radikaller
pankreatik DNA’y1 bozarlar (Munday, 1988). Ayrica yapilan c¢alismalarda
alloksanin intraselltler kalsiyum hemostazini bozmasi ile de diyabetojenik etki
Yaptigr gosterilmistir (howarth ve ark. 2011). Alloksan ile olusturulan

diyabette, hayvanlarda pankreas dejenerasyonuna bagli hiperglisemiye geri
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dondlebilir ve mortalite orani yiksektir. Bu nedenle Tip Il diyabet
olusturulacak hayvanlarda STZ alloksana tercih edilmelidir (Srinivasan ve
Ramarao, 2007). Alloksan veya STZ uygulamasindan sonra 48. veya 72.
Olcilen kan glikoz seviyesinin  (>200 mg/dl ya da > 11.0 mmol/L)
tanimlanmakla birlikte politri (>25 ml/giin) de tani yéniunden 6nemli bir
bulgudur(Ontiirk ve ark. 2007).

2.3.2.4. STZ ve Alloksan Uygulamasinda Karsilasilan Olasi Sorunlar
STZ ve alloksan ile diyabet olusturma deneylerinde, diyabetik glikoz

seviyelerine ulasma stirecinde hayvanlarda tri fazik veya tetra fazik denilen kan
glikozunun dalgalanmalar gosterdigi donemler olmaktadir. (Lenzen, 2008). Bu
fazlari 6zetleyecek olursak

FAZ-1: Alloksan uygulamasinda yarim saat sonra baslayan ilk
hipoglisemi fazi. ATP eldesinde ihtiya¢ duyulan glikoz, glukokinaz inhibitori
varhiginda fosforilizasyonun bloke edilmesi sonucu olusmaktadir. Bu faz STZ
ile diyabet olusturulan siganlarda gorilmez. Cunki STZ glikokinazi inhibe
etmez. (Lenzen, 2008).

FAZ-2: STZ veya alloksan uygulamasindan 1 saat sonra baslar. Kan
glikoz seviyesinde gecici bir ylkseklik gorilir. Bu doneme gegici
hiperglisemik faz da denir. 2 ila 4 saat kadar siirer. insilinin salgilanmasinin
baskilanmasi ve karaciger glikojeninin hizli bir sekilde tiketilmesine bagl
gelistigine inanihr (Lenzen, 2008).

FAZ-3: uygulamadan 4 ila 8 saat sonra ortaya ¢ikmasi beklenir. Bu
donem ikinci hipoglisemi fazidir. Deney hayvanlarindaki ilk 24 saatteki
olumlerin sebebidir. B hucrelerinin 6luma ile kana asiri miktarda instlin
karismasi ile olustugu diistiniilmektedir (irer ve Alper, 2004).

FAZ-4: Uygulamadan 12-48 saat sonra olusacagl ongorulir. Kalic
hiperglisemik faz donemidir. Bir onceki fazda kana karismis olan insulinlerin
ortamdan temizlenmesiyle hipogliseminin sonlanmasi ve insilinsiz ortamda
hiperglisemi tablosunun olusmasi ile karakterizedir. Diyabet semptomlarinin
oturdugu fazdir (Lenzen, 2008). Uygulama hayvanlara a¢ iken yapilirsa
hipoglisemik fazlar (Faz 1 ve 3) daha belirgin olur. Bu sebeple uygulamanin

tokken yapilmasi tavsiye edilir. Ancak bircok calismada faz 2 nin olumsuz
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etkilerinden korunmak icgin 12 ile 18 saat a¢ a¢ birakilan hayvanlarda
hayvanlarda uygulamanin yapilmasi tercih edilmistir (irer ve Alper, 2004).

Faz 3 teki hipoglisemiden olimleri 6nlemek icin ilk giin hayvanlara ip.
sekerli su (%10-20 glikoz solusyonu vb) verilmesi ve icme suyuna sekerli sivi
ilavesi (%5 glikoz soliisyonu vb) onerilir (irer ve Alper, 2004). Alloksan
uygulamsinda hassas olunmali ¢tinki STZnin aksine alloksanin toksik dozu ile
diyabetojenik dozu birbirine ¢ok yakindir. (Rakieten ve ark., 1963; Lenzen,
1991). Alloksan uygulamasinda ideal dozlarda bile hayvanlarin bir kismi
kaybedilirken bir kisminda ise diyabet gelistirilememektedir. Sprague-Dawley
cinsi sicanlarda yapilan ¢calismada 140 mg/kg ip. alloksanin tek doz uygulamasi
ile %50 sinde diyabet olusturulabilmis ikinci doz uygulamasi sonrasi 3. Ginde
bu oran %90’a yukselmistir (Musicki ve ark., 2005). Bundan dolayi
calismalarda kullanilacak hayvan sayisi belirlenirken bu durum g6z 6nine
alinmalidir

Deneysel olarak hayvanlarda olusturulan diyabet tam olarak insandaki
diyabete uymasada calismalarda vazgecilemez bir olgudur. STZ ve alloksan
gibi kimyasal ajanlarla ile yapilan diyabet modellerinin, diger deneysel
modellere gore avantajlari s6yle siralanabilir; bir daha ucuz iki daha kolay
gelistirilebilir G¢ pankreastaki beta htcrelerini tahrip ederken alfa ve delta
hlcrelerine zarar vermez. dordici olarak ketozis ve mortalite goreceli olarak

daha azdir (Srinivasan ve Ramarao, 2007).

2.4. ANTIOKSIDANLAR ve DIYABETIK YARA

Oksidatif stres serbest oksijen tirlerinin olusmasi ile karakterize bir durumdur
ve serbest radikal olusumu ve antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki
dengenin bozuldugu durumda ortaya ¢ikar (Pitkanem ve ark. 1992). Oksidatif
stres, ateroskleroz, diyabet, kanser, kronik inflamasyon hastaliklari, santral
sinir sistemi bozukluklari, iskemi reperflizyon gibi fizyopatolojik olaylarda,
hiicre yaslanmasinda ve dolayisiyla hicresel yikim, hiicre hasari ve hiicre
6lumunde rol oynayan dnemli bir mekanizma olarak son yillarda blytk 6nem
kazanmistir (Van Dam ve ark.,1995; Bukan ve ark. 2003).
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ROS olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari engellemek icin
canlida antioksidan savunma sistemi adi verilen bircok savunma sistemi
gelismistir. ROS, normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda da
olusan siiperoksit radikali (02), (H202) ve OH dir. ROS, cesitli serbest
radikallerinin olustugu serbest radikal zincir tepkimelerini baslatarak hiicrede
radikallerin olusmasini saglar. Biyolojik sistemlerde antioksidan savunma
sisteminde gorev olan enzimatik molekiller sunlardir. Slperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon rediktaz
(GR), Glutatyon S-transferaz (GST) ve Mitokondrial sitokrom oksidazdir.
Enzimatik olmayan molekdller ise Glutatyon, o-tokoferol (Vit E), Askorbik
asit (Vit C), Flavonoidler, Melatonin, Seruloplazmin, (-karoten, Bilirubin,
Laktoferrin, Alblmin, Transferrin ve Bilirubindir (Baynes, 1991). Anti
oksidanlar, hem direkt, hem de dolayli olarak serbest radikal reaksiyonlarinin
istenmeyen etkilerine karsi hicreleri koruyan maddelerdir (Saxena ve ark.,
1993).

2.4.1. ANTIOKSIDAN ETKiI MEKANIZMALARI

Toplayici (scavenging) etki: Antioksidan enzimler ve fenolik bilesikler Serbest

oksijen radikallerini tutarlar veya daha zayif bir molekile cevirirler. Bdylece
ROS zararlarini dnleyici etki yaparlar.

Bastirict (quencher) etki: A vitamini ve flavanoidler Serbest oksijen

radikallerine H aktararak onlarin aktivitelerini azaltir veya inaktif sekle
dondsturdar.

Onarici (repair) etki: Antioksidan 6zellige sahip polifenolik bilesiklerin,

baz eksizyon tamir (BER) mekanizmasinda goérevli olan 8-oxoguanin DNA
glikosilaz 1, apurinik/apirimidinik endontkleaz ve DNA polimeraz beta gibi
DNA tamir enzimlerinin aktivitelerini ve ekspresyonlarini indiikledigi ortaya
konmustur.

Zincir_kirici (Chain breaking) etki: E vitamini, serulaplazmin,

hemoglobin ve bazi mineraller Serbest oksijen radikallerini kendilerine
baglarlar ve zincirlerini kirip yapilarini bozarlar boylece onlarin zararh
etkilerini dnlerler (Altan ve ark.,1994).
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Antioksidanlar, kardiyovaskdler hastaliklar, seker hastaligi, kanser,
Alzheimer gibi bircok hastalikta 6nemli rol oynayan (ROS tarafindan
olusturulan) hasara karsi vicudu koruyarak insan sagliginda pozitif etki
gostermektedirler (Elmali ve ark. 2004).

Hucreler  reaktif  oksijen  Grtnlerinin  hasarindan  antioksidan
metabolizma ile kendini korurlar. Ancak denge bozuldugunda hiicre hasari
olusur ve olusan bu hasar iyilesme sirecini etkiler. Yara iyilesmesine olumsuz
etki eden faktorlerden biri olan ROS, NADPH oksidaz enzim kompleksi
tarafindan Gretilir. Bu drlnlerden olusan H20: hiicreler igin cok toksiktir ve
siddetli hiicre hasarina neden olur. Yara bolgesinde antioksidanlar, savunma
sistemi icin gereklidir. ROS, nétrofiller ve makrofajlarin oksidasyonu sonucu
olusur. Yara yerinde olusan inflamasyon sonucu endotel hicrelerde sirekli
stiperoksit anyonu (O') ve H202 olusur. Serbest radikaller veya oksidanlar yara
yerinin iyilesme sirecini bozarlar. Olusan H>O> epidermal buyiume faktori
(EGF) sinyalini bozarak fibroblastlarda hasara yol acarken, stiperoksit anyonu
hidroksiprolini parcalayarak fibroblastlarin adezyon, proliferasyon evresini
degistirebilir. Yiuksek miktarda ROS varhgi, yaralarda gicli bir inflamatuar
aktivitenin oldugunu ve oksidatif stres varhgini gostermektedir. Bu nedenle
yara yerinde ROS’un engellenmesi gerekmektedir. Yara iyilesmesinde en fazla
antioksidan miktari inflamatuar fazda bulunmaktadir (Elmali ve ark. 2004).

Diyabetli kisilerde yara iyilesmesi ge¢ oldugundan oksidatif stres bu
Kisilerde artmistir. Diyabetli Kisilerde hiperglisemi gézlendigi icin, fazla olusan
glikoz oto oksidasyonu ve protein glikolizasyonunda gorevli reseptorlerin
sayisi arttigindan dolayi proteinlerin oksidatif bozulmasina ve dolayisiyla ROS
un asirt artisina sebep olmaktadir. Oksidatif stres diyabetlilerde sirekli
fibroblast hasarina yol acarken, kollajen fibrilleri azalir ve olusan
inflamasyondan dolayi antioksidan miktari azalir. Fibroblastlardan sentezlenen
kollajenler ROS’lara karsi hassas olup, Kkollajen miktarindaki azalma
fibroblastlarin  sayisindaki azalmayla eslestirilebilir. Diyabetlilerde yara
kontraksiyonu yavastir. Diyabetlilerde trombosit kaynakli biylme faktori
(PDFG) normale gore dislktir. Yaralanmanin ardindan ROS artar ve buyume
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faktorlerinin hasara ugramasina neden olarak fibroblast ve makrofajlarin
sentezi azalir (Elmali ve ark. 2004).

2.4.2. ANTIOKSIDAN MOLEKULLER

a) Superoksit Dismutaz (SOD):

Stperoksit dismutaz (EC. 1.15.1.1, EC-SOD), 6karyotik hucrelerde oksidasyon
sonucu NADPH tarafindan uretilen superoksit anyonlarini oksijen ve hidrojen
peroksite katalizleyen enzimdir (Sekil 9) (Siems ve ark., 1994). Ug cesit SOD
enzimi bulunmaktadir. Birincisi, sitoplazmada bulunup, inflamasyon fazinin ilk
donemlerinde etkili olarak yara iyilesmesinde gorev alir. Genel olarak hiicrede
en bol bulanan izomer sitozolik Cu-Zn SOD’dur. SOD, Cu/Zn metallerine
bagl olarak goérev yapar (Fridovich,1997; Chiumiento ve ark.,2006). Oksijen
tiketimi fazla olan dokularda SOD aktivitesi artar ve oksijen radikalini
molekdler oksijen donusturerek dokudaki pO> yukseltir. Ekstraselltler alanda
SOD aktivitesi ¢cok azdir. Yapilan ¢alismalarda topikal olarak uygulandiginda
yara iyilesme zamanini azalttigi gozlenmistir. ikincisi, Mn badimh olarak
mitokondride bulunur. Uglinciisti Cilt yaralanmalarinda nétrofiller tarafindan
yuksek miktarda salinmaktadir. SOD tarafindan katalizlenen tepkime asiri
hizlidir ve turnoving katsayisi 2 x10° Msec’dir. Hiicrede ve dokudaki
enzimin miktarinin yetersiz olmasi ¢ok dusuk siperoksit konsantrasyonunu

saglar (Karasu ve Bakir 2008).

a)
- +
20, +2H +SOD —> H,0,+0,
b)
Ksantm 26, Formazon boya
OZ
Ksantm ok5|daz
Ur|k asnt 2 O Tetrazolyum tuzu
SOD
H,0, +O

Sekil 9. Hicredeki SOD’un roli
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b) Katalaz (CAT) :

Katalaz (EC 1.11.1.6) ¢ogu aerobik hiicrede bulunan yaygin antioksidan bir
enzimdir. Katalaz H.O>’i zehirsizlestirir (Granger ve ark. 1981, Koltuksuz ve
ark. 1999). Katalaz iki molekil H2O2’yi molekuler oksijen ve iki molekil suya
donastirdr (Sekil 10).Yaklasik 240 000 mol kiitlesini sahip olup peroksizom ve
mitokondride bol miktarda bulunur. Yara iyilesmesinin proliferasyon fazinda
katalaz en fazla granulasyon dokusunda bulunur. Katalaz yara yerinde H20; yi
ortamdan supurirken bir taraftan da oksijenlenmeyi artirarak yaranin

lyilesmesini hizlandirir.

Katalaz
2H,0, > 0, + 2H,0

H0, + AH, —_Ka&lez A4 21,0

Sekil 10. Katalazin kimyasal roli

insanlarda katalazin yiiksek seviyesi bobrek, karaciger ve eritrositlerde
bulunur.
¢) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Hicrede sitozol ve mitokondride
bulunup H20: icin dnemli bir radikal temizleyici 6zelligi vardir. Glutatyon
peroksidaz disik miktarda bulanan hidrojen peroksiti ortamdan temizlemek
icin gorev alir. Bu iki basamakli bir tepkime zinciri ile saglanir. Birinci
basamak H»O; ile Redikte glutatyonun (GSH) tepkimesidir. GSH-Px bu
tepkimede enzim olarak kullanilir. Bu basamaktaki tepkimenin trunleri okside
glutatyon (GSSG) ve H20 dur. ikinci basamakta ise GSSG nin NADPH ve H
ile yaptigi tepkimedir. Bu tepkimede ise enzim olarak glutatyon rediktaz (GR)
kullanihr. Tepkime Granleri redikte glutatyon (GSH) ve  NADP dir. Boylece
okside glutatyon redukte glutatyona donudsturdlmas olur (Sekil 11). Yara
iyilesmesinin inflamatuar doneminde ylksek miktarda bulunur ve oksidatif
stresin arttigi  durumlarda ROS drunlerine karsi direng olusturarak

keratonisitlerin proliferasyonunu uyarir (Munz ve ark., 1997). Yara iyilesmesi
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calismalarinda oksidatif stresin artmasi ile GSH-Px seviyelerinin de arttig
gOzlenmistir (Steiling ve ark., 1999).

R-0-O-H+ 26SH — P & R-O-H + GSSG + H,0

+ + GR N
GSSG + NADPH + H ~ ————> 2GSH + NADP

Sekil 11. Glutatyon peroksidazinin kimyasal roll

d) Malondialdehit (MDA): MDA dogal olarak olusan lipit peroksidasyonu
urinuddr. Lipid peroksidasyonu hem bitkilerde hem de hayvanlarda hiicresel
yaralanmalarda saglam mekanizmasidir ve hiicrede ve dokuda oksidatif stresin
gostergeci olarak kullanilir. Lipid peroksidasyonunun seviyesinin olctlmesi
icin en ¢ok kullanilan yontemdir. MDA seviyesinin tespiti en sik olarak
tiyobarbiturik asit (TBA) yontemi kullanilarak yapilmaktadir (Sekil 12).

0
R Y
H/\/u\H + 2 /g \ + 2H O
CH— CH=CH
MDA TBA MDA-TBA URUNU

Sekil 12. Malondialdehidin kimyasal roli

Bazi deneysel ¢alismalarda TBA metodunun MDA seviyesini 6lgtugu
gosterilmis olsada ¢cogu calismalarda bu yontemin MDA icin spesifik olmadig
tiyobarbiturik asit ile reaksiyon veren maddeler (TBARS) olarak ifade
edilmistir. Saf lipidlerle yapilan calismalar ile hayvanlar Gzerinde yapilan
TBARS olcumleri arasinda lipt peroksidasyonu acisindan kuvvetli bir
korelasyonun oldugu gosterilmistir. Ornekte var olan veya tepkime sirasinda
aciga cikan pigmentler kolorimetrik 6l¢tiimleri etkileyebilirler.

2.5. YARA IYILESMESI ve INTERLOKIN-1 (IL-1)

IL-1, lenfosit proliferasyonu icin endojen bir uyaran olarak tanimlanmistir.
Makrofajlar tarafindan, bakteriyel Uriinler, C5a, immun kompleksler, gama
interferon ve prostaglandinler ile salgilanmasi tetiklenir. Epitel hicreleri,

lenfositler, monositler ve polimorf naveli I6kositler icin kemotaktikdir.
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fibroblastlar icin ise kemotaktik degildir. IL-1; arasidonik asit
metabolizmasini, fibroblast proliferasyonunu, kollajen sentezini, kollajenaz
ve hyalUronidaz aktivitelerini indikler. Vaskiler endotel hicrelerinin

proliferasyonunu baskilar (Mooney ve ark.1990).

2.6. YARA IYILESMESI ve VASKULER ENDOTELYAL
BUYUME FAKTORU (VEGF)

Endotel hicrelerine 6zgln olup trombosit kokenli buyime faktorlerinin bir
grubudur (Yazir ve ark. 2004). Yara iyilesmesinin 4. gininde anjiogenez
belirginlesmeye baslar anjiogenezi tetikleyen bircok hormon ve diger
faktorlerinde olmasina ragmen ana faktdr yara bolgesindeki iskemi ve
hipoksidir (Falanga 1993). VEGF glikoprotein yapisindadir ve A,B,C,D,E, ve
plesenta blyUme fatori gibi cesitleri vardir ve tek basina bahsedildignde
kastedilen VEGF A olup VEGF endotel hucreleri icin buyik bir mitojenik
etkiye sahip olup in vivo ve in vitro calismalarda gosterilmistir ki iskemik
kosullar altinda salinarak anjiogenezi baslatir ve VEGF etkisini trozin kinaz
yapisindaki vaskuler endotel hiicreler Uzerinde bulunan VEGF-R1 ve VEGF-
R2 reseptorler ve lenfatik endotel hicreleri (zerinde bulanan VEGF-R3
reseptoru ile yapar (Turgut ve ark. 2007). Yara yeri calismalarinda VEGF
uretimi artiran etkenler vyara iyilesmesini hizlandirmis anti VEGF
uygulandiginda ise iyilesmeyi geciktirmistir (Bitto ve ark. 2008). VEGF yara
iyilesmesinde ana gorevi endotel hicrelerinin  proliferasyonunu  ve
migrasyonunu tetikleyerek anjiyogenezi gerceklestirmektir (Gurkan ve ark.
2004).

2.7. YARA IYILESMESi ve TUMOR NEKROZIiS FAKTOR ALFA
(TNFa)

Laboratuvar kosullarinda tumor hcreleri Uzerine bakteriyostatik ve
bakteriyosidal etkiye sahip oldigundan bu isim verilmistir. 1975 yilinda
Carswellin yumusak doku sarkomlarinda yaptigr bir calisma sayesinde
dikkatler TNFa Gzerine yogunlasmistir. Tumor hicrelerindeki gibi saglikl
hiicrelerde de TNFa reseptorlerinin varhigi gosterilmistir. Kaseksi yapan
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kasektin ile idantik olup ates ylkseltme d&zelligine sahip oldugu
gosterilmistir (Mooney ve ark., 1990).

TNFa, 157 aminoasitten olusmus olup TNF- ile uyariimaktadir.

Yapim yeri ise makrofajlardir. Fibroblastlarin yapiminda etkin rol alir.
kollojen ve kollajenaz biyosentezi ve prostoglandin E-2 salgilanmasini
tetikler. Anjiogenezi uyaran bir etkiye sahip olup bu isi ikinci bir mesajci
molekdl ile yaptigi dastnulmektedir. Cesitli htcresel fonksiyonlari
dizenler ve bunun icin cesitli faktorlerin salgilanmasini artirici etkiye

sahiptir (Mooney ve ark., 1990).

2.8. YARA IYILESMESI VE NEOPTERIN

Neopterin pirazino-pirimidin tlrevidir ve 2-amino-4-hidroksi (1,2,3’-D-eritro-
trihidroksipropil pteridin) olarak adlandirilan bir aromatik proteindir. Guanozin
trifosfattan (GTP) GTP siklohidrolaz 1 enzimi (EC.3.5.4.16) tarafindan
katalizlenen reaksiyon sonucu sentezlenir. Neopterin hicresel immun cevap
icin 6nemli gostergelerden biridir (Celik ve ark. 2010). Neopterin, Th-1 tipi
sitokinler (IFN-0) ile uyarilan insan monosit tirevli makrofajlar ve dentrik
hiicreler tarafindan salinir. insan endotel hiicreleri ve B-lenfositler gibi diger
hicre tiplerinde de kiigiik miktar neopterin Uretilir (Sucher ve ark. 2010).

Yiksek neopterin konsantrasyonu glcli monosit makrofaj aktivitesi
varhiginda hastaliklarla iliskilidir (Cesur ve ark. 2014). Viral ve bakteriyal
enfeksiyonlarda, bazi malign hastaliklarda, bobrek, pankreas ve karaciger gibi
organ transplantasyonu yapilmis hastalarda neopterin seviyesinde artis
g6zlenmektedir. Ayrica endotel hasari, organ disfonksiyonu, romatoid artrit ve
koroner arter hastaligi ile iliskili olarak da neopterin seviyelerinde artis
gozlendigi belirtilmektedir (Lyu ve ark. 2015).

Yara iyilesmesinde gorev alan makrofajlar neopterin seviyesinde artma
meydana getirecektir. Ylksek neopterin seviyesi inflamasyonun varligini
gosterir ve yara iyilesme siresi ile yiksek neopterin seviyesi arasinda paralel
bir iliski vardir (Lyu ve ark. 2015).
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2.9. SOLOMIK SIVI

2.9.1. GENEL OZELLIKLERI VE YAPISI

Solomik sivi eisenia fetida tipi toprak solucanlari tarafindan yapilir. Toprak
solucanlari ortalama 5-15 cm boyutunda uzun vicutlu karasal halkal
solucanlardir (Tutar, 2012). Yapilari hemen hemen silindirik ancak son
kisimlari enine kesitte dortgen, sekizgen olabilirken, bazilarinin da son
kisimlarinda sirt-karin yonlnde yassilasmis ve sirttan daha soluk renklidir
(Misirlioglu 2011). Solucanlar iskeletsizdirler. Vicutlari, segmentli ve renkli
dis dokuya sahiptir. Kirmizi, kahverengi veya bunlarin kombinasyon
renklerinde olabilir. Kirmizi veya pembe renkli olmalarinin sebebi vicut
duvarlarina yakin kapiller kan damarlarindaki hemoglobinden kaynaklanir
(Edwards ve Bohlen, 1996). Toprak solucanlari, esas olarak sélom adi verilen
ici sivi dolu vicut boslugunun ayirdigr iki tlp, vicut duvari ve sindirim
sisteminden olusur. Bu sebeple, solucanlarin morfolojisi kabaca i¢ ice girmis
iki boruya benzetilebilir. A§izdan aniise uzanan bir sindirim sistemi kanalina,
su dengesini saglayan bosaltim sistemine, iki tlp arasinda uzanan bir sinir

sistemine sahiptirler (Sekil 13a ve 13b).

pctoderm

ﬂ} mesadenm

ey *
Archenteran
Hnrlinm karan
Bolom

Sekil 13. a) Eisenia fetida solucan yapisi b) solucandan elde edilen sélomik sivi
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Toprak solucanlari turlerinin, farkh ekolojik ortamlarda yasiyor
olmalarina ragmen fizyolojik 6zellikleri bakimindan benzer olduklari
saptanmistir (Tomlin 200, Hendrix 2000). Diger halkali solucan uyelerinde
oldugu gibi bunlarda da vicut, 6n ucundan arka ucuna kadar hemen hemen
birbirine benzeyen segmentlerden olusmaktadir. Vicutlar i¢ segmentlere
uygun olarak distan da segmentlere ayrilir. Ergin bir solucan yapi ve sekil
olarak birbirine benzeyen 115-200 segmentten olusur, her segmente
“metamer”, bu segmentli yapiya da “metamerizm” denir. Beyni ve agzi tasiyan
bas kismina “prostomium” ve anisu tastyan kuyruk kismina “periprokt” ya da
“anal segment” adi verilir. Anal segment orta hat Uzerinde genellikle kisa,
dikey yarik seklinde anilsu tasir. Yeni segmentler anal segmentten meydana
gelir. Buna gore en eski segment basin arkasindaki, en yenisi de anal
segmentten oncekidir. Killar dogrudan dogruya deri gukurlarindan gikarlar. i1k
ve son segment disinda her govde segmenti, ¢iftler olusturacak sekilde 4 demet
kil (seta) icerir. Bu killar “S” seklinde kivrik, kitinden olusmus igneler ya da
bikilmez dikenler seklindedir. Boylar tiirden tiire, ayni tiriin Uyeleri arasinda
ve hatta ayni bireyde, 6n ya da arka bolgede farklilik gosterebilir. Dip
kisimlari, deriden olusmus “kil folikiul(” denen bir kesenin iginde bulunur.
Killar disariya ¢ikarilir ya da igeriye cekilebilir ve hareket sirasinda ¢apa gibi
segmentlerin tutunmasina hizmet ederler. Bazi segmentlerdeki kil ciftleri,
ureme isine hizmet etmek tzere degisiklige ugramistir ve bunlar teker teker ya
da ciftler halinde kucik, bezsi yapilista yastiklar Gzerinde tasinirlar. Mikroskop
altinda boyuna oluklar seklinde gorilen bu yapilarin kavusma sirasinda esini
uyarmak ve tutmak islevini yaptiklari sanilmaktadir (Misirlioglu, 2011).

Toprak solucanlarinin tipik dis gorindslerine ait diger bir 6zellik de,
genellikle eseysel olgunlasma sirasinda, eseysel agikliklar civarindaki
segmentlerde ust derinin ¢ok bezli ve siskin bir durum almasidir. Viicudu halka
ya da semer gibi saran bu siskin kisma “klitellum” denir. Kavusmaya ve kokon
kiliflarinin olusumuna hizmet eden farkh yapidaki bez hucreleri, proteince
zengin bir sivi salgilar. Bu sivi, galeri yapiminda ve kavusma sirasinda

bireylerin yapismasinda kullanilir. Klitellum bdélgesinde, karin tarafinda,
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Ciftlesmede rol alan bezsi yapilista tepecik ve oyuklar seklinde eseysel
tiberkuller vardir (Misirhoglu, 2011).

Vicut duvari katikul, epidermis, sinir doku, boylamsal ve halka
seklinde kas tabakasi ve s6lom epitelinden olusmustur (Edwards ve Bohlen,
1996). Bu boyuna ve enine kas sistemi Ust deri ile birlikte “deri-kas kilifi” adini
alir. Sélom epiteli; kas kilifinin izerinde ve septumlarda ¢ok ince oldugu halde
bagirsak damarlarinin ve damarlarin Ustline rastlayan yerlerde iclerinde sari,
kahverengi, yesilimsi taneler bulunan “klorogogen hicrelerinden” olusmustur.
Sélom boslugu; degisik sekilli lenfositler, parcalanmis klorogogen hiicreleri ve
esey bezlerinin bulundugu renksiz bir sivi ile doludur. Bazi segmentler sirtin
orta hatti boyunca birer delik tasir. S6lom bosluklarini disariya baglayan bu
deliklere sirt porlari denir. Kuruma tehlikesi oldugu zamanlarda, vicut
sivisinin bir kisminin, bu deliklerden disari ¢ikarak, derinin nemlenmesini

sagladigi saptanmistir (Misirhoglu 2011).
2.9.2. HUCRESEL iMMUN SISTEM

Toprak solucanlarinin savunmayla ilgili hucreleri iki kisimda ele alinir.
Bunlardan ilki savunmayla daha az iliskili olan kirmizi kan hicreleri digeri ise
s6lom sivisi igeren diger hiicre gruplaridir (Valembois, 1971). Eisenia fetida
tird solucanlarinda hiicreleri morfolojilerine ve s6lomositten koken alip
almadiklarina gore siniflandirmistir. Arastirici ayni zamanda sélomositleri;
“lenfosotik s6lomosit”, “grandlosit s6lomosit” ve “fagositik sélomosit™ olarak
3 grupta ele almistir. Buatin bu s6lomik hicreler hicresel ve humoral
imminitenin en o6nemli unsurlaridir. insan akyuvarlari ile benzer sekilde
calisan bu hcrelerin gerektiginde derideki porlardan disari salinabildigi
saptanmistir (Adamomowicz ve Wojtaszek, 2011). Hizli cevap, birka¢ gun
sliren kisa hafizali bagisiklik ve zayif 6zginluk, toprak solucanlarinin savunma
mekanizmalarinin karakteristik dzellikleri olarak ifade edilmektedir (Wang ve

ark., 2006).
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2.9.3. HUMORAL iMMUN SIiSTEM

Toprak solucanlarindaki sélom sivisi icerisinde sitolitik, mitojenik, proteolitik,
aglitinant, hemolitik ve antimikrobiyal 06zelligi olan 40’1 askin molekil
belirlenmistir. Bunun yaninda antikor ve kompleman tipi faktorler, sivisal
savunmaya destek vermektedirler (Kauschke ve ark., 1997; Bilej ve ark.,
2001).

2.9.4. TOPRAK SOLUCANLARININ TIPTA KULLANIMLARI

Toprak solucanlarindan elde edilen ekstraktlar Cin tibbinda 2300 yildan beri
kullaniimaktadir. “Qianjinfang”, “Danxifang”, “Jixiaofang” ve
“Bencagangmu” isimli Cin tip kitaplarinda solucanlardan elde edilen
ekstraktlarin astim, hipertansiyon, artrit, alerji, yanik, sivilce gibi hastaliklarda
antipiretik, antihistaminik ve anestezik etki gosterdigi ifade edilmistir (Zeng
1982, Reynolds 1972, Wang 1986). Modern tiptaki gelismelerle toprak
solucanlarindan, tibbi etkileri  kanitlanmis  lumbrofibrin,  lumbritin,
terrestrolumbrolizin, hipoksantin gibi maddeler izole edilmistir. Toprak
solucanlarinin riboflavinden kaynaklanan yesil renkli klorogogen hiicreleri ve
dokularinda, yuksek oranlarda karbonhidrat, lipit, protein, pigment ve cesitli

alkalin aminoasitlerin bulundugu saptanmistir (Jiangsu 2011).

2.9.4.1. KARDIYOVASKULER SISTEM UZERINE ETKILERI

Zhang ilk kez 1950 yilinda toprak solucanlarindan elde edilen ekstraktlarin,
kan basincini azalttigini bildirmistir. Shen (1982) solucanlardan elde edilen
ekstraklardan hazirlanan enjeksiyonlarin (0.5g/ml), aritmi karsisinda frenleyici

etkisinin varhigini bildirmistir.

2.9.4.2. SOLUNUM SISTEMIi UZERINDEKI ETKILERI

1930 lu yillarda solucanlardan elde edilen ekstraktlarin astim sakinlestirici bir
bilesen olarak kullanilabilecegi, bu bilesenlerin histamin ve pilokarpinin neden
oldugu astim rahatsizliklarini gidermekte etkili olabildigi ifade edilmistir
(Zhang, 2011).
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Solucanlarin kurutulup toz haline getirilmesi ile hazirlanan ilag 44 astim
hastasi Uzerinde kullanilmis ve hastalarin %84 iiniin tedaviye olumlu cevap
verdigi saptanmistir (Ling 1961). Hastalarin %78 i ¢ocuk olan 275 astim
bronsit vakasinin tedavisinde yalniz solucan enjeksiyonu kullaniimis ve
tedavide gocuk olan hastalarda yetiskinlere oranla daha iyi sonu¢ alindigi rapor
edilmistir (Tutar, 2012).

2.9.4.3 BACAK ULSERI TEDAVISINDEKI ETKILERI

Solucan doku parcalarindan elde edilen merhem, 50 bacak ulseri rahatsizhgi
olan hastada haricen kullanilmistir. Hastalarin 17 sinde tamamen iyilesme
goralirken, iyilesmenin daha az goruldigi hastalarin agrilarinda azalma,

bacaklarindaki kizarikliklarda gerileme oldugu saptanmistir (Tutar, 2012).
2.9.4.4. KABAKULAK TEDAVISINDEKI ETKILERI

Kabakulakli hastalarda yapilan bir ¢alismada, toprak solucanlarini distile su ile
yikadiktan sonra bir kaba koymus ve Uzerine toz seker ilave etmistir. Bir slre
sonra solucanlarin ortama sari-beyaz renkli bir mucus salgiladiklari gortlmas
ve bu madde sargl bezine emdirilerek hastanin lenf bezleri (zerine 2-3 saat
stireyle tutulmustur. Sonucta, 170 hastada uygulanan bu yontemle, vakalarda
gorulen yiuksek ates baskilanmis ve diger semptomlar kisa slirede ortadan
kaldiriimistir. (Lu, 1961),

2.9.45. EGZAMA VE URTIKER HASTALIKLARINDAKI ETKILERI

Egzama rahatsizhgr olan 35 hastaya 60 gr solucan ile 30 gr sekerin
karistiriimasi ile elde edilen ekstrakt, glinde 4-5 kez semptomlarin goraldigu
boélgelere uygulanmistir. Hastalarin 14 G tamamen, 13 G kismen iyilesirken 5 i
tedaviye olumlu tepki vermis, yalnizca 3 Unde herhangi bir etki gérilmemistir
(Hu, 1980).

Urtiker rahatsizhg olan 100 hastaya yapilan bir baska tedavi
yonteminde; solucanlardan elde edilen ekstrakt giinde 2 ml enjeksiyon yoluyla
hastalara verilmistir. Hastalarin % 84’ (nde iyilesme gerceklesmistir (Li,
1976). Ayrica ayni yontemin uygulandigi 50 drtiker hastasinin, 15’inde
tamamen iyilesme, 24’Gnde semptomlarda gerileme, 9’unda tedaviye tepki
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gorilurken 2 hastada herhangi bir etkinin gortilmedigi rapor edilmistir (Tutar,
2012).

2.9.4.6. YANIKLARIN TEDAVISINDEKI ETKILERI

Allolobophora caliginosa tiri toprak solucanlari ile tibbi bitkilerin
karisimindan hazirlanan merhem 5011 vyanik tedavisi goren hastaya
uygulanmis ve % 98,7’sinin tamamen iyilestigi rapor edilmistir (Li, 1980).
Kurutulmus 120 gram toprak solucaninin, 60 gram sekerle karistirilmasi ile
hazirlanan solusyonun, ginde 4-6 kez yanik bolgeye uygulanmasi halinde
tedavide basaril olundugu ifade edilmektedir (Tutar, 2012).

2.9.4.7 KIRIKLARIN TEDAVISINDEKI ETKILERI

Femur kirigr olan 63 hastada, solucanlar kullanilarak yapilan tedavide, agrinin
bir saat i¢inde durdugu, mevcut sisliklerin 24 saat iginde kayboldugu ve kemik
gelisiminin ortalamanin Uzerinde bir hizla gergeklestigi gorilmustir ve bu
analjezik ve antiinflamatuar etkinin toprak solucanlarinin yapisinda bulunan
nikleik asit ve lipitlerden kaynaklanabilecegini ifade etmistir (Li, 1980). Kirik
uzerine yapilan baska calismalarda canli solucanlarla hazirlanan preparatlarin
kirik vakalarinda kullaniimasi durumunda kemik gelisimini hizlandirarak ¢ok
daha kisa stirede iyilesme saglanabilecegini agiklamislardir (Zheng, 1988; Xu,
1984).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. DENEY HAYVANLARI

Calismada, Cumhuriyet Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulu’ndan izin
alindiktan sonra (No: 06.11.2014/149) ortalama 300-350 g agirliginda Wistar
albino tird erkek sicanlar kullanildi. Sicanlar biylk kafeslerde 5’er adet olmak
Uzere rastgele gruplara ayrilarak sican yemi ve musluk suyu ile beslendi.
Sicanlar, normal bulunmasi gereken laboratuar standartlari olan 12 saat
aydinlik/karanlhik dongunin saglandigr ve % 5545 bagil nem oranina sahip
ortamda tutuldular. Hayvanlar rastgele secilerek gruplar asagidaki gibi
olusturuldu (Tablo 3).

Calisma Gruplarinin Olusumu

Tablo 3. Deney ve kontrol gruplari

Deney ve Kontrol Gruplari Gruptaki hayvan
sayisi (n)
Grup | (kontrol Grubu) 10
Grup Il (Sélomik sivr) 10
Grup I (Nitrofurazon) xrem) 10
Grup 1V (Sélomik sivi+Nitrofurazon) 10
Grup V (sham Grubu) 10
Toplam Hayvan Sayisi 50

Grup | (kontrol Grubu): Sicanlarda diyabet olusturuldu (Bolim
3.3’de bahsedilen yonteme gore). Sicanlarin sirtlarinda tam cilt kesisi agiimadi.

Grup 11 (S6lomik Sivi Grubu): Sicanlarda diyabet olusturuldu (Bolim
3.3’de bahsedilen yonteme gore). Sicanlarin sirtinda tam cilt kesisi olusturuldu
(BOlim 3.4’de bahsedilen yonteme gére). Pansumanlari 50 pL sélomik sivi ile
gazl bez yardimiyla topikal olarak yapildi.

Grup I (Nitrofurazon grubu): Diyabetik sicanlarin (Bolum 3.3’de

bahsedilen yonteme gore) sirtinda tam cilt kesisi ile yara olusturuldu (Bolim
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3.4’de bahsedilen yonteme gére). Pansumanlari 0,1 mg % 0,2 lik nitrofurazon
ile gazli bez yardimiyla topikal olarak uygulandi.

Grup IV (Sélomik Sivi + Nitrofurazon Grubu): Sicanlarda diyabet
olusturulduktan (Bolim 3.3’de bahsedilen yonteme gore)sonra sirt bolgesi tam
cilt kesisi ile agildi(Bolim 3.4’de bahsedilen yonteme goére). Pansumanlari 50
pL sélomik sivi ve 0,1 mg % 0,2 lik nitrofurazon karisimiyla gazl bez
yardimiyla topikal olarak giinde bir defa uygulandi.

Grup V (Sham Grubu): Sicanlarda diyabet olusturuldu (Bolim 3.3’de
bahsedilen yonteme gore). Sicanlarin sirtinda tam cilt kesisi olusturuldu
(BOlim 3.4°de bahsedilen yonteme gore). Pansumanlari steril distile su ile
topikal olarak yapildi.

Hayvanlardan siralamaya uygun olacak sekilde operasyonu (Bolim
3.4’te anlatilmistir) izleyen 7. giinde anestezi altinda kardiyak kan alindi. Yara
dokusundan Ornekler sutir hattini ortayacak sekilde 6 mm eninde 3,6 cm
boyunda tam kat olarak deri alindi. Alinan doku ornekleri ¢ esit parcaya
ayrildi. Bu orneklerin iki parcasi PCR icin ayrildi. PCR icin ayrilan kisimlar
tartildiktan ve igerisine 1 cc RNA stabilizator icine konduktan sonra sivi azot
ile dondurularak -80 °C “de calisma glintine kadar saklandi. Diger yara dokusu
da formaldehid icerisine konularak patolojiye gonderildi.

3.2. SOLOM ELDE EDILMESI

Solomik sivi eldesinde tlkemizde de kalturt olan Eisenia fetida tipi kaltdr
solucanlari kullanildi. Sélomik sivi 5V’luk stres uygulanarak elde edildi (Stres
altinda solucanlar sélomik siviyr soka baslandigi andan itibaren salgilarlar.
Solucanlar 6nce yikandi ve kurulandi. Elektrik sokuyla stres uygulanan
solucanlar s6lomik siviyi ter gibi salgiladilar. Bu da bir mikropipet yardimiyla
toplandi (Pan ve ark. 2003). Elde edilen sélomik sivi 4000 rpm’de 4 °C’ta 5
dakika santriflj edildi. Santrifiijden sonra Ustte kalan supernetan kismi steril
siringa uclu filtre ile stiztlerek kullaniimak Uzere 4 °C’de saklandi sediment

kismi ise atildi.
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3.3.DIYABET OLUSTURMA

Butlin sicanlarin agirhklari STZ uygulamasi éncesinde kaydedildi ve rastgele
hayvanlar secilerek kuyruklarina verilen isaretlerle (asetat kalemi ile tek ¢izgi,
cift cizgi, U¢ c¢izgi, kontrol igcin K, sham icin de S yazildi ve gunluk
silinmemesi igin tekrar ¢izildi) 5 gruba ayrilarak gruplandirildi. STZ 0,1 M
pH=4,5 sitrat tamponunda (20 ml/kg) ¢o6zuldikten sonra intraperitonal (i.p.)
olarak tek dozda 55 mg/kg olarak enjekte edildi. STZ uygulandiktan 3 gun
sonra kan glikoz duzeyi glukometre (Glukotrend/Roche ) ile 6l¢ildi. Glikoz
6lgimu sicanlarin kuyruk veninden alinan kan ile yapildi. Kan sekeri 300

mg/dl olan si¢canlar diyabetik hayvan olarak kabul edildi.

3.4.YARA OLUSTURMA

Diyabetik olduguna karar verilmis olan siganlar bir hafta daha diyabetin klinigi
oturmasi beklenildikten sonra yara olusturma islemine alindi. Siganlara
intramdiskiler yoldan 90 mg/kg ketamin hydrochlorid ve 8 mg/kg Xylazin
(Alfazin) yapilarak genel anestezi saglandi. Anestezi yapilan hayvanlar sirti
yukari getirilecek sekilde (prone pozisyon) yatirilacak ve sirt tiyleri cilde hasar
vermemeye 0zen gosterilerek tras edildi. Her bir sicanin sirt bélgesi povidon
iyot ile temizlendikten sonra kumpasla 6l¢ilup 15 numara bisturi kullanilarak
sirtta (iki skapula arasindan, iliak ¢ikintisina dogru bisturi ile) 3 cm boyunda

tam cilt (full thickness) kesisi olusturuldu (Sekil 14a). Daha sonra yara

dudaklari 4/0 non-absorbable iplik ile birer sitir olacak sekilde primer olarak
kapatildi (Sekil 14b).

Sekil 14a. Tam kat kutanoz yara olusturulmus sigan
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Sekil 14b. Primer sitdr ile yara yeri kapatilmis sican

3.5. TEDAVI UYGULAMA YONTEMI

Kesi ile yara olusturulduktan sonra giinde bir kez yedi gun boyunca, saat

16:00-16:30 arasinda topikal olarak uygulama yapildi. Nitrofurazon (% 0,2’lik)

0,1 mg, s6lomik sivi ise saf halde 50 ul kullanilarak 3x3 cm’lik gazli bez ile

stur hattr boyunca topikal olarak uygulandi.

3.6. LABORATUVAR CALISMALARI

3.6.1. ELISA CALISMALARI

Yara calismasinin 7. glnlnde sicanlardan kardiyak kan alinmak icin kapali

punksiyon yontemi (ksifoid altindan) kullanildi (Waynforth H.B. ve Flecknell

P.A.;1992) Kanlar EDTA’l tlplere alinarak ve plazma elde edildi. Elde edilen

kan ornekleri ELISA Kkitlerinin (Cayman marka Ehsa Kkitleri) prosediiriine

uygun olarak calisildi.

ELISA icin Kan Orneklerinden Plazma Eldesi

Toplanan kan drnekleri EDTA’ tupe alindi. 700-1000 g’de 10 dakika 4 °C’de

santrifiij edildi. Plazma kismi alinarak 8 parcaya ayrilip alikodlandi ve

calisilmak tizere (-80°C) de saklandi.

3.6.1.1. Malondialdehit (MDA)

Plazma MDA seviyesinin tespiti tiyobarbitirik asit ile yuksek sicaklikta (90-

100 °C) tepkimeye girerek olusan 0riiniin spektrofotometrik olcim ile

degerlendirilmesine dayanir. 100 puL 6rnege 100 uL SDS cozeltisi ekleyerek

karistirildi. Uzerine 4 mL Color Reagent ekleyip kaynar suda 1 saat bekletildi.
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1 saat sonra acilen su banyosuna aldiktan sonra reaksiyonun durmasi igin 10
dakika bekletildi. 1600 g de 4°C de 10 dakika santriftj edildi. 30 dakika oda
sicakliginda bekletildi. 530-540 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6lgiim
yapildi (Thermo Scientific Multiscan GO).

3.6.1.2. Katalaz (CAT) Aktivitesi

Katalaz analiz Kkiti enzim aktivitesinin tayini icin katalazin peroksidatik
fonksiyonunu kullanir. Bu metot optimal H>O> konsantrasyonunun varhginda
metanol ile enzimin tepkimesine dayanir. Uretilen formaldehit kromojen olarak
4-amino-3-hidrazino-5-merkapto-1,2,4-triazol  (Purpald) ile kolorometrik
6lcimine dayanir. Purpald 6zellikle aldehitlerle heterosiklikler ile bir bisiklik
olusturur ve oksidasyon ile renksizden mor renge donusur.

100 pl analiz tamponuna, 30 pul metanol ve 20 pl standart 6rnek
eklenildi. Tepkimeyi baslatmak icin 20 pl hidrojen peroksit eklendi. 20 dakika
oda sicakhginda calkalayicida inkiibe edildi. 30 pl Potasyum hidroksit
tepkimeye eklendi ve 30 pl Katalaz Purpald ilave edildi. Oda sicakliginda 10
dakika inkibasyondan sonra her kuyucuga 10 pl katalaz potasyum periodat
ekleyip 5 dakika oda sicakhiginda beklenildi. 540 nm’de spektrofotometrik
olarak okundu.
3.6.1.3. Superoksit Dismutaz (SOD)

SOD aktivitesini 6lgmek icin ticari deney kiti kullanildi. SOD’un, oksitatif
enerji Uretimi sirasinda olusan stiper oksit radikallerini élgmek icin; 200 pl
radikal detektoriine 10 pl standart veya ornek eklendi. Uzerine 20 pl ksantin
oksidaz eklenerek tepkime baslatildi. 30 dakika inkilbe edildikten sonra 440-
460 nm dalga boyunda okundu.

3.6.1.4.Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

GSH-Px aktivitesini 6lgmek icin ticari deney kiti kullanilarak her bir plate
kuyucuguna 120 pl analiz tamponu ve 50 ul ko-substrat karisimi eklenildi
Pozitif Kontrol:100 ul assay tamponuna, 50 ul ko-substrat karisimi ve 20 pl
ornek katildi. Tepkimeyi baslatmak icin 20 pl Kimen hidroperoksit
eklendikten sonra birkag saniye karistiricida bekletildi. 340 nm’de okundu.
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3.6.2. PCR (REAL-TIME PCR) CALISMALARI

Real time PCR uygulanmadan 6nce alinan doku 6rnekleri asagidaki yontem ile
homojenize edildi.

Doku Homojenizasyonu

Doku homejenizasyonu yapmak icin sttur hattindan sagli sollu esit uzaklikta
olmak Gzere yaklasik 300 mg yara dokusu kesilerek ayirildi. 1 ml PBS ile 3 kez
yikandi. Ornek dokusunun hacmi kadar celik bilye 1,5 ml mikrosantrifij
tiplne yerlestirildi ve Uzerine doku ilave edildi. Doku lizis sollisyonundan
(Ripa Buffer) doku miktarini 2 kat boylayana kadar tlpe eklendi. Karisimin
icine doku miktarinin 1/25’i kadar proteaz inhibit6ri konduktan sonra mikro
santrifiij tipleri kapatilip cihaza yerlestirildi. Dokular homojenizatérde 5 dak.
parcalandi. 5 dak. sonunda halen tam parcalanmamis dokulara tekrar ayni islem
uygulandi. Parcalanan doku homojenizatlari tip igerisinden alinip temiz bir
tlpe yerlestirildi.

PCR asamalarinin kisa 6zeti;
Dokudan RNA izole edildi — cDNA elde edildi — Tagman prob

kullanilarak ilgili genlerin ekspresyon diizeyleri arasindaki farkliliklar

incelendi

Serum IL-1, VEGF, TNFa ve Neopterin Dizeylerinin PCR ile
Belirlenmesi: IL-1, VEGF, TNFa ve Neopterin genlerinin ekspresyon
duzeylerini incelemek icin doku orneklerinden RNA izole edildi. Bu asama
icin hazir ticari spin kolon prensibi ile ¢alisan kitler kullanildi. Bunun igin 200
ug doku Ornekleri 6nce cok kucik parcaciklara kesilerek daha sonra (izerine
digestion tamponu eklendi. Bu tampon hicreler arasi bagi koparan bir sindirim
enzimidir. Daha sonra lizis enzimi eklenip spin kolon icine konuldu. Daha
sonra doku orneklerini silika membran yapidaki spin kolon materyaline
eklenerek baglanma tamponu ile ortamin PH’sini degistirilip nukleik asitler
spin kolona baglandi. Ornek izerine DNAse enzimi ekleyip ortamdan DNA ve
protein icerikli materyalleri uzaklastirildi. Alkol icerikli yikama sollsyonu ile
yikandi. Boylece spin kolona sadece RNA baglandi. Sonra TE (10 mM
trisHCL, Ph8,0, 1IMm EDTA) icerikli Elution solusyonu ile spin kolondan
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RNA saflastirildi. RNA’larin stabil kalmasi ¢ok zor oldugu icin hemen revers
transkriptaz enzimi ile RNA’lar cDNA ya donustirildi. cDNA’lar calisma
glinline kadar (-80°C) de saklandi. Calisma gininde cDNA‘lar IL-1, VEGF,
TNFa ve neopterin genlerine 6zgul primer ve Tagman Problari ile Real Time
PCR asamasina alindi. Bu asamada Primerler ilgili genlerin promotor
bolgelerine baglandiginda Tagman Prob prensibi ile sentezlenmis problar ise
PCR Urinundn bir bolgesine baglandi. Tagman Prob calisma prensibi
parcalanan Prob teknigi oldugundan kullanacagimiz polymerase 5°-3"
exonuclease aktivitesine sahip olmalidir. Boylece prob baglandiktan sonra taq
DNA polymerase probun 1simasi icin onu parcalar. Realtime PCR cihazinda bu
Isimayl es zamanl olarak izlenir ve analiz edebilir. Real time PCR’in ¢alisip
calismadigi Beta Actin ile kontrol edilir. Boylece elde ettigimiz Ct (threshold
cycle) (Gercek zamanli PCR deneylerinde floresan sinyal miktarinin,
gozlemlenebilmesi icin gereken minimum degeri (esik degerini) gectigi
dongu sayisina (esik dongusu) verilen addir.) degerleri B-Actin ile
kiyaslanarak degerlendirilir. Kullandigimz kontrol ve deney gruplarinda birbiri
icindeki kiyaslamalar sonucunda IL-1, VEGF, TNFa ve neopterin genlerinin
ekspresyon dlzeylerinin artip azaldiina dikkat c¢ekerek yara iyilesmesi
hakkinda bilgi edinildi.

cDNA Eldesi: mRNA ekspresyon seviyelerini belirlemek icin duyarli bir
metottur. Klasik PCR dan farkli olarak baslangic materyali RNA dir. Ters
transkriptaz enzimi, tek iplikli bir RNA molekull okuyup (transkripsiyonunu
yapip) tek iplikli DNA Ureten bir DNA polimeraz enzimidir. Bu enzim, ayrica,
RNA tek iplikli cDNA seklinde okunduktan sonra cift iplikli DNA
olusmasinda da gorev alir. Normal transkripsiyon DNA'dan RNA sentezidir
dolayisiyla ters transkripsiyon bu surecin tersidir. mMRNA diizeyinde yapilacak
analizlerde RNA molekdll ile galismak zor oldugu i¢in complementary DNA
(cDNA) gibi kararli bir molekdl ile calisilir. Olusan cDNA intron bélgelerini
icermez. Sadece Exonlari icerir. Bu sayede kodlanan gen bdlgeleri hakkinda
bilgi sahibi olmamizi saglar. cDNA eldesi yapildi ve RNAaz ligaz eklenerek -
80 °C de saklandi. DNA miktarlari 6lgUlerek ortalama 50 ng olmasi saglanildi.

Stok solisyondan 1/10 oraninda olacak sekilde cDNA seyreltildi. Calismada
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kullanilacak Ornek sayisi belirlendi. Buna gore Master Mix hazirlandi. Ayni
ornekler iki defa ¢ahsildi. 0.5 ml lik tip icine 120 pul TagMan Gene Expression
Master Mix (2x) eklendi. Her drnek icin 2 ul olacak sekilde 2x12=24 ul prob
0.5 ml tup icerisine eklenerek 150 rpm’de 2 dk. vortekslendi. Uzerine cDNA
miktarina gore 20 pl’ye tamamlamak igin gerekli olan nuclease free su
eklenerek tekrar 150 rpm’de 1 dk. vortekslendi. Hazirlanan tuplerden 0,1ml
PCR plate icine 10-15 pl eklendi. 4-10 pl cDNA eklendi yavasca
vortekslenerek pleytin Gzeri kapatildi. Playt cihaza yerlestirildi. Elde edilen
RNA’larin Kkalitesini gérmek icin numunelerin herbirinin 6lcimu Nanodrop

(Thermo Scientific Multiscan GO) cihazinda yapildi.

3.6.3. HISTOPATOLOJi CALISMALARI

Siganlarin sirtindan insizyon hattini ortaya alacak sekilde 6 mm eninde serit
seklinde tam kat deri Ornekleri alindi. Alinan Ornekler % 10 formaldehit
icerisinde tespit edilip rutin doku takip islemlerinden gegcirilerek parafin bloklar
hazirlandi. Hazirlanan parafin bloklardan alinan 5 mikron kalinligindaki
kesitler histopatholojik inceleme icin hematoksilen eozin ile boyandi.
Histopatholojik incelemelerde 10 farkli mikroskop sahasi taranarak 40x
biyltmede 6dem, makrofaj infiltrasyonu, fibroblast yogunlugu ve deri
yuzeyindeki yeni epitel olusumu semikantitatif olarak 0 dan 3 e kadar skorlandi
(0 = 40x buyitmede 10 mikroskop alaninda herhangi bir yangisal yanit (6dem,
makrofaj ve fibroblast) veya yeni epitel olusumu yok, 1 = 40x biyitmede 10
farkli mikroskop alaninda hafif bir yangisal yanit (6dem, makrofaj ve
fibroblast) veya az yogunlukta epitel olusumu, 2 = 40x blylitmede 10
mikroskop alaninda orta siddette yangisal bir yanit (6dem, makrofaj ve
fibroblast) veya orta derecede yeni epitel olusumu, 3 = 40x biyltmede 10
mikroskop alaninda siddetli bir yangisal yanit (6dem, makrofaj ve fibroblast)

veya yogun miktarda (kontrollere yakin) yeni epitel olusumu)
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3.7. ISTATISTIKSEL YONTEM

Bu calismada 50 sican 10’arh olarak ayrilarak sirasiyla kontrol, sélom, nitro
frozan, s6lom+nitrofrozan ve sham gruplarini olusturmuslardir. Herbir grup
icin doku Orneklerinden PCR ve patoloji calismalari yapilmistir. Kan
orneklerinden ise ELISA calismalari yapilmistir. PCR, patoloji ve ELISA
uygulamalarinin herbiri igcin 4 er parametre incelenmistir. Elde edilen
sonuglarin degerlendirmeleri istatistiksel paket programi olan SPSS 22.0
programi kullanilarak yapilmistir. Oncelikle tiim parametreler icin ortalama ve
standart sapma degerleri hesaplanarak grafikleri ile birlikte sunulmustur.
Calismanin amaci tum parametrelere gore gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamh bir farklilik olup olmadigini belirlemektir. Bu amacla yapilacak olan
testlerin parametrik veya non-parametrik olmasina karar vermek icin normallik
varsayimini  ve varyanslarin homejenligi varsayimini incelemek gerekir.
Normallik testi Kolmogorov-Smirnov Testi ile varyanslarin homejenligi ise
Levene Testi ile test edilmistir. Her iki varsayiminda saglandigi durumlarda
gruplar arasinda farklilik olup olmadigini belirlemek i¢in Parametrik bir test
olan ANOVA varyans analizi testi. iki varsayimdan en az birinin saglanmadig
durumlarda ise non-parametrik testlerden Kruskall Wallis Testi uygulanir.
ANOVA testinin sonucunda en az bir grubun digerlerinden farkli ¢ikmasi
durumunda farkliligin nedenini belirlemek icin ikili karsilastirma testlerinden
TUKEY testi uygulanmistir. Kruskall-Wallis testinin sonucunda en az bir
grubun digerlerinden farkhi ¢ikmasi durumunda ise farkliligin nedenini
belirlemek icin  Mann-Whitney U testi ikili olarak bitin gruplara

uygulanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. GRUPLARIN SERUM MDA DUZEYLERI

Her bir sicanin MDA de@eri 6lculerek gruplarin ortalama MDA degerleri pM
olarak ifade edildi. Elde ettigimiz verilere gore en disik MDA ortalamasi
kontrol grubunda (729,00+139 uM) iken en yiksek MDA ortalamasinin ise
sham grubunda (1780,50+171 pM) oldugu gorilda. Diger tg grup MDA
degerleri kictkten buylge dogru sélomik grup (920,50+131 uM), nitrofurazon
grup (1126,20+69 puM) ve sélom+nitrofurazon grup (1385,00£146 puM) olarak
siralanmistir.  S6lomik  grubun MDA seviyesi  nitrofurazon  grup,
s6lom+nitrofurazon grup ve kontrol grup ile karsilastirildiginda ¢ gruptan da
dustik olcilmustir. MDA seviyelerindeki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmus olup p degerleri sirasi ile p=0,023, p=0,001 ve p<0,001 dir.
Gruplarin MDA ortalamalari asagida grafiksel olarak gosterilmistir (Sekil 15).
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1500

MDA (uM)

1000

500

Kontrol Soélom Nitrofurazon S6lom+Nitrofurazon ~ Sham
Sekil 15. Gruplarin serum MDA ortalama degerleri

* ; s6lom grubu ile nitrofurazon grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlh
bulunmustur (p=0,023).

**. sdlom grubu ile sélom+nitrofurazon grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0,001).

***. sflom grubu ile sham grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0,001).
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4.2. GRUPLARIN SERUM KATALAZ DEGERLERI

Tum Gruplardaki sicanlarin CAT aktivite degerleri 6lctldi ve degerler uM/dk
olarak kayit edildi. Gruplarin katalaz ortalamalari hesaplandiginda en yiiksek
degerinin kontrol grubunda (280,62+31 uM/dk) en dusik CAT ortalama
degerinin ise sham grubunda (122,15+13 uM/dK) oldugu géralmustar. Diger ¢
grubun CAT aktivite ortalama degerleri biylkten kiiclige dogru sélomik grup
(231,55+38 pM/dKk), nitrofurazon grup  (191,31£13 uM/dk) ve
s6lom+nitrofurazon grup (153,76x14 pM/dK) olarak siralanmistir. Sélomik
grubun CAT seviyesi nitrofurazon grup, sdlom+nitrofurazon grup ve kontrol
grup ile karsilastirildiginda t¢ gruptan da ylksek olculmustir. Bu yukseklik
farki istatistiksel olarak anlamli bulunmus olup p degerleri sirasi ile p=0,023,
p=0,001 ve p<0,001 dir. Gruplarin CAT ortalamalari asagida grafiksel olarak
gosterilmistir (Sekil 16).
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Kontrol Sélom Nitrofurazon Sélom+Nitrofurazon Sham

Sekil 16. Gruplarin serum CAT aktivitesi ortalama degerleri

* . s6lom grubu ile nitrofurazon grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,023).

**. solom grubu ile s6lom+nitrofurazon grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlaml bulunmustur (p=0,001).

***. sflom grubu ile sham grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,001).
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4.3. GRUPLARIN SERUM SOD DEGERLERI

Sicanlarin serumlarindan o6lculen SOD degderleri U/ml olarak kayit edildi.
Gruplarin SOD ortlamalar hesaplandiginda en yiksek SOD degerin kontrol
grubunda (1,57+0,09 U/ml), en disuk degerinin ise sham grubunda (0,67+0,07
U/ml) oldugu gorulmustdr. Diger ¢ grubun ortalama SOD degerleri buytkten
kiclge dogru sélomik grup (1,26+0,29 U/ml), nitrofurazon grup (1,03+0,07
U/ml) ve solom+nitrofurazon grup (0,86+0,07 U/ml) olarak siralanmistir.
So6lomik grubun SOD seviyesi nitrofurazon grup, sélom+nitrofurazon grup ve
kontrol grup ile karsilastirildiginda t¢ gruptan da yiiksek ol¢ilmustir. SOD
degerindeki bu ylkseklik farki istatistiksel olarak anlamli bulunmus olup p
degerleri sirasi ile p=0,006, p=0,002 ve p=0,001 dir. Gruplarin SOD
ortalamalari asagida grafiksel olarak gosterilmistir (Sekil 17).
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Kontrol Solom Nitrofurazon Sélom+Nitrofurazon ~ Sham

Sekil 17. Gruplarin serum SOD aktivitesi ortalama degerleri

* ; s0lom grubu ile nitrofurazon grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,006).

**: s6lom grubu ile sélom+nitrofurazon grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0,002).

***. sdlom grubu ile kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,001).
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4.4. GRUPLARIN SERUM GSH-Px DEGERLERI

GSH-Px degerleri 6lculdi ve birimi puM/dk olarak kayit edildi. Gruplarin
ortalamalari hesaplandiginda en yuksek GSH-Px degerin kontrol grubunda
(12,43£1,32 uM/dK) en dusuk degerinin ise sham grubunda (4,94+0,46 pM/dK)
oldugu gorilmaustir. Diger ¢ grubun ortalama GSH-Px degerleri biyukten
kiclge dogru sélomik grup (9,67+1,12 uM/dk), nitrofurazon grup (7,74+1,35
puM/dk) ve sélom+nitrofurazon grup (6,13+1,54 uM/dk) olarak siralanmistir.
Solomik grubun GSH-Px seviyesi nitrofurazon grup, sélom+nitrofurazon grup
ve kontrol grubu ile Kkarsilas tirildiginda karsilastirildiinda ¢ gruptan da
yuksek olculmustir. GSH-Px seviyesindeki bu ylkseklik farki istatistiksel
olarak anlamh bulunmus olup p degerleri sirasi ile p=0,013, p=0,001 ve
p<0,001 dir. Gruplarin GSH-Px ortalamalari asagida grafiksel olarak
gosterilmistir (Sekil 18).
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Kontrol Sélom Nitrofurazon Sélom+Nitrofurazon ~ Sham

Sekil 18. Gruplarin serum GSH-Px ortalama degerleri

* . s6lom grubu ile nitrofurazon grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,013).

**. solom grubu ile s6lom+nitrofurazon grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0,001).

***. sflom grubu ile sham grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0,001).
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4.5. GRUPLARIN VEGF DEGERLERI

Sicanlardan alinan doku &rneklerinde PCR degerleri VEGF/Ct olarak kayit
edildi. Gruplarin VEGF/Ct degerlerinin ortalamasi hesaplandiginda kontrol
grubunun degeri en disik (1,88+0,15 VEGF/Ct) iken s6lom grubunun
(5,451£0,64 VEGF/Ct) en yuksek oldugu goézlemlenmistir. Diger ¢ grubun
VEGF degerlerinin ortalamalar biylkten kicuge dogru nitrofurazon grubu
(4,62+0,21 VEGF/Ct), solom+nitrofrazon grubu (4,11+£0,53 VEGF/Ct) ve
sham grubu (3,51+0,33 VEGF/Ct) olarak siralanmistir. Sélomik grubun
VEGF/Ct seviyesi nitrofurazon grup, sélom+nitrofurazon grup ve kontrol grup
ile karsilastirildiginda ¢ gruptan da yiksek olgtlmustur. Bu yikseklik farki
istatistiksel olarak anlamli bulunmus olup p degerleri sirasi ile p=0,004,
p=0,003 ve p<0,001 dir. Gruplarin VEGF/Ct ortalamalari asagida grafiksel
olarak gosterilmistir (Sekil 19).
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Sekil 19. Gruplarin VEGF ortalama degerleri

*  s6lom grubu ile nitrofurazon grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,004).

**. s6lom grubu ile s6lom+nitrofurazon grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0,003).

***. sflom grubu ile sham grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0,001).
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4.6. GRUPLARIN IL-1 DEGERLERI

IL-1, laboratuvar sonucglari IL-1/Ct olarak kayit edildi. Gruplarin ortalama
degerleri hesaplandiginda kontrol grubu en dusiuk (2,42+0,18 IL-1/Ct)
ortalamaya sahip iken sham grubunun (5,20+0,49 IL-1/Ct) ortalamasi en
yiksek bulunmustur. Diger ¢ grup kicukten biyige dogru sdélomik grup
(3,32£0,18 IL-1/Ct), nitrofurazon grup (3,51+0,16 IL-1/Ct), ve
s6lom-+nitrofurazon grup (3,96+0,46 IL-1/Ct) olarak siralanmistir. Gruplara ait
degerler ikiserli karsilastirildiginda sélom grubunun ortalama degeri
nitrofurazon grubunun ortalama de@erinden daha disik olarak tespit edilmis
olsada bu iki grup arasindaki fark istatiksel olarak anlamli bulunmamistir
(p=0,082). Solomik grubun IL-1/Ct seviyesi sdlom+nitrofurazon grup ve
kontrol grup ile karsilastirildiginda iki gruptan da dasuk o6lgtlmustir. Bu
Olclmler arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml bulunmus olup p degerleri
sirasl ile p=0,001 ve p<0,001 dir. Gruplarin IL-1/Ct ortalamalari asagida
grafiksel olarak gosterilmistir (Sekil 20).

IL-1/Ct
w

Kontrol Soélom Nitrofurazon Sélom+Nitrofurazon ~ Sham

Sekil 20. Gruplarin IL-1 ortalama degerleri

*; s6lom grubu ile s6lom+nitrofurazon grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0,001).

** s6lom grubu ile sham grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,001).
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4.7. GRUPLARIN TNFa DEGERLERI

Sigcan gruplarinin TNFa laboratuvar sonucglart TNFa/Ct olarak kayit edildi.
kontrol grubu en dusik (4,88+0,53) ortalama degere sahip olup sham grubu
enyuksek degerde bulunmustur (10,06+0,89). Diger U¢ grup kiicukten blyuge
dogru nitrofurazon grup (6,34%0,68), solomik grup (6,86+0,43), ve
s6lom+nitrofurazon grup (7,74+0,54) olarak siralanmistir. Gruplara ait degerler
ikiserli Kkarsilastirildiginda s6lom grubunun ortalama degeri nitrofurazon
grubunun ortalama degerinden daha yuksek olarak tespit edilmistir. Ancak bu
iki grup arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir p=0,082.
Solomik grubun TNFo/Ct seviyesi solom-+nitrofurazon grup ve kontrol grup ile
karsilastirildiginda iki gruptan da distk o6lcilmis ve aralarindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. p degerleri sirasi ile soyledir p=0,002
ve p<0,001. Gruplarin TNFa/Ct ortalamalari asagida grafiksel olarak
gosterilmistir (Sekil 21).
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Sekil 21. Gruplarin TNFa ortalama degerleri

*: s6lom grubu ile s6lom+nitrofurazon grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0,002).

** solom grubu ile sham grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,001).
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4.8. GRUPLARIN NEOPTERIN DEGERLERI

Sicanlarin yara yerinden alinan doku 6rneklerinin PCR 6l¢iimleri neopterin/Ct
olarak kayit edildi. Gruplarin neopterin/Ct degerlerinin  ortalamalari
hesaplandiginda kontrol grubu en dusuk (4,67+0,23 neopterin/Ct) iken sham
grubunun en yiksek ortalama degere sahip oldugu gortlmustir (8,64+0,66
neopterin/Ct). Diger Uc¢ grup kucukten blylge dogru nitrofurazon grup
(5,63+0,13 neopterin/Ct), solomik grup (5,76+0,39 neopterin/Ct), ve
s6lom+nitrofurazon grup (6,67+0,80 neopterin/Ct) olarak siralanmistir.
Gruplara ait degerler ikiserli karsilastirildiginda sélom grubunun ortalama
degeri nitrofurazon grubunun ortalama degerinden daha yiiksek olarak
Olcilmastir. Ancak bu yukseklik farki istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir ~ p=0,210.  S6lomik  grubun  neopterin/Ct  seviyesi
s6lom+nitrofurazon grup ve kontrol grup ile karsilastirildiginda iki gruptan da
dustk olctlmustir. Aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmus olup
p degerleri sirasi ile soyledir p=0,005 ve p<0,001. Gruplarin neopterin/Ct
ortalamalari asagida grafiksel olarak gosterilmistir (Sekil 22).
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Kontrol Soélom Nitrofurazon Sélom+Nitrofurazon ~ Sham

Sekil 22. Gruplarin neopterin ortalama degerleri

*: s6lom grubu ile s6lom+nitrofurazon grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlaml bulunmustur (p=0,005).

** s6lom grubu ile sham grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,001).
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4.9. HISTOPATOLOJIK BULGULAR

Sicanlarin sutdr hattini ortalayacak sekilde eksizyonel olarak alinan 6 mm

enindeki kesi boyunun tamamini igine alan tam kat deri dokularinin bir kismi

da histopatolojik incelemeye alindi. Dokulara ait skorlamalar mikroskop

altinda gortlen ilgili hiicrelerin sayilarina gére yaptlmistir. (O=yok, 0-1 arasi

hafif siddetten daha az yani yok denecek kadar az, 1 = hafif, 1-2 arasi

hafiften orta dereceye deQisen siddette, 2 = orta, 2-3 arasI = orta dereceden

siddetliye kadar degisen yogunluk 3 = siddetli). Her bir sicanin almis oldugu

degerlerle gruplarin ortalama skorlari elde edilmis olup karsilastirmali

analizleri Tablo 4 de ayrintili olarak gosterilmistir.

Tablo 4. Gruplarin histopatolojik skor ortalamalari

Epitelizasyon Fibroblast Makrofaj Odem
ort SS ort SS ort SS ort ss
Kontrol Grubu 3 0 0 0 0 0 0 0
Sélomik Sivi Grubu | 1,8 0,40 | 1,8 0,40 | 0,6 0,49 | 0,6 0,5
Nitrofurazon
Grubu 1,3 0,45 | 1,3 0,46 | 0,6 0,49 | 0,7 0,4
Soélomik Sivi +
Nitrofurazon Grubu | 0,8 (0,40 |09 |03 |13 |046 |14 |0,45
Sham Grubu 0,3 0,45 |04 0,49 | 1,8 0,4 2,2 0,4
Kruskall Wallis p <0,05 p <0,05 p <0,05 p <0,05
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Yara dokusundan alinan numunelerin mikroskop altindaki gortntuleri
fotograflanmistir. Her gurup icin bir drnek secilmis olup sicanlarin mikroskop

altindaki goruntulerl Sekll (23- 26) de verllmlgtlr

:-ki‘!.t:

Sekil 23. Sélom grubunda tedavinin 7. glinde artmis bag dokusu (siyah oklar)
gorlntuleri, epitelizasyon (kirmizi oklar). Hematoksilen Eozin x200

Sekil 24. Nitrofurazon grubunda tedavinin 7. giindeki artmis bag doku olusumu
goruntdleri (siyah oklar). Hematoksilen Eozin x200
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Sekil 25. Sélom+ Nitrofurazon uygulanan grupta polimorf nukleer 16kosit
infiltrasyonu (siyah oklar) hematoksilen eozin x260

TOTWE L0 A
| Ty oLy N

Sekil 26. Distile su uygulanan (Sham) grubun kas dokuya kadar yayilmis polimorf
nlikleer l16kosit infiltrasyonu (siyah oklar), hematoksilen eozin x160
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4.9.1. EPITELIZASYON BULGULARI

Histopatolojik olarak siganlarin yara yerinde olusan epitel hicrelerinin
yogunluguna goére skorlamalari yapildi. Gruplarinin ortalama epitelizasyon
skoru hesaplandiginda en ylksek skor ortalamasinin kontrol grubu (3,00£0,00)
ve en disik skor ortalamasinin sham grubu (0,30+0,46) oldugu tespit
edilmistir. Diger U¢ grup blyukten kiicige dogru sélomik grup (1,80+0,40),
nitrofurazon grup (1,30%0,46), ve s6lom+nitrofurazon grup (0,80+0,40) olarak
siralanmistir. Sélomik grubun epitelizasyon skor ortalamasinin nitrofurazon
grup, solom+nitrofurazon grup ve kontrol grup ile Karsilastirildiginda g
gruptan da fazla oldugu gortlmustir. Aralarindaki fark istatistiksel olarak
anlamh bulunmus olup p degerleri sirasi ile soyledir p=0,028, p<0,001 ve
p<0,001. Gruplarin epitelizasyon skor ortalamalari asagida grafiksel olarak
gosterilmistir (Sekil 27).
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Sekil 27. Gruplarin epitelizasyon skor ortalamalari

* ; s6lom grubu ile nitrofurazon grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh
bulunmustur (p=0,028).

**. solom grubu ile s6lom+nitrofurazon grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlaml bulunmustur (p<0,001).

***. sflom grubu ile sham grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (p<0,001).
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4.9.2. FIBROBLAST BULGULARI

Sicanlarin deri dokularindan alinan 6rneklerde fibroblastlarin yogunluguna
gore skorlamalari yapildi ve gruplarinin ortalama fibroblast skorlari hesaplandi.
Elde edilen sonuclar incelendiginde fibroblast yénunden en yiiksek skor
ortalamasi sélom grubunda (1,80+0,40) iken en dusuk skor ortalamasi
(0,00+£0,00) kontrol grubunda olmustur. Diger U¢ grup blyukten kiictige dogru
nitrofurazon grup (1,30+0,46), sélom+nitrofurazon grup (0,90£0,30) ve sham
grup (0,4+0,49) olarak siralanmistir. Sélomik grubun fibroblast skor
ortalamasinin istatistiksel olarak nitrofurazon grup, sélom+nitrofurazon grup
ve kontrol grup ile Kkarsilastinldiginda ¢ gruptan da yiksek oldugu
gorulmastir. Aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmus olup p
degerleri sirasi ile p=0,028, p<0,001 ve p<0,001 dir. Gruplarin fibroblast skor
ortalamalari asagida grafiksel olarak gosterilmistir (Sekil 28).
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Sekil 28. Gruplarin fibrobast skor ortalamalari

* ; s6lom grubu ile nitrofurazon grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh
bulunmustur (p=0,028).

**. sdlom grubu ile sélom+nitrofurazon grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlaml bulunmustur (p<0,001).

***. sflom grubu ile sham grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh
bulunmustur (p<0,001).
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4.9.3.MAKROFAJ BULGULARI

Sicanlarin deri dokularindan alinan Orneklerde yapilan patolojik inceleme
sonucu makrofajlarin yogunluguna goére skorlama yapildi ve gruplarin
makrofaj ortalamalari hesaplandiginda en disik skor ortalamasinin kontrol
grubunda (0,00+0,00) ve en yiksek skor ortalamasinin sham grubunda
(1,80£0,40) oldugu goralmastir. Diger ¢ grup kicukten buyige dogru
nitrofurazon grup (0,50+0,50), s6lom grubu (0,60£0,49) ve sélom+nitrofurazon
grup (1,30+0,45) olarak siralanmistir.  Gruplara ait deQerler ikiserli
karstlastinldiginda sélom grubunun makrofaj skor ortalamasi nitrofurazon
grubunun skor ortalamasindan disuk olarak tespit edilmis olsada bu iki grup
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,661). Sélomik
grubun makrofaj skor ortalamasinin sélom+nitrofurazon grup ve kontrol grup
ile karsilastirildiginda iki gruptan da disuk bulunmustur. Aralarindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmus olup p degerleri sirasi ile p=0,010 ve
p<0,001dir. Gruplarin makrofaj skor ortalamalari asagida grafiksel olarak

gosterilmistir (Sekil 29).
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Sekil 29. Gruplarin makrofaj skor ortalamalari

*: s6lom grubu ile sélom+nitrofurazon grubu arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p=0,010).
** solom grubu ile sham grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamh

bulunmustur (p<0,001).
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4.9.4. ODEM BULGULARI

Sicanlarin deri dokularindan alinan Orneklerde yapilan patolojik inceleme
sonucu 6demin siddetine gore skorlama yapildi ve gruplarinin 6dem skorlarinin
ortalamasi hesaplandi. Elde edilen sonuclar incelendiginde 6dem yo6niinden en
dustik skor ortalamasi kontrol grubu (0,00£0,00) iken en biyuk skor
ortalamasi da sham grubunda (2,20+0,40) olmustur. Diger ¢ grup kigcukten
biylge dogru solom grubu (0,60£0,49), nitrofurazon grup (0,70£0,46),
s6lom+nitrofurazon grup (1,40£0,49), olarak olarak siralanmistir. Sélom
grubunun skor ortalamasinin nitrofurazon grubunundan disuk olarak tespit
edilmis olsada bu iki grup arasindaki fark istatiksel olarak anlamli
bulunmamistir  (p=0,648). Sélomik grubun 6dem skor ortalamasi
s6lom-+nitrofurazon grup ve kontrol grup ile karsilastirildiginda iki gruptan da
dustk bulunmustur. Ortalamalar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmus olup p degerleri sirasi ile p=0,006 ve p<0,001dir. Gruplarin édem

yonunden skor ortalamalari asagida grafiksel olarak gosterilmistir (Sekil 30).
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Sekil 30. Gruplarin 6dem skor ortalamalari

*: s6lom grubu ile sélom+nitrofurazon grubu arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0,006).

** solom grubu ile sham grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,001).
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5. TARTISMA

Yara, yuzyillardir insanoglunun mortalite ve morbitite agisindan blyiik
sorunu olmustur. Bu sebeple yara iyilesmesi zerine ¢ok fazla sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Yara iyilesme mekanizmasi son derece karmasik bir yapiya
sahip olup antioksidanlar, sitokinler, biytme faktorleri ve diger molekillerin
de katildigi karmasik olaylar zinciridir. Son yillarda yara yeri tzerine yapilan
calismalarin sayisi artmis olsa da yara iyilesmesinin tum basamaklari hala tam
olarak aydinlatilamamistir. Bu yuzden tibbi alanda yara iyilesmesi bir¢ok bilim
insaninin ilgi odagr olmustur.

Solucanlar bircok patojen mikroorganizmanin bulundugu ortamlarda
yasayabilmektedirler ve bu tehditlere karsi iki farkh yoldan Kkarsi
koyabilmektedirler. Bunlardan birincisi sahip olduklari derinin patojen mikro
organizmalara karsi bariyer olusturmasidir. ikincisi ise cesitli zarar veren
uyaranlara karsi salgiladiklart sélomik sivi ile savunma yontemidir (Tutar,
2012). Solomik sivi bu savunmayi antimikrobiyal etkinligi olan lenfositik
s6lomosit, granulositik sélomosit, fagositik s6lomosit hicreler ve lizozomal
enzimler ile yapmaktadir (Valenbois, 1971). S6lom sivisinda yer alan bu
hicreler insan  akyuvarlarina  benzer gorev  (stlenebilmektedirler
(Adamomowicz ve Wojtaszek, 2011). Eisenia fetida solucanlarinin 42 farkli
tirinden elde edilen s6lomik sivilarla yapilan toksisite deneyleri sonucunda
s6lomik sivilarin patojen mikroorganizmalar icin toksik etki gosterirken,
omurgalilar icin toksik etkinin olmadigi gosterilmistir (Kobayashi ve ark.,
2001). Bu bilgiler calismamizda, yara yeri tedavisinde s6lomik sivinin etkisini
arastirma sebebimiz olmustur. Solucanlar ani sicaklik degisimi, cesitli kimyasal
uyarilar, kicgik voltajh elektriksel uyari veya herhangi bir zarar verici etkiye
karsi dorsal porlarindan s6lomik sivi salgilarlar (Shobha ve ark., 2008;
Vasanthive ark., 2012). Eisenia fetida solucanlarindan elde edilen sélomik sivi
geleneksel tipta astim, hipertansiyon, artrit, yanik, sivilce gibi hastaliklarin
tedavisinde kullaniimis ve bu hastaliklarda antiinflamatuar, antimikrobiyal,
antipiretik ve anestezik etki gosterdigi ¢alismalarla ortaya konmustur (Zeng,
1982; Reynolds, 1972; Wang, 1986). Eisenia fetida tipi solucanlar ile yapilan

bir calismada, s6lomik sividan izole edilen bir proteininin antibakteriyel,
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antiviral ve antitimor aktiviteleri in vitro olarak gosterilmistir (Liu, 2003;
Vang ve ark., 2006). Solomik sivi proteini (ECFP) izole edilmesi ve
saflastirilmasi icin sirayla ultrafiltrasyon, jel kromatografisi ve iyon degisim
kromatografisi kullanihr ve ECFP sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) ile karakterize edilir. Sélomik sivinin etkin bir
antibakteriyal etkiye sahip oldugu, ayrica insan serviks adenokarsinoma
(HeLa) hucreleri ve karaciger adenokarsinom (LTEP-A2) hucrelerinde doza
bagimh olarak proliferasyonu inhibe ettigi belirtilmistir. ECFP, yabanci
organizmalara karsi solucanin dogal savunma sisteminin bir bilesenidir. Bu
nedenle gelecekte muhtemel farmasétik bir ilag olabilecegi vurgulanmistir
(Hua ve ark 2011).

Bu calismada, sélomik sivinin yara yeri tzerine etkileri kan ve doku
ornekleri ile arastinlmistir. Kan o6rneklerinde antioksidanlar ve MDA
aktivitelerine bakilmistir. Doku 0Orneklerinde ise PCR ve histopatolojik
incelemeler yapilmistir. Antioksidan savunma; serbest oksijen radikallerine
karsi organizmanin olusturdugu bir cevap mekanizmasidir. Antioksidan
savunma ile serbest O radikalleri arasinda bir denge vardir. Bu dengenin
serbest oksijen radikalleri lehine bozuldugu durumlarda oksidatif stres ortaya
cikar (Pitkanem ve ark., 1992). Oksidatif stres, ateroskleroz, diyabet, kanser,
enfeksiyon ve inflamasyon hastaliklari, santral sinir sistemi bozukluklari,
iskemi reperflizyon gibi fizyopatolojik olaylarda, hiicre yaslanmasinda ve
dolayisiyla hicresel yikim, hiicre hasari ve hiicre 6limuiinde rol oynayan énemli
bir mekanizma olarak son yillarda biyiuk énem kazanmistir (Van Dam ve ark.,
1995; Bukan ve ark., 2003). Hucreler reaktif oksijen tlrlerinin hasarindan
kendilerini antioksidan mekanizma ile korurlar. Ancak denge bozuldugunda
hicre hasari olusur ve olusan bu hasar yara iyilesme stirecini olumsuz etkiler.
Calismamizda s6lomik sivinin diyabetik yara iyilesmesi siirecinde antioksidan
sistem (zerinden etkisini gérebilmek icin SOD, CAT, GSH-Px aktiviteleri ve
hiicre hasari gostergesi olan MDA seviyelerine bakilmistir. Topikal olarak
s6lomik sivi tedavisi uygulanan grubun diger gruplara gore (kontrol,
nitrofurazon, sélom+nitrofurazon ve sham gruplari) CAT, GSH-Px ve SOD

aktivitelerinin daha yiksek, MDA seviyesinin ise daha disik oldugu
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bulunmustur. Bu c¢alisma soélomik sivinin  antioksidan mekanizmalari
dizenleyerek yara iyilesmesine olumlu etki sagladigini gostermistir. Asagida
bahsedilen ¢calismalar da bizim ¢calismamizla benzer 6zellikte olup destekleyici
niteliktedir. Yapilan bir iskemik yarada; yara iyilesmesi (zerine serbest
radikallerin etkisi incelenmistir. Sicanlarin sirtlarinda H seklinde yara
olusturulmustur. Siganlara allopurinol ve slperoksit verilerek yara iyilestirici
mekanizmalar engellenmistir. Histopatalojik calismalar ile erken iyilesen
grubun SOD, CAT, GSH-Px gibi antioksidan enzimleri daha yiksek
bulunurken MDA seviyesinin daha dusiik oldugu gosterilmistir. Bu sonuclar,
antioksidanlarin yarayi iyilestirmede olumlu etkisi oldugunu gosterilmistir
(Senel ve ark., 1997). Bitkisel bir calismada Ocimum sanctum Linn’in sulu ve
alkolik ekstraktlari sicanlarda yara yerinde kullanilmis ve kontrol grubu
olusturularak kiyaslanmistir. Ekstrakt uygulanan grubun kontrol grubuna gore
yara yerinin daha once iyilestigi gortilmus ve bu grubun SOD, CAT, GSH-PX
seviyeleri daha yuksek bulunurken MDA seviyesi daha disik olarak
g6zlemlenmistir (Shetty ve ark., 2006). Centella asiatica bitkisinden elde edilen
ekstraktlar ile yapilan bir baska calismada bir hafta boyunca ginde 2 kez
kutantz yaraya topikal olarak uygulanmistir. SOD, CAT, GSH-PX, vitamin E
ve askorbik asit gibi enzimatik ve non-enzimatik antioksidan parametrelerine
bakilmistir. SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri yiksek bulunurken MDA
seviyesi distk bulunmustur (Shukla ve ark, 1999). Diyabetli sicanlarda E
vitamini ile yapilan farkli bir calismada yara olusturulan si¢anlardan 0, 5 ve 10.
glinlerde kan alinarak MDA, SOD, CAT ve GSH-Px seviyelerine bakilmistir. E
vitamini uygulanan grupta kontrol grubuna gére MDA seviyesinde azalma,
SOD, CAT ve GSH-Px aktivitesinde artma gozlenmistir (Musalmah ve ark.,
2002).

Deneysel bir calismada yaralama ardindan dermal dokuda EGF tedavisi
ve oksidatif stres arasindaki baglanti degerlendirilmistir. Calismada 54 Wistar
albino tird sican kullaniimistir. Sicanlar ¢ gruba ayrilmistir (kontrol, tedavisiz
grup ve topikal EGF’li grup). Sicanlara 4 cm.’lik dik kesit uygulanip sitir ile
kapatiimistir. Her giin 1 ml EGF uygulanmistir. Hayvanlara 1, 5, 7 ve 14.
gunlerde 6tenazi uygulanarak doku toplaniimistir. MDA, glutatyon (GSH),
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reaktif nitrojen oksit turleri (NOx), askorbik asit diizeyleri ve SOD aktivitesi
spektrofotometrik olarak olctlmustur. EGF uygulanan grup diger gruplardan
daha hizli iyilestigi gérulmis ve tedavinin 5. giini MDA seviyesi bu grupta
diger gruplara gore daha distk bulunurken SOD ve nitrik oksit seviyesinde ise
daha yiksek bulunmustur. GSH seviyesi ise 14. glinde kontrol grubuna gore
yuksek bulunmustur. Bu da EGF’nin yara dokusunda antioksidan
mekanizmalar Gzerinden rol oynayabildigini gostermistir (Kalay ve ark., 2012).

Yapilan bir baska calismada Plagiochasma appendiculatum’dan elde
edilen sulu ve etanol ekstrakti macun olarak yara yerinde kullanilmistir. Yara
yerini degerlendirmek icin gerilme mukavemeti ve SOD ve CAT antioksidan
aktivitelerine bakilmistir. SOD ve CAT aktiviteleri ekstrakt uygulanan grupta
daha yuksek oldugu goérilmis ve ayni zamanda bu grupta diger gruplardan
yara yeri iyilesmesi daha hizli oldugu gézlemlenmistir (Singh ve ark., 2006).

Yine bitki ekstraklariyla yapilan bir calismada Anthocephalus
Cadamba‘nin alkolik ve sulu ekstraksiyonlari yara yerine uygulanmis ve
antioksidan parametreler olan SOD ve CAT aktivitelerine bakilmistir. SOD ve
CAT aktivitesinde kontrol grubuna gore daha fazla artma gorilmis ve eksrakt
uygulanan grubun kontrol grubundan daha &nce iyilestigi gozlemlenmistir
(Umachigi, 2007).

Sicanlarin kullanildhir bir baska ¢alismada, sicanlarin bagisiklik sistemi
baskilanmis ve kutanéz yara olusturulmus antioksidan seviyelerine bakilmistir.
Yara olustuktan 2 gun sonra Onemli miktarda MDA seviyesinde artma,
glutatyon ve vitamin C miktarinda azalma gdzlenmistir. Yaranin 2 ve 7.
gininde sdperoksit miktarinda artma gozlenmistir. Boylece immunitesi
baskilanmis sicanlarda antioksidan duzeyinin yara icin énemli bir parametre
oldugu belirtilmistir (Gupta ve ark., 2002).

Yapilan bir baska calismada mazi mesesinin sicanlarda yara iyilesme
uzerine etkisine bakilmistir. Mazi mesesinin yapraklarindan etanol ile iki farkl
derisimde ekstrakt cikarilarak calisilmistir. Yara yerinde antioksidan
enzimlerde (SOD ve CAT) artma gorulmustir. Mazi mesesi yapraklarinin yara
lyilesmesine antioksidan mekanizma Uzerinden antioksidan enzimleri artirarak

yara iyilesmesine katki sagladigi gosterilmistir (Umachigi ve ark., 2008).
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Sicanlarda yapilan bir kutan6z yara iyilesmesinde antioksidanlar ve
kollajen yapidaki degisiklere kurkuminin etkisi arastiriimistir. Sicanlarda tam
cilt kesisi olusturulmus ve yaranin 4, 8 ve 12. glnlerinde biyokimyasal ve
patalojik degisimlere bakilmistir. Hiicresel DNA diizeyinde, toplam proteinde
ve vyara dokusundaki tip Il kollojende artis gorulmistir. Bu sonuglar
kurkiminin  hicresel ¢ogalma ve kollojen sentez hizini  artirdigini
gostermektedir. Kurkumin tedavisinde SOD, CAT ve GSH-Px antioksidanlari
artarken, MDA duzeyinde azalma gozlenmistir. Patolojik degisimlerde
kurkumin tedavisi uygulanan grubun epitelizasyonu daha yuksek bulunmustur.
Sonugta kurkuminin topikal uygulamasi yara iyilesmesini hizlandirmistir
(Panchatcharam ve ark., 2006).

Bir deneysel calismada da sentetik 3-(2-chlorophenyl)-1-phenyl-
propenone (CPPP)’nin jeli yapilarak yara iyilesmesi Uzerine etkisine
bakilmistir. Calisma 10 gun strdirdlmastir. Siganlarda histolojik inceleme ve
antioksidan parametrelere bakilmistir. Antioksidan parametrelerden CAT, ve
SOD bakilirken lipid peroksidasyonu icin MDA bakilmistir. Sitokinlerden de
TNFa ve TNF sitokinleri olgtlmustir. CPPP ile tedavi edilen grubun SOD ve
CAT aktivitesi yuksek bulunurken, MDA seviyesi disuk bulunmustur. Yapilan
calismada TNFa degeri de dustk ¢ikmistir (Dhiyaaldeen ve ark., 2013).

Calismamizda yara dokusundan alinan 6rneklerde TNFa, IL-1 ve
neopterin seviyelerine bakilmistir. Bu parametreler immiin sistem yanitinda
rolu olan markirlardir. TNFa ve IL-1 sitokin grubundandir. Sitokin, hayvan ve
bitki htcrelerince Uretilen, hcrelerin birbirleriyle iletisimini saglayan
proteinlerin bir grubudur. Yara iyilesme surecinde aktive olan enflamasyonun
sinirlanmasi yaranin prognozu ve iyilesme sireci agisindan énem tasimaktadir
(Maria ve ark. 2011). Literatirde yara ile ilgili olarak yapilan cesitli
calismalarda da TNFa ve IL-1 ekspresyon seviyelerinin dusik oldugu
belirtilmistir (Suzuki-Banhesse ve ark., 2015; Ying ve ark.,, 2002). Bu
sitokinlerin  enfeksiyon veya herhangi bir inflamasyon durumunda
salgilanmalari  artmaktadir (Werner ve ark., 1991). Calismamizda s6lomik
grubun TNFa, IL-1 ve neopterin PCR ekspresyon seviyeleri sham grubu ve

s6lom+nitrofurazon grubuna goére daha disik gelmistir. Bu parametreler
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nitrofurazon grubu ile karsilastirildiginda ise birbirine yakin duzeylerde
bulunmustur. Bu veriler bize sélomik sivinin antibakteriyel ve antiinflamatuar
Ozelligi oldugunu gostermektedir. Histopatolojik olarak yapmis oldugumuz
skorlama calismasinda da makrofaj ve 6dem skorlarinin benzer sekilde sélomik
grubun skor ortalamasinin sham grubundan ve sélom+nitrofurazon grubundan
daha disuk Olculmustir. Ayrica s6lomik grubun nitrofurazon grubuyla
birbirine yakin ortalamalarda olmasi sélomik sivinin antibakteriyel ve
antiinflamatuar ~ 6zelliginin ~ oldugunu  desteklemektedir. Asagida ise
calismamiza benzer nitelikteki TNFa ve IL-1 ile yapilan diger calismalardan
ornekler sunulmustur.

Atorvastatinin yara iyilesmesi Uzerine etkisine bakilan bir calismada,
topikal atorvastatin, oral atorvastatin, hem topikal hemde oral atorvastatin ve
kontrol grubu olmak tzere sigcanlar 4 gruba ayrilmistir. Sicanlar 8 mm dorsal
bolgede yara agihip 0, 1, 3, 7, 10, 12 ve 14. giinlerde iyilesme fotograflanmis ve
1, 3, 7 ve 14. ginlerde insilin reseptor substrat (IRS-1), fosfatidilinositol 3-
kinaz, protein kinaz, glukojen sentaz kinaz, nitrik oksit, IL-1, IL-6, IL-10 ve
TNFa bakilmistir. Kontrol grubuna gore, atorvastatin grubunun TNFa ve 1L-1
ekspresyonu daha dustk oldugu gdzlenmistir (Suzuki-Banhesse ve ark. 2015).
Yapilan bir yara yeri ¢alismasinda siganlarda grantilasyon dokusu olusturmak
icin TNFa’nin etkisi incelenmistir. Sicanlar, sadece fosfat tamponu verilen ve
TNFa 50 ve 200 nanogram miktarlarda verilerek histolojik olarak grantlasyon
dokusu i¢ buytume orani, TNFa 200 ng ile tedavi edilen grupta 7 gln sonra
onemli Olctide daha dusik oldugu gozlenirken 14. veya 21. gunler de bir
degisiklik gozlenmemistir (Rapala ve ark., 1991).

VEGF tanimlanmis en etkili anjiyogenez faktoridir ve VEGFnin en
onemli 6zelligi diger anjiogenik faktorlerden farkli olarak hedef hiicrelerinin
sadece endotel hiicreleri olmasidir (Ferrara ve ark., 2001). VEGF'in erken
gelisimde kan damari olusumunun potent bir uyaricisidir ve yetiskinlerde yeni
kan damarlarinin buyimesinde merkezi bir roli vardir (Robins ve Cotran,
2009). Yaptigimiz calismada VEGF degerleri incelendiginde sélomik grubun
VEGF gen ekspresyon seviyesi diger gruplarin hepsinden daha yiiksek tespit

edilmistir. Bu da anjiogenezin soélomik grupta daha hizli oldugunu
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gostermektedir. S0lomik sivi yara iyilesmesini bu yoldan da hizlandirmaktadir.
Calismamizin histopatolojik deg@erlendirmelerinden elde ettigimiz verilere
bakildiginda da sélomik grubun doku orneklerinin epitelizasyon ve fibroblast
skor ortalamalarinin diger tum gruplardan yiksek gelmesi de sélomik sivinin
bu etkisini desteklemektedir. Asagidaki VEGF ile yapilan ¢alismalar da bizim
calismamizla ortismekte olup VEGF in yara yeri tedavisindeki dnemi ortaya

koymaktadir.

VEGEF ile ilgili bir calismada; STZ ile diyabetik yara olusturulan
sicanlara yara iyilesmesini hizlandirmak icin kemik iliginden tdretilmis
mezenkimal stromal hicreler (BMSC) kullaniimistir. Diyabetik sicanlarda
polimorf huicre infiltrasyonu ile karakterize edilen, granilasyon doku olusumu,
kollajen ve TGF-beta, EGF, VEGF aciginin eksikligi PDGF-BB ile keratinosit
biylme faktéri (KGF) yara dokusunda ekspresyon ve yaralarin biyomekanik
gucu 6nemli 6lcide azaldigl, bunun yaninda sistemik veya lokal yara yerinde
BMSC ile tedavi edilen yiuzey vyaralarin gerilme mukavemeti gelistigi
gosterilmistir. Cekme mukavemeti ile kollajen dlzeyleri (tip V) arasinda iligki
bulunmustur. BMSC ile muamele edilen sicanlarda yara iyilesmesinin artig
vurgulanmis ve bu grubunTGF-beta, KGF ve kritik buyime faktorlerinin
(EGF, VEGF, PDGF-BB) seviyelerinin daha yuksek oldugu tespit edilmistir
(Kwon ve ark., 2008). Canli kokenli baska bir yara iyilestirme materyali olan
Lucilia Sericata sineginin larvalarinin yara iyilesmesi Uzerine etkisiin
arastirlldigr  bir calismada; Sprague-Dawlley sicanlarinda tam kat deri
eksizyonu olusturulduktan sonra L. Sericata larvalari ile tedavi uygulamislar ve
kontrol gruplari ile karsilastirmiglar. L. Sericata larvalari ile tedavi edilen
gruptaki sicanlarin yaralari diger gruplar ile karsilastirildiginda 3 giin tedaviden
sonra yarada kilcal damarlanma yogunlugu, VEGF mRNA ekspresyonu ve
VEGF protein ekspresyonunda belirgin bir artis gosterdigi tespit edilmistir. L.
Sericata tedavisi uygulanan grubunun daha erken iyilestigi goralmastir. L.
Sericata'nin gozlemlenen yara iyilestirme etki yollarindan birinin VEGF
ekspresyonunu artirarak anjiyogenezi hizlandirdigi bdylece yara yerinin daha
erken iyilestirdigi tespit edilmistir (Zeng Z. 2010). Pang biyopsi ile yara
olusturulan sicanlara doku transglutaminaz (TG) nin yara iyilesmesine etkisi
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arastirllmistir. TG siganlara topikal olarak uygulanmis ve tedavini sonunda
TGF-beta, TNFa, IL-6 ve VEGF degerleri olgiilmustir. Olgtlen bu molekiiller
TG uygulanan grupta kontrol grubuna goére daha ylksek seviyede oldugu tespit
edilmistir. TG uygulanan grubun yara yerinin daha erken kapandigi klinik
olarak ta gdzlemlenmistir. TG nin yara iyilesmesi sirasinda anjiyogenezi ve
ilgili stokinleri aktive ederek etki gosterdigi ortaya konmustur (Haroon ve
ark.,1999).

Calismamizda tam kat cilt dokusu histopatolojik olarak incelendiginde
makrofaj ve édem seviyesinin en dusik oldugu grup hi¢ yara olusturulmamis
olan kontrol grubudur. S6lomik grup ile nitrofurazon grubu arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu sonug ise yukarida bahsettigimiz
neopterin, TNFa ve IL-1 gen ekspresyon seviyeleri ile uyumluluk
gostermektedir. Yaptigimiz calismada, epitelizasyon skoru en yiksek olan grup
kontrol grubu olmustur. Clnk{ bu grupta yara olusturulmadigindan normal bir
epitel dokusu incelenmistir. S6lomik grup epitelizasyon skoru ve fibroblast
skoru yoninden nitrofurazon grup, sélom+nitrofurazon grup ve sham grup ile
karsilastirildiginda ¢ gruptan da Onemli derecede yuksek bulunmustur.
Solomik sivi fibroblast olusumunu ve epitelizasyonu hizlandirarak yarayi daha
erken iyilestirmektedir. Histopatolojik olarak inceledigimiz bu degerler VEGF
ve antioksidan ¢alismalarinin sonuglari ile uyumluluk géstermektedir.

Soélomik sivinin yara yeri iyilesmesi Uzerine etkisi antiinflamasyon ve
antimikrobiyal yonden nitrofurazon ile benzerlik gostermistir. S6lomik sivinin
en buyik katkisi VEGF ve antioksidanlar tizerinden olmus olup diger gruplara
gére VEGF ve antioksidanlari artirarak yara iyilesmedeki farkin onemli
olmasini saglamistir.

So6lomik sivi ile nitrofurazonun karisimiyla tedavi edilen gruptaki
sicanlarin yara yeri iyilesmesi hem solomik gruptan hem de nitrofurazon
grubundan daha yavas gerceklesmistir. Bunun nedeni, solomik sivi ile
nitrofurazonun antogonistik bir etkilesim veya yara yerinden birbirlerinin
emilimini azaltiyor olmasi muhtemeldir. Bu konu daha ileri calismalar ile

aydinlatilabilir.
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6. SONUCLAR

Solomik sivinin yara olusturulmus diyabetik si¢anlarda yara iyilesmesi izerine
etkilerini arastirdigimiz bu tez calismasinda bazi bilimsel sonuclar ortaya

konmustur. Bu sonuclar maddeler halinde asagida siralanmistir.

1. Kan orneklerinde yapilan antioksidan enzimlerinin c¢alisiimasi
sonucunda  s6lomik  grubun MDA  degeri  nitrofurazon,
s6lom-+nitrofurazon ve sham gruplarina gére daha dusuk, SOD, CAT ve
GSH-Px degerleri daha yuksek bulunmustur. Bu sonugclar, sélomik
sivinin yara iyilesmesine etkisinin bir kisminin antioksidan mekanizma
Uzerinden oldugunu gosterir.

2. Doku orneklerinde yapilan PCR calismasinda sélomik grubun TNFa,
IL-1 ve neopterin degerlerinin s6lom+nitrofurazon ve sham grubuna
kiyasla daha dusiik dizeyde oldugu gorilmustir.

3. PCR calismasinda ayrica sélomik grubun TNFa, IL-1 ve neopterin
degerlerinin nitrofurazon grubu ile birbirine yakin oldugu tespit edilmis
ve aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir.

4. Soélomik sivi dokuda VEGF degerini anlamli oranda artirmistir.

5. Tam cilt kesesi olusturulan siganlarda kullanilan sélomik sivinin yara
iyilesmesi Uzerine tek basina histopatolojik degerlendirmeler g6z 6ntine
alindiginda diger gruplara kiyasla daha hizli iyilesme sagladigi tespit
edilmistir.

6. SOlomik sivinin nitrofurazon ile kanstirilarak uygulanmasi tedavide
anti sinerjik etki gostermis olup yaranin iyilesmesi hem sélomik sivi ile
hemde nitrofurazon ile tedavi edilen gruplardan yavas olmustur. Bunun
sebepleri ayri bir ¢calisma konusu olarak ele alinabilir.

7. Deneysel, biyokimyasal ve histopatolojik calisma sonuglari yara
lyilesmesi  igin  s6lomik  sivinin  potansiyel ajan  olarak
kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak bunun icin daha ileri

calismalar gereklidir.
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