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ÖZET 

Yara iyileşmesi oldukça kompleks ve her basamağı tam olarak açıklanamamış 

bir süreçtir. Toprak solucanlarından elde edilen sölomik sıvının antibakteriyel 

ve antiinflamatuar özellikleriyle ilgili çalışmalar bulunmaktadır. Bu çalışmada 

sölomik sıvının diyabetik yara üzerine etkilerini bazı biyokimyasal 

parametreler ve histopatolojik sonuçlar üzerinden incelemeyi amaçladık. 

Bu çalışmada 300-350 g ağırlığında Wistar albino türü 50 adet erkek 

sıçan kullanıldı. Sıçanlar rastgele seçilerek 5 gruba ayrıldı. Grup I (Kontrol), 

Grup II (Sölomik sıvı), Grup III (Nitrofurazon), Grup IV (Sölomik sıvı + 

Nitrofurazon), Grup V (Sham). Sıçanlarda streptozotosin ile diyabet 

oluşturuldu. Streptozotosin uygulamasının 10. gününde kontrol grubu hariç 

diğer grupların sırt bölgesine tam kat cilt kesisi yapıldı ve primer olarak 

kapatıldı. Yara oluşturulan sıçanlara topikal tedavi uygulandı. Tedavinin 7. 

gününde kan ve doku örnekleri alındı. Kan örneklerinde MDA, SOD, CAT ve 

GSH-Px seviyeleri ELİSA yöntemiyle ölçüldü. Doku örneklerinde VEGF, IL-

1, TNFα ve neopterin seviyeleri PCR ile tespit edildi. Ödem, makrofaj, 

fibroblast ve epitelizasyon skorları ise histopatolojik olarak belirlendi. 

İstatistiksel değerlendirmede SPSS programı (versiyon 22.0) kullanıldı. 

Verilerin analizi Kuruskal–Wallis ve Man Whitney U Testleri ile 

değerlendirildi. İstatistiksel anlamlılık p<0,05 olarak kabul edildi. 

Sölom grubunun MDA değerleri diğer gruplardan daha düşük 

bulunurken (p<0,05), SOD, CAT ve GSH-Px değerleri ise yüksek ölçüldü 

(p<0,05). VEGF değerlendirmesinde sölomik grubun sonuçları diğer tüm 

gruplara göre yüksek olduğu gözlendi (p<0,05). Sölomik grubun IL-1, TNFα 

ve neopterin seviyeleri ise sölom+nitrofurazon grup ve sham grubundan daha 

düşük bulunurken (p<0,05), nitrofurazon grup ile anlamlı bir fark bulundu 
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(p˃0,05). Histopatolojik değerlendirmeler sonucunda yara iyileşmesi skorlarına 

göre sölomik grup epitelizasyon ve fibroblast yönünden diğer tüm gruplardan 

yüksek olduğu bulundu (p<0,05). Sölomik grup makrofaj ve ödem açısından 

sölom+nitrofurazon grup ve sham gruptan daha düşük ölçülmüş (p<0,05), 

nitrofurazon grup ile benzer özellikte bulundu. 

Sonuç olarak deneysel biyokimyasal ve histopatolojik çalışmadan elde 

edilen veriler sölomik sıvının yara belirteçleri üzerine önemli düzelmeler 

sağladığını göstermiştir. Ancak daha ileri çalışmalar ile bunun desteklenmesi 

gereklidir. 

 

Anahtar Kelimeler: Sölomik sıvı, Yara iyileşmesi, 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 I 

(Control group), Group II (coelomic fluids), Group III (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, TNFα, 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, TNFα, 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. GİRİŞ

Yara oluşumu ve oluşan yaranın iyileşmesi insanlık tarihi kadar eski olmasına

rağmen halen tam çözümlenememiş bir sorundur. Bu uzun tarihsel süreçte,

insanlığın ilgi odağı olmuştur ve bu ilgi hiç eksilmeden devam etmektedir.

Yara iyileşmesine yönelik ulaşılan en eski kayıtlar MÖ. 6000 yılına aittir ve

sirke tedavisi üzerinedir (Ryssel ve Kloeters 2009). MÖ. 5. yüzyılda dünyaya

gelmiş olan Hipokrat primer ve sekonder yara iyileşmesi tanımını yapmış ve

hem bitkisel hem de hayvansal kaynaklı içerikler tedavi maksatlı kullanmıştır

(Köşlü 1996).

Yara vücudun herhangi bir yerindeki dokunun travma, ameliyat veya

başka nedenlerle devamlılığının bozulmasıdır (Yazır ve ark. 2004). Yara

iyileşmesi ise bu hasarlanan dokunun anatomik ve fizyolojik özeliklerini,

normal sürekliliğine geri kazandırmak üzere, yaralanma anından itibaren

başlayarak iç içe geçmiş evrelerden oluşan fizyolojik bir onarım sürecidir

(Güllü ve Akalın 2005; Shalaby ve ark. 1995). Bu sürecin aşamaları ise

hemostaz, inflamatuar infiltrasyon, proliferasyon ve maturasyon

(remodellenme) olmak üzere dört kısımdan ibarettir (Karasu ve Bakır 2008).

Yara iyileşmesi oldukça karmaşık ve halen günümüzde tam olarak

açıklanamamış bir süreçtir (Broughton ve ark. 2006). Bu da bilim adamlarını

sürekli olarak ısrarlı bir şekilde çalışmalara ve yeni materyal arayışına sevk

etmektedir. Biyolojik pansuman materyalleri de bunlara örneklerdendir. Yara

yerine larva uygulaması geçmişte birçok klinikte kullanılmıştır (Köşlü 1996,

Erbil 2002). Yine 1910 yılında Dawis plesantanın amnion ve korion

katmanlarını biyolojik pansuman materyali olarak kullanmıştır (George ve ark.

2002). Özellikle Çin ve diğer uzak doğu ülkelerince çeşitli hastalıklarda

kullanılmış ve fayda görülmüş olan toprak solucanları kutanöz yara iyileşmesi

üzerine de iyi gelebilme ihtimali olan biyolojik bir pansuman materyalidir.

Çünkü bu canlıların yaralandıkları zaman kendilerini iyileştirme süreçleri çok

hızlı olmaktadır. Solucanlarda daha önce Kauschke ve arkadaşlarının 1997,

Bilej ve arkadaşlarının 2001 de, Wang ve arkadaşlarının 2006 da,

Adamomowicz ve Wojtaszek’in, 2011 de yapılan çalışmalarda sölomik sıvının
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humoral ve hücresel immün sistemde görev aldıkları ortaya konmuştur.

Sölomik sıvının savunma sistemine sağladığı bu katkı nedeniyle yara

iyileşmesine de olumlu etkilerinin olabileceğini düşündürmüştür. Ayrıca

modern tıptaki gelişmelerle toprak solucanlarından, tıbbi etkileri kanıtlanmış

lumbrofibrin, lumbritin, terrestrolumbrolizin, hipoksantin gibi maddeler izole

edilmiştir. Toprak solucanların da riboflavinden kaynaklanan yeşil renkli

klorogogen hücreleri ve dokularında yüksek oranlarda karbonhidrat, lipit,

protein, pigment ve çeşitli alkalin aminoasitlerin bulunduğu saptanmıştır

(Jiangsu, 2011). Bu içeriklerin de yara iyileşmesine pozitif katkı

sağlayabileceği düşünülmüştür. Sölomik sıvı eldesi aynı solucandan birden çok

kez mümkün olması üstelik bu solucanların üretiminin maliyetinin ve

zahmetinin çok olmaması bir avantaj olarak değerlendirilmiştir.

Hastalarda yaranın iyileşmesini etkileyen gerek sistemik ve gerekse

lokal ek bir olumsuz etkenin duruma eşlik etmesi iyileşmeyi geciktirmektedir

(Gurtner ve ark. 2007; Williams ve ark. 2003). Diyabet hastalığı da bu

bağlamda yara iyileşmesini olumsuz etkileyen en önemli sistemik faktörler

arasında yer almaktadır (Brem ve ark. 2007). Diyabet ve yara günümüz

şartlarında dahi tüm dünyada yüksek mortalite ve morbitide hızına sahip olup

büyük tedavi giderlerine ve iş gücü kaybına neden olmaktadır. Ayrıca hasta

açısından ve ülke ekonomileri açısından sorun oluşturmaktadır (Yönem 2011;

Tarcan 2003). Dünya Sağlık Örgütünün (WHO) verilerine göre 2030 yılında

diyabetin prevelansının ülkemizde 6.422.000 olacağı ön görülmektedir. Bu

sebeple yara iyileşmesi ile ilgili olan çalışmamız da deneysel olarak diyabet

oluşturulmuş sıçan modelini kullanmayı tercih ettik.

Bu tez çalışmasında amaç; sölomik sıvının diyabetlilerde yara

iyileşmesine katkısının olup olmadığını tespit etmek ve mevcut tedavi

yöntemlerinden biriyle kombine edildiğinde etkileşimin ne şekilde olacağını

belirlemektir. Böylece elde edilen verilerin yara iyileşmesinde yeni tedavi

yöntemleri geliştirilmesinde yol gösterici olacağını ümit ediyoruz.
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2. GENEL BİLGİLER
2.1. YARA
Vücudun herhangi bir yerindeki dokunun travma, ameliyat veya başka

nedenlerle devamlılığının bozulmasına yara denir (Arab ve ark. 1994). Yara

iyileşmesi ise travmalar ya da cerrahi işlemler sonrasında oluşan fizyolojik bir

tamir sürecidir. Yara iyileşmesi dört fazdan oluşur. Bu fazlar birbiri içerisine

girmiş olup sınırları keskin olarak ayırt edilemez. Bu fazlar hemostaz,

inflamasyon, proliferasyon, maturasyon (remodelleme) fazlarından

oluşmaktadır (Broughton ve ark. 2006, Yamaguchi ve Yoshikawa, 2001). Bu

evrelerde oluşan bir aksaklık iyileşmenin yetersizliği ile sonuçlanır veya

kronikleşmesine neden olur (Gülen ve ark. 2010). İyileşmeyen yara hem hasta

için hemde doktor için önemli sorun oluşturur. Yara iyileşmesinde önemli bir

basamak olan kollojen sentezi oksijen bağımlı olarak çalışır. Yara dokusunda

oksijenlenmenin bozulması yara iyileşmesinin gecikmesine sebep olur.

(Isenberg ve ark. 2005). Bir yaranın sebebi ne olursa olsun biyokimyasal olarak

oksidatif stres artışı ön plana çıkmaktadır (Lowenstein ve ark. 1994). Yaralarda

inflamasyon artışı olmaktadır. İnflamasyon artışı dokuda harabiyete sebep

olmaktadır. Sonuç olarak ta yara iyileşmesi gecikir veya durabilir. (Özler ve

ark. 2009).

Yaralar akut ve kronik olarak ikiye ayrılır. Akut yaraların onarım süreci

düzenli ve zamanında gelişir. Anatomik ve fonksiyonel bütünlüğün daha iyi

kazanıldığı yaralardır. Genel olarak zamanında iyileşmeyen yaralar kronik

olarak kabul edilir. Kronik yaralar ise onarım düzenli ve zamanında olmadığı

için, yeterli anatomik ve fonksiyonel düzelmenin olmadığı yaralardır. Kronik

yaralar; bası yaraları (dekübit), kronik bacak ülserleri, venöz ülserleri ve

diyabetik bacak ülserleri bu tanıma giren örneklerdir. Kronik yaralarda büyüme

faktörleri azaldığı için proliferasyon evresi gecikir. Bundan dolayı yara

iyileşmesi gecikmektedir. Kronik yaraların iyileşmemesinde yaş,cinsiyet,

iskemi, enfeksiyon, ödem, malnütrisyon ve immün sistemin rolü vardır

(Hamaloğlu ve Mersin, 2003).



4

2.1.1. YARA İYİLEŞMESİ TİPLERİ

Üç tip yara iyileşmesi tipi vardır (Rohrich ve Robinson 1999):

a.Primer İyileşme

Enfeksiyon ve doku kaybının olmadığı yaralarda yanakların birbirine

yaklaştırılarak kapatılması sonucu oluşan iyileşmedir. Bu iyileşmenin geç

kapanan formu da bulunmaktadır. Açık bırakılan yarada anjiyogenez ile doku

kanlanması ve oksijenizasyonu artar. Olay yerine gelen lökositler, bakterileri

yok ederler ve yara dudakları yakınlaştırılarak kapatılır.

b.Sekonder iyileşme

Yara alanında granülasyon dokusunun gelişmesi beklenerek, rejenerasyon ve

reepitilazasyon gelişmesinin meydana geldiği iyileşmedir. Primer iyileşmeye

göre enfeksiyon yoğundur ve bundan dolayı inflamatuar evre uzamıştır.

c)Tersiyer iyileşme:

Sekonder iyileşmeye bırakılan yaranın şartlar uygun hale geldiğinde sütür

atılarak kapatılmasıdır.

2.1.2. YARA İYİLEŞMESİ FİZYOLOJİSİ

Yara iyileşmesi 4 evreden oluşur. Olaylar birbirinin içerisine girmiş ve ayırt

edilemeyecek durumdadır.

Bu evreler:
a) Hemostaz

b) Inflamasyon

c) Proliferasyon

d) Maturasyon (Yeniden modellenme) (Broughton ve ark., 2006).

A) Hemostaz
Kan kaybının fizyolojik olarak sistematik bir şekilde durdurulması işine

hemostaz denir (Robers 2004). Hemostazda terazinin bir ucunda kanın

durdurulması varsa diğer ucunda ise kanın aşırı pıhtılaşmasını önlemek vardır

(Schenone ve ark. 2004). Hemostazdaki sistematik mekanizmalar zincirinin

ana başlıkları şunlardır.

1 Vasküler kasılma

2 Trombosit tıkaç oluşumu
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3 Koagulasyon süreci ve pıhtı oluşumu

4 Hemostazın sonlanması ve fazla gelen pıhtının eritilmesi (Guyton ve

Hall, 2011).

Vasküler cevap ile trombosit tıkaç aşmaları primer hemostaz evresini

teşkil ederken koaglasyon aşaması ise sekonder hemostazdır (Atalan, 2013).

Günlük yaşamdaki küçük çaplı hasarlanmalarda primer hemostaz ile soruna

çözüm aranırken daha büyük hasarlarda sekonder hemostaza daha çok

gereksinim duyulur (Morgan ve ark. 2008). Hemostaz evresindeki kutanöz

yaradaki hücre hakimiyeti eritrosit ve plateletlerdir (Şekil 1).

Şekil 1. Hemostaz evresi hakim hücreleri (Ülger 2015)

1. Vasküler Kasılma
Oluşan hasara ilk yanıt geçici vazospazmdır; bu işlem lokal myojenik yolla

veya refleks nörojenik mekanizmalarla yada hormanal faktörler ile sağlanır

(Robers ve ark. 2004). Dokudaki hasar bir taraftan da hageman faktörü  (faktör

XII) de uyararak da pıhtılaşma sistemini tetiklemiş olur (Robers ve ark., 2004).

2. Trombosit Tıkaç Oluşumu
Endotel yüzeyinde olmayıp ancak subendotelyal alanda var olan adheziv bazı

glikoprotein yapıdaki moleküller endotel bütünlüğünün bozulması ile açığa

çıkarlar (Rubin ve ark. 1993). Açığa çıkan bu moleküller trombositlerle temas

edince trombositlerde bir takım değişikliklere neden olurlar ve pıhtılaşma



6

mekanızmasında görev alacak olan moleküllerin birbiri arasındaki bağlantıyı

sağlarlar (Morgan ve ark. 2008). Trombositler önce şişerler, yüzeyleri

düzensizleşir ve psödopotları oluştururlar sonra kasılma özelliği olan proteinler

güçlüce kasılarak aktif faktörler içeren granülleri serbestleştirirler. Daha sonra

trombositler yapışma özelliği kazanırlar ve von willebrand faktörü adı verilen

bir proteine tutunurlar. Böylece trombositler hasarlı bölgeye yapışması

(adezyon) kolaylaşır, subendotelyal bölgeye yapışan trombositlerden ortama

granüller salgılanır (sekresyon), granüller ise tromboksan A2 (TXA2) içerir.

Glikoprotein IIb/IIIa (GpIIb/IIIa) gibi reseptörlerin varlığında daha önce

endotelin ile başlayan vazokonstrüksiyonun devamı sağlanır (Atalan 2013). Bir

taraftan kalsiyum varlığında faktör XII ile başlayan koagülasyon sistemi

aktifleşirken diğer taraftan adenozin di fosfat (ADP) varlığında TXA2

trombosit agregasyonunu uyarır ve endotel üzerinde tıkaç oluşturur (Morgan ve

ark. 2008).

3. Koagulasyon Süreci ve Pıhtı Oluşumu

Yaralanmalarda damar hasarı büyükse pıhtılaşma 15-20 saniyede oluşmaya

başlarken daha küçük damar duvarı hasarlarında bu süre 1-2 dakikayı

bulabilmektedir. Pıhtılaşmanın başlaması çok sayıda inaktif pıhtılaşma

faktörünün aktif hale dönüşmesiyle gerçekleşir (Tablo 1). Damar

yaralanmasından sonraki pıhtılaşmanın fiziksel olayları Şekil 2’de

gösterilmiştir. İnaktif kompenetlerin aktif hale dönüştürülmesinin her biri bir

reaksiyon basamağı olup fosfolipit kompleksinde toplanan enzim substrat ve

kofaktörden oluşup kalsiyum iyonuna ihtiyaç duyar. Böylece reaksiyonların

etkilenen bölgede sınırlı kalması sağlanmış olur (Bennet 1991).

Pıhtılaşma basamakları 3 ana başlıkta toplanır:

a- Protrombin aktivatörünün oluşum basamağı

b- Protrombinin protrombin aktivatörü ile trombine dönüşüm basamağı

c- Fibrinojenin trombin ile fibrin iplikçiklerine çevrilmesi basamağı
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Tablo 1. Kanda bulunan pıhtılaşma faktörleri

KANDA BULUNAN PIHTILAŞMA FAKTÖRLERİ

Pıhtılaşma Faktörü

Faktör I Fibrinojen
Faktör II Protrombin
Faktör III Doku Faktörü; Doku Tromboplastini
Faktör IV Kalsiyum
Faktör V Proakseleri = Labil faktör = Ac-globülin = (Ac-G)
Faktör VII Serum protrombin konversiyon akselaratörü (SPCA)

Prokonvertin; Stabil faktörFaktör VIII Antihemofilik faktör (AHF) = antihemofilik globülin

antihemofilik faktör AFaktör IX Plazma tomboplastin kompenenti (PTC) = Christmas

faktörü; antihemofilik faktör BFaktör X Stuart faktörü = Stuart – power faktörü
Faktör XI Plazma tromboplastin antesedanı (PTA)

Antihemofilik faktör CFaktör XII Hageman faktörü
Faktör XIII Fibrin stabilize edici faktör
Prekallikrein Fletcher faktörü
Yüksek molekül

ağırlıklı kinojen

fitzgerald faktörü = High - moleküler = weight –

kininojenTrombositler Platelet

Şekil 2. Yaralanmış damarda pıhtılaşma aşamaları (W.H. Seegers: hemostatik ajanlar.
Springfield, III., Charles C Thoas 1948 den modifiye edilmiştir).
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a. Protrombin Aktivatörünün Yapımı

Yara oluşumunda damar zedelendiği zaman bir taraftan hasarlanan damar ve

çevre dokusu içerisindeki moleküllerin aktifleşmesiyle (ekstrinsek mekanizma)

ve diğer taraftan da kanın içinde bulunan molküllerin aktifleşmesiyle (intrensek

mekanizma) protrombin aktivatörü yapımı başlatılır. Bu mekanizmaların her

ikisi de sürekli olarak birbirleriyle etkileşim halindedirler (Szanto ve ark.

2012).

Bu her iki mekanizma pıhtılaşma faktörleri adı verilen bir dizi plazma

proteinleri içerir. Bu proteinler çoğunlukla proteolitik enzimlerin inaktif

formlarıdır. Ekstrensek yolun ana başlatıcı faktörü faktör III iken intrensek

yolun ana başlatıcı faktörü faktör XII dir. Basamak basamak aktif forma

dönüşüm gerçekleştikçe reaksiyonlar zinciri ilerler ve protrombin aktivatörünü

oluşturur (Şekil 3 ve Şekil 4).

Şekil 3. Pıhtılaşmanın  ekstrensek basamakları.

DokuTravmasi

Doku Faktörü

Aktif Faktör X (Xa)

Protrombin aktivatörü

TrombinProtrombin

Trombosit
fosfolipidleri

Ca++

VCa++

X

Ca++

VII VIIa



9

Şekil 4. Pıhtılaşmanın intrensek basamakları.

b. Protrombinin Trombine Dönüşümü
Protrombin aktivatörü oluştuktan sonra ortamdaki kalsiyumunda tepkimeyi

katalizlemesiyle protrombin trombine dönüştürülür (Şekil 5). Oluşan trombin

bir yandan faktörlerden V, VIII, IX, XI’i aktive ederken bir yandan da

trombositlerin agragasyonunu ve aktivasyonunu uyarır böylece daha çok

protrombinden trombin oluşturulmuş olur (Linden 2013).

Kanin travmaya ugramasi
   veya kollajenle temasi

Aktif faktör XII (XIIa)XII

XI Aktif faktör XI (XIa)

IX Aktif faktör IX (IXa)

Aktif faktör X (Xa)X

Trombosit
fosfolipidleri Trombin

V

Protrombin
 aktivatörü

Ca++

TrombinProtrombin

Ca++

Trombosit
fosfolipidleri

Ca++

VII VIIa

Trombin

(HMW kininojen)

Ca++
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Şekil 5. Protrombinden trombin ve fibrinojenden fibrin iplikçiklerinin oluşumu.

c. Fibrinojenin Fibrine Dönüşümü ve Pıhtı Oluşumu
Trombin oluştuktan 10-15 saniye sonra fibrinojenlerin fibrin iplikçiklerine

polimerizasyonuna neden olur. Trombin, proteolitik etkiye sahip olup her bir

fibrinojen molekülünden dört düşük molekül ağırlıklı peptidi ayırır ve fibrin

monomeri oluşur. Saniyeler içerisinde fibrin monomerleri polimerizasyon ile

fibrin iplikçiklerine dönüşür. Fibrin iplikçikleri ise pıhtının retikulumunu

oluşturur. Ayrıca trombin faktör XIII ü de aktifleştirerek fibrin iplikçikleri ağı

ile istenilen stabil pıhtıyı oluşturur (Colman ve ark. 2001).

Trombin oluşumu aynı zamanda fibrin stabilize edici faktörü de aktive

eder. Trombosit kaynaklı bir madde ile de bu işlem gerçekleştirilir. Fibrin

stabilize edici faktör aktifleşince fibrin monomerleri arasındaki zayıf

nonkovalan hidrojen bağlarının yapısını etkiler ve fibrin monomerleri

arasındaki kovalent bağlar ile komşu fibrin iplikçikleri arasında çapraz bağlar

oluşmasını sağlar ve böylece fibrin ağının üç boyutlu yapısı kuvvetlendirilmiş

olur. Böylece oluşan fibrin yumağı her yöne uzanabilen plazmayı, trombositleri

ve diğer kan hücrelerini içinde barındıran bir yapı halini almış olur. Bu yapı

hasarlanan damarların yüzeyine yapışır yırtığı kapatır ve kan kaybını önlemiş

olur.

Protrombin

Trombin

Fibrinojen monomeriFibrinojen

Fibrin iplikçikleri

Capraz bagli fibrin iplikçikleri

Ca++

Trombin aktif fibrin
stabilize edici faktör

Protrombin
aktivatörü Ca++
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4. Hemostazın Sonlanması ve Fazla Gelen Pıhtının Eritilmesi

Pıhtı oluştuktan sonra iki farklı mekanızma işler bunlardan ilki

fibroblastlarında etkisiyle bağ dokusuna dönüşüm ikincisi ise oluşan pıhtının

fazlasının eritmesidir, böylece hemostatik dengenin korunması sağlanmış olur.

Yani pıhtılaşma sonsuza dek gidemez bir yerde durdurulması gerekir. Bu da

dolaşımdaki mevcut antikoagulanlar, endotel kaynaklı moleküller ve karaciğer

metabolizasyonu sayesinde sağlanır (Guyton ve Hall, 2011). Dolaşımda

endojen antikoagulanlara örnek antitrombin III, Protein S, Protein C ve doku

faktörü yolu inhibitörü (TFPI) dır (Clemetson, 2012). Endotel kaynaklı

pıhtılaşmayı önleyici moleküller ise heparin benzeri bir molekül olup

antitrombin III’ ü aktive eder. Bu da koagulasyon sırasında oluşan serin

proteazlarını inhibe eden başlıca moleküldür. (Hathcock 2004). Antitrombin III

ayrıca aktif faktörler olan IXa, Xa, XIa, XIIa, TF-VIIa kompleksinin ve

trombinin inhibitörüdür. Diğer taraftan antitrombin III Protein S ve Protein C

nin aktivasyonunu artırır. Sonuçta koaglasyon sistemi durdurulmuş olur

(Adams ve ark. 2007). Hemostaza ihtiyaç bitince sonlandırma kısaca böyle

özetlenirken diğer yandan oluşmuş olan ihtiyaç fazlası pıhtı ise fibrinoliz

sayesinde eritilir. Fibrinoliz; plazmin ile fibrini bir arada fibrin iplikçiklerin

eritilmesidir ve fibrinin yıkım ürünlerine dönüşmesidir (Diethorn ve Weld

1989).

B ) İnflamasyon

Yaralanmanın erken dönemlerinde vazokonstrüksiyon oluşurken yaklaşık 20

dakika sonrasında serotonin, histaminler ve prostoglandinler aracılığıyla

vazodilatasyon gelişir.  Yara bölgesinde kırmızımsı bir görünüm oluşur.

Trombositlerden salgılanan faktörler, pıhtılaşama mekanizmasında açığa çıkan

bradikinin gibi ürünler ile hasar bölgesinde nekrozdan kaynaklanan faktörler

yara çevresindeki endotel geçirgenliğini artırarak damar dışına plazmanın

difüzyonuna ve ödeme sebep olur. İnflamasyonun hakim hücreleri nötrofiller

ve lenfositlerdir (Şekil 6).
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Şekil 6. İnflamasyon evresi hakim hücreleri (Ülger 2015)

Primer sütür uygulanan cerrahi kesiler de yarayı pıhtı doldurur ve yara

da bir dayanıklılık oluşturur. Pıhtının dehidre olması ile yara kabuğa dönüşür.

Oluşan kabuk yarayı enfeksiyondan koruyup sekonder kanamayı önler.

Pıhtılaşmada ilk olarak kan dolaşımı yoluyla lökositlerden nötrofiller gelir

(Parslow ve Bainton, 1997). Inflamasyonun ilk hücresi nötrofillerdir. Nötrofiller

24 ve 48. saatte maksimum seviyeye oluşur (Brunicardi ve ark., 2005).

Nötrofiller savunma sisteminde görev yaparak hücre yıkım ürünlerini,

bakterileri ve vücuda giren diğer yabancı cisimleri uzaklaştırırlar (Regan ve

Barbul, 1994). Nötrofiller granüllerden jelatinaz, elastaz, kollajenaz gibi

proteazlarla birlikte reaktif oksijen türleri de salınmakta ve bu proteazlarda

nekrozu debride etmektedir. Enfeksiyon yok ise yaranın 3. gününden sonra

hızla azalır. Görevlerini tamamlayan nötrofiller ölüp o bölgeyi makrofajlarla

(sistemik dolaşımdaki monositlerden kaynaklanan mononükleer fagositik

hücreler) uzklaştırılırlar (Erbil, 2002). Yara bölgesine gelen makrofajlar

interlökin-1 (IL-1) ve interlökin-8 (IL-8) gibi proinflamatuar peptitler ve tümör

nekroz faktör (TNF) salınımı ile yara iyileşmesinde görev yaparlar (Jones ve

ark. 2004). Makrofajlar, TNFα, trombosit türevli büyüme faktörü (PDGF),

İnsülin benzeri büyüme faktörü-1 (IGF-1), transforme edici büyüme faktörü-

beta (TGF-β) ve IL-1 salgıladığı önemli sitokinlerdir. Damar dışına çıkan

monositler, interlökin-2 (IL-2) ve interferon alfa (IFN-α) ile aktive olarak TGF-

β salarlar. TGF-β akut inflamasyon hücrelerinin toplanmasını sağlar. Yara
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onarımı pıhtı ve nötrofiller tarafından başlatılıp makrofajlar tarafından devam

eder. (Şekil 7.) Enfeksiyonlu yaralarda makrofajların maksimum stimülasyonu,

inflamatuar fazın uzamasına ve skar dokusu oluşumuna sebep olabilir.

Şekil 7. Yara iyileşmesi hakimiyetinin günlere göre dağılımı (Sabiston Textbook of
Surgery. The Biological Basis of Modern Surgical Practice. 18 th edition. Elsevier
Saunders; 2008 den modifiye edilmiştir)

Diyabetiklerde fonksiyonel olarak ayrımlaşan makrofaj alt tiplerinde

farklılıklar saptanmıştır. Öldürücü makrofaj miktarı artarken, onarım

makrofajları miktarı azalmıştır. Makrofajlardaki değişim sitokin miktarını da

değiştirerek, fibroplazi ve anjiyogenezi uyaran ve proliferatif faza geçişi uyaran

faktörleri baskılamaktadır. Diyabetiklerde, makrofajlardan PDGF ve IGF-1

salınımı azalırken, inflamatuar sitokinler artmaktadır.

Bir hücreye özgü olan ve bunlar üzerinde büyüme sağlayan protein

yapıdaki endokrin sistem molekülleri genel olarak büyüme faktörleri olarak

adlandırılır. Hücrenin büyüme ve çoğalmasında büyüme faktörlerinin temel rol

oynadığı gözlenmektedir (Burçak ve ark. 2002). Büyüme faktörleri granülasyon

dokusunu uyarıp epitelizasyonu hızlandırarak yara iyileşmesinin inflamasyon

fazında makrofajların uyarısı ile üretilirler (Broughton ve ark. 2006).
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C) Proliferasyon

Bu evre yaralanmanın 5. ve 7. günlerinde kollajen sentezinin artmasıyla pik

yaparak 15-21. güne kadar kalırlar. Fibroblastların baskın olmasıyla yarada

granülasyon dokusu yaralanmanın 3. ve 6. günlerinde başlar. Fibroblastlar

mezenşimal ve perivasküler adventisyadan köken alarak, yeni gelişen kapiller

boyunca sitoplazmik uzantılar oluşturarak yaranın içine doğru haraket ederler.

Fibroblastlar onarımın temel elemanlarıdır ve yara onarım sürecinde bazı

yapısal proteinlerin üretiminden sorumludur. Granülasyon dokusu fibroblast ve

inflamasyon hücrelerinin birleşiminden oluşur. Granülasyon kelimesi yara

yüzeyindeki dokunun parlak kırmızı granüler görünümünden gelmiştir.

Granülasyon dokusu sistemik yarada bir enfeksiyona bariyer görevi üstlenerek

açık yaranın iyileşmesini sağlayarak epitel hücrelerinin göç etmesine zemin

sağlar (Kaya ve ark. 2005).

D) Matürasyon

Maturasyon evresi yara iyileşmesinin son basamağı olup remodelling dönem

diye de adlandırılan yaklaşık bir yıl kadar devam eden en uzun süreçtir (Şekil

8). İyileşmenin bu evresinde yara yerindeki fibroblastların sayısı azalmış,

epitizasyonun tamamlanmış ve kırmızı yara rengi de soluklaşmıştır (Kaya ve

ark., 2005). Hücresel ve vasküler yapıdan zengin granülasyon dokusu daha az

hücresel ve vasküler özelliğe sahip olan skar dokusuna dönüşür. Bu dönüşüm

kısmen hücrelerin göçüyle kısmen de apopitoz yoluyla olmaktadır. Kolajen

yıkım ve sentezi bir dengeye ulaşmıştır (Karasu ve Bakır 2008). Maturasyon

döneminde yara gerim kuvveti artar yara gerim kuvveti inflamasyon

döneminde % 10 ve proliferasyon döneminde % 45 iken maturasyon

döneminin 3. ayında % 80’ lere ulaşır. Ancak hiçbir zaman % 100 yara gerim

kuvvetine ulaşamaz (Arslan 2003). Bu yara gerim kuvvetinin kollajen

fiberlerin kalınlığı ve düzeniyle pozitif bir korelasyonu vardır (Karasu ve Bakır

2008).



15

Şekil 8. Maturasyon dönemi (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 ayrı tip kollajen vardır. Her zincir yüksek frekansla tekrarlayan glisin-prolin-

hidroksiprolin sekanslarından oluşur. Normal dermiste %80 tip I kollajen varken,

% 20 tip III kollajen bulunur. Yara iyileşmesinin 3-4. günü tip III kollajen fazla

iken ilerleyen günlerde tip I kollajen miktarı artar. Yaralanmanın ilk haftasında

sentezlenen kollajen, kollajen liflerinin çapraz bağlanması ile yara dokusunu

sarar. Ne kadar çapraz bağ fazla ise sağlamlığı o kadar fazladır. Kollajen, deri,

kemik ve tendon başta olmak üzere birçok dokunun yapısal proteinidir. Kollajenin

yapısında en fazla miktarda hidroksiprolin ve hidroksilizin aminoasitleri

bulunmaktadır. Kollajenin temel görevi, dokuların deformasyona karşı dirençliğini

olmasını ve dokuların şekil almasını sağlamaktır. Yaranın ilk haftasında kollajen

sentezi pik seviyeye ulaşır (Karasu ve Bakır 2008).

2.1.3.YARA İYİLEŞMESİNDEKİ MEKANİZMALAR

Anjiogenez: Kan damarlarının embriyonik gelişiminde anjioblast olarak

isimlendirilen endotel hücrelerinden primitif bir vasküler ağın oluşturduğu

vaskülogenez ile oluşur. Kısaca erişkinlerde entodel hücrelerinden yeni kan

damarı oluşumu olarak tanımlanabilir. Anjiyogenez kronik inflamasyon ve

fibrozisde, tümör büyümesinde ve iskemik doku vaskülarizasyonunda çok

önemlidir. Yara iyileşmesinde fibroblastların proliferasyon süreci ile

anjiyogenez paralel olarak gelişmeye başlar. Yara iyileşmesinde mezenşimal
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hücrelerin göçü, proliferasyonu ve sentezi için gerekli oksijen ve enerji, yeni

kan damarlarından sağlandığı için anjiyogenez yara iyileşmesinde çok önemli

rol oynar (Karasu ve Bakır 2008).

Epitelizasyon: İç ve dış ortamda epidermis bariyer olarak görev yapar.

Epitelizasyon yaralanmadan 1-2 saat sonra başlar. İç ortamdan sıvı ve elekrolit

çıkışını engellerken, dış ortamdan yabancı madde girişini engeller. Epitel

hücreleri trombositler, büyüme faktörleri ve makrofajların etkisi ile yara

alanına göç eder. Epitelizasyon yara iyileşmesi esnasında epitel hücrelerinin

çoğalmasını kapsayan bir süreçtir.

Yara Kontraksiyonu: Kontraksiyon yaralanmanın 5-12. günlerinde

maksimum düzeye ulaşır. Oluşan yaranın kapanması için yara uçlarından

merkeze doğru hareket ederek yarayı küçültür ve günlük yaklaşık 0,6 mm

ilerler. Granülasyon dokusu deri kenarlarını içe doğru çeker ve böylece

epitelizasyon ile kapatılacak alan azalır. Granülasyon dokusu içindeki

fibroblastlar, yapı ve fonksiyon olararak farklılaşır kontraktil yeteneğine sahip

myofibroblast denen düz kas hücrelerine bezeyen bir yapıya dönüşürler. Bu

hücreler sadece yara dokusunda bulunur, sağlam bağ dokuda ise bulunmazlar

ve aktin-miyozin benzeri yapılar içerirler. Yaraların şekline göre, yara

kontraksiyonu ve skar oluşumu da değişir (Karasu ve Bakır 2008).

2.1.4. YARA İYİLEŞMESİNİ ETKİLEYEN FAKTÖRLER

Yara iyileşmesi esnasında gelişen olayların bir kısmı bilinerek, bir kısmı da

bilinmeden yara iyileşmesinin gecikmesine neden olmaktadır. Bunlar yara

iyileşmesinin kalitesini ve yeterliliğini bozar. Yara iyileşmesinde yaş, anemi,

kullanılan ilaçlar, malnutrisyon, diyabet, sarılık, obesite, kompanse oligemi,

malign hastalıklar, vitamin ve eser element eksiklikleri, genetik ve

immünolojik bozukluklar, enfeksiyon, hormonal faktörler ve sigara oldukça

önemli faktörlerdendir (Karasu ve Bakır 2008).

1.Beslenme: Yara iyileşmesinde beslenmenin önemi Hipokrat zamanından beri

bilinmektedir. Protein yetersizliği vücutta amino asit dengesizliğine neden

olacaktır. Protein eksikliğinin neden olcağı immün sistem bozukluğu, ödem

sürecinde ve epitelizasyonda (kollajen yapımını inhibe ederek) yara
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iyileşmesini geciktirir. Askorbik asit ise kollajen sentezinin hidroksilasyon

basamağında önemli rol oynar ve eksikliği durumunda yara iyileşesinde

gecikmeler olur. Vitamin A ise epitelizasyonda görev alırken eksikliğinde

epitelizasyon basamağı gecikir. Vitamin K eksikliğinde ise koagülasyon oluşur

ve kan pıhtılaşma zamanı uzayarak kanama miktarı artar. Yüksek kanama ise

enfeksiyona yatkınlığa sebep olur. Çinko vücutta birçok enzimin kofaktörü

olarak kullanılan bir mineraldir eksikliğinde enfeksiyonlara yatkınlık görülür.

Çinko içeren besinler verilen canlılarda yara iyileşmesinin daha hızlı olduğu

görülmüştür.

2.Anemi: Anemi eritrosit sayısının azalması veya hemoglobin miktarının

azalması veya her ikisinin birlikte olması sonucu oluşan bir hastalıktır. Demir

eksikliği anemisinde hemoglobinin, oksijeni akciğerlerden kapiller arterlere

taşıyamaması nedeniyle anemi, hücre, doku ve organlarda hipoksiye neden

olabilir buda yara iyileşmesini geciktirir.

3.Enfeksiyon: Yara iyileşmesi; derinin mikrobiyolojisi, yaranın tipi, uygulanan

tedavinin şekli ve konağın savunması ile ilişkisi olan karmaşık bir süreçtir.

(Mertz, 1993). Temiz yeni oluşmuş bir yaranın milroflorası normal deri

mikroflorasına yakın özellik gösterir. Kirli ve kronik yaralarda  ise flora

farklılaşmıştır. Çünkü canlılığını yitirmiş dokular mikroorganizmalar için

uygun çoğalma imkanı oluşturmakta ve çoğalan mikroorganizmalar çevredeki

canlı dokulara invaze olabilmektedir. (Westaby ve White 1987).

Mikroorganizma konağın savunmasını yenip dokuyu istila edebilirse

enfeksiyon süreci başlar. Bu süreçte inflamatuar faz uzar ve yara iyileşmesinin

gecikmesine sebep olur.

4.Yaş: Yara iyileşmesinde yaş oldukça önemlidir. Çocuklarda yara iyileşmesi

hızlı iken yaşın ilerlemesiyle birlikte yara iyileşme hızı azalır. Embriyonejik

dönemde immün sistemin henüz tam gelişmemiş olması, inflamatuar yanıtın

yetersizliği ve büyüme faktörlerinin miktarının az olması sebebi ile skar

dokusu ya hiç oluşmaz ya da en az düzeyde oluşurken yaş ilerledikçe

inflamatuar yanıt azalarak, epitelizasyon yavaşlar ve aktif proteaz düzeyinde

artış olarak yara iyileşmesi gecikir.
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5.İlaç kullanımı: Bazı ilaçlar yara iyileşmesinin gecikmesine sebep olur.

Steroidler immünsüpresif ilaçlar kemotropik ajanlar, kolsişin ve hemostatik

ajanlar örnek olarak verilebilir.

6.Keloid oluşumu: Aşırı miktarda kollajen birikimi keloid olarak isimlendirilir

ve tümoral skorların oluşumu ile sonuçlanır.

7.Hormonal Denge: Kortizon insülin salgısını azaltırken yara iyileşmesini

geciktirir. Östrojen bölgesel enfeksiyonu azaltarak yara iyileşmesini

hızlandırırken, testesteron inflamatuar sinyalleri artırıp iyileşmeyi hızlandırır.

8.Yetersiz kanlanma: Arterioskleroz veya venöz anomaliler, kan akışını

bozdukları için yara iyileşmesini yavaşlatırlar.

9.Diyabet: Yara iyileşmesini diyabetik hastalıklar geciktirir. Diyabetlilerde

oluşan kan viskoz miktarındaki artış, hücresel ve humoral immunite zayıflığı,

mikrovasküler hasarların varlığındaki artış yara iyileşmesini geciktirir.

2.1.5. YARA İYİLEŞMESİNDE KULLANILAN HAYVAN MODELİ

Yara iyileşmesi oldukça karmaşık olaylar dizisidir. Birçok faktör yara

iyileşmesinde aktif olduğundan araştırmacılar için canlı model kullanmak

kaçınılmazdır. Deneysel hayvan modeli, insana patolojik süreçlerde en yakın

benzerlik gösteren yaşayan organizma modeli olarak tanımlanır. Yara

iyileşmesinde birçok çalışmada hayvan modeli olarak sıçanlar kullanılmıştır.

Çok iyi bilenen bir model olmasından, lezyon oluşturmak için uygun alana

sahip olmasından ve kolayca uygulanabilir modeller olmasından dolayı hayvan

modeli seçilirken sıçanların kullanımı yaygındır. Sıçan ve insan derisi arasında

benzerlik ve farklılıklar bulunmaktadır (Tablo 2).

İnsan derisi ile sıçan derisi arasında morfolojik olarak farklılıklar ve

benzerlikler olması sebebi ile yara iyileşmesi süreci birebir aynı değildir.

Sıçanlarda endojen C vitamini kaynağının olması ve pannikulus karnosus

denilen kas yapısının bulunması yara kotraksiyonunu hızlandırır. İnsanlarda ise

epitelizasyon daha hızlı olmaktadır. Bunda yara yerinin insanlarda sıçanlara

göre daha temiz kalmasının rolü vardır (Dorsett-Martin, 2004). Uzun yıllardır

araştırmalarda kullanıldığı için çok iyi bilinen bir model olması, lezyon

oluşturmak için uygun alan büyüklüğüne sahip olması ve kolayca
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denetlenebilir modeller olması sebebiyle sıçanlar çalışmalarda tercih

edilmektedir.

Tablo 2. Sıçan ve insan derisi arasındaki benzerlikler ve farklılıklar

(Dorsett-Martin, 2004)

Özelikler Sıçan İnsan
Epidermis Evet Evet
Bazal Membran Evet Evet
Dermis Evet Evet
Vitamin C Kaynağı Endojen Ekzojen

Yapılan birçok araştırmada sıçanlar üzerinde gerçekleştirilen yara

modellerinde en sık lokalizasyonu sırttır. Bunun nedeni yüzey genişliği olarak

açıklanabilir. Cinsiyet seçiminde androjenin yara iyileşmesi üzerine olumsuz

etkisi sayılabilir. Yara yerinde iyileşmeyi hızlandırmak amacı ile yara örtüsü

kullanılabilir ancak bu tercihe bağlıdır.

2.2. DİYABET

Diyabet, insülin salgısı yokluğuna veya dokuların insüline duyarlılığında

azalmaya bağlı karbonhidrat, yağ ve protein metabolizmalarnın bozulmasını

kapsayan bir sendromdur. Diyabetin iki tipi vardır: (Baret, 2011).

1.Tip I diyabet; İnsülinin üretilemiyor olmasına bağlıdır. Burada primer

olay otoimmün mekanizmayla beta hücrelerinin harabiyeti oluşarak insülin

eksikliğinin ortaya çıkmasıdır.  İnsüline bağımlı diyabet (IDDM) adını da alır

(Hirsch ve ark,1991; Cheng ve Larner, 1985; Hutton,1989).

2.Tip II diyabet; hedef hücrede insülinin metabolik etkilerine

duyarlılıklarının azalması sonucu gelişir. Söz konusu olan insülin yokluğu

değil var olan insüline karşı hedef hürenin duyarlılığının azalmasıdır. İnsüline

bağlı olmayan diyabet (NIDDM) denir. Bu duruma insülin direnci de denir

(Tüzün, 1995; Taylor ve Agius, 1988).

Diyabet, ana besin maddelerinin metabolizmaları değişmiştir. İnsülin

yokluğunun veya insülin direncinin glikoz metabolizmasına başlıca etkisi,

glikozun birçok hücre tarafından alınmasının veya kullanılmasının
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engellenmesidir. İnsülin vb. ajanlar glikozun dokuların içeri girmesi için

gereklidir. İnsülin eksikliğinde glikoz kandan hedef hücreye yeterli bir şekilde

taşınamayarak hiperglisemi ve metabolik asidoz (ketoasidoz) gelişir. Kan

glikozu artar, glikoz kullanımı giderek azalır ve yağların, proteinlerin kullanımı

artar (Guyton ve Hall, 2011).

2.2.1.TİP I DİYABET

Çocukluk yaşlarında daha sık görülen pankreasın β hücrelerinin otoimmün

veya otoimmün dışı nedenlerle hasar görmesi sonucunda insülin miktarındaki

azalma olarak tanımlanan hipergliseminin oluştuğu bir kronik hastalıktır.

Pankreasta beta hücreleri hasar gördüğünde veya insülin yapımını engelleyen

herhangi bir hastalığın varlığında Tip I diyabet ortaya çıkar. Otoimmün

hastalıklar veya çeşitli viral enfeksiyonlar Tip I diyabet yapan hastalıklara

örnek olarak verilebilir. Ancak kalıtımda hücrelerin hasara karşı cevabını

belirler. Tip I Diyabet dünyada sık olarak rastlanan hastalıklardan birisidir.

Herhangi bir yaş grubunda görülmekle birlikte en sık 7-15 yaş grupları

arasında görülür (Yönem ve Özata, 2006; Altun, 2011). Tip I diyabet

otoimmünetinin varlığına göre Tip 1a ve Tip 1b olarak ikiye ayrılır.  Tip 1a

diyabetli olguların % 90’nını oluştururken, çocukluk yaşlarında görülen

otoimmünite belirleyicisi negatif olan Tip 1b %10’luk kısmını oluşturur

(Inzucchi, 2009). Birkaç gün veya haftatada aniden akut olarak başlayabilir. Üç

önemli bulgu vardır: (1) Kan glikozu artar, (2) karaciğerde kolesterol yapımı

için yağ kullanımı artar, (3) vücut proteinleri azalır (Guyton ve Hall, 2011).

Diyabette kan glikoz seviyesi yükselmiştir. Kanda İnsülinin az olması

sebebiyle glikoz hücreler tarafından kullanımı azalır. Bir taraftan da

glikoneogenez ile glikoz yapımı artar. Böylece kan glikoz seviyesi 300-1200

mg/100ml ye yükselir. Yüksek kan glikoz seviyesi organizmada çeşitli etkilere

sebep olur.   Kanda glikoz miktarı çok arttığında glomerüler filtrat içinde

böbrek tübüllerinden geri emilebilen düzeyi aşan glikoz miktarı, idrar ile atılır.

İdrarla glikoz atılımı kan glikoz seviyesinin 180 mg/100 ml üzerine çıktığında

başlar. Bu değer eşik değerdir. Glikozun kandaki seviyesi 300-500 mg /100 mL

gibi değerlere yükseldiğinde her gün 100 g glikoz idrarla atılır. Kan glikoz
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seviyesinin çok yüksek olması hücrede sıvı kaybına neden olur.  Bunun sebebi

artan osmotik basıncı dengelemek için suyun intraselüler alandan ekstraselüler

alana geçmesidir. Glikoz seviyesinin yükselmesine bağlı oluşan dehidratasyona

ek olarak glikozun idrar ile atılımıda ozmotik diüreze sebep olur ve sonuçta

dehidratasyon oluşur. Hücre zarında fonksiyonları olan sodyum, potasyum,

magnezyum ve fosfat gibi birçok iyon su ile beraber atılır.  Glikozun renal

tübüllerdeki yoğunluğu osmatik basıncı etkilemekte buda sıvının tübüllerden

geri emilimini büyük çapta azaltmaktadır. Buda idrarla sıvı kaybına neden

olmaktadır. Sonuç olarak dehidratasyona neden olmaktadır. Kan glikoz

seviyesinin uzun süreli yüksek kalması doku hasarı sebebidir (Yönem, 2011).

Glikozun kanda uzun süreli yüksek seviyede kalması dokularda kan

damarlarının işlevlerinin bozulmasına ve yapısal değişikliklere uğramasına

sebep olur. Dokuların kanlanmasının düşmesine yol açar. Bu durum ise kalp

krizi, inme, böbrek yetmezliği, retinopati, alt ekstremitelerde iskemi ve

gangren gibi hastalıkların artmasına neden olabilmektedir. Sonuçta birçok

dokuda hasar oluşmaktadır. Doku hasar mekanizmaları tam olarak

aydınlatılamamış olsa da yüksek glikoz seviyesinin endotel ve vasküler düz kas

hücrelerinde meydana gelen değişiklikler ve protein metabolizmasındaki

bozukluklar rol oynamaktadır. Diyabetli hastalardaki renal hasar sekonder

hipertansiyona sebep olur. Lipit metabolizmasının bozulması aterosiklerotik

hastalıkların sıklığının artmasına yol açmaktadır (Tüzün 1995). Diyabette

yağların kullanımı artar ve buna bağlı olarak metabolik asidoz oluşur.

Karbonhidrat metabolizmasından yağ metabolizmasına kayma sonucunda

plazmada dokuların okside edebileceğinden daha fazla asetoasetik asit ve β-

hidroksibütirik asit gibi keton bileşiklerinin serbest hale geçmesine yol açar.

Buna bağlı olarak hastada metabolik asidoz tablosu oluşur. İnsülin tedavisi ile

tablo düzeltilmezse diyabetik koma gelişir ve bu durum hastanın ölümüyle

sonuçlanabilir (Karasu ve Bakır, 2008). Metabolik asidozdaki kompansazyon

mekanizmaları diyabetik asidozda da devreye girer. Hızlı soluk alıp verme

sonucu CO2 in solunum yolu ile aşırı atılmasına ve ekstraselüler sıvıda

bikarbonat seviyesinin belirgin bir şekilde düşmesine sebep olur. Böbrekler bu

durumu kompanze etmek için ekstra selüler sıvıdaki bikarbonatı artırmaya
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çalışır. Bahsedilen bu tablo diyabetli kişilerde kan glikoz seviyesinin uzun süre

kontrol altına alınmadığı durumlarda ortaya çıkar. Kan Ph sı 7’nin altına

düştüğünde birkaç saat içinde asidoz koması ve ölüm gerçekleşebilir. Şiddetli

diyabetik asidozda eloktrolit dengesinde de değişiklikler oluşur (Tüzün, 1995).

Karaciğer metabolizmasında uzun süreli olarak yağ kullanımı kandaki

kollesterol düzeyinin artmasına sebep olur. Kandaki kollesterol seviyesinin

artışı arter duvarlarında ateron plaklarının oluşmasına ve ateroskleroza sebep

olur. Diyabetlilerde yağ kullnımı kadar protein kullanımıda artar. Protein

kaybına yol açar ve neticede kilokaybı gözlenir. Diyabet kontrol altına

alınmadığında ciddi metabolik bozukluklara ve buna bağlı gelişen mortalite ve

morbiditelere sebep olur (Guyton ve Hall, 2011).

2.2.2. TİP II DİYABET

Tip II diyabet, Tip I ile görülme sıklığı yönünden karşılaştırıldığında 9 a 1 dir.

Yani diyabetli hastaların %90 ı Tip II dir (Yönem, 2011). Hastalık 30 lu

yaşlarda ortaya çıkmaya başlamakla birlikte sıklıkla 50-60 lı yaşlarda kendini

gösterir. Hastalık kronik seyirli olup yavaş ilerler. Bu nedenle sıklıkla erişkin

tip diyabet adı verilir.   Son yıllarda Tip II diyabetin görülme yaşı 20 li yaşlara

kadar düşmüştür. Bunun sebebi yanlış beslenme ve azalan fiziksel aktiveteler

sonucu ortaya çıkan obezite olduğu düşünülmektedir. Obezite metabolik

sendrom ve insülin direncine sebep olur. Bu durum ise diyabete zemin hazırlar.

Tip I’in aksine Tip II diyabette kandaki insülin seviyesi artmıştır (Doğan,

2006). Hedef hücrede insüline karşı duyarlılık azalmıştır. Sonuç olarak kandaki

glikoz hücreye alınamamakta kan glikozunun artışına sebep olmakta ve

pankreasta bu durumu ortadan kaldırmak için daha fazla insülin üretmektedir.

Yani insülin direnci gelişmekte ve buna bağlı olarak karbonhidrat

metabolizması bozulmaktadır. Sonuçta kan glikozu artar ve insülin

sekresyonunun kompansatuvar olarak uyarır. Glikolize hemoglobin (HbA1c)

kandaki ortalama glikoz konsantrasyonunun göstergesidir. Fazla kilo alımı ve

şişmanlık insülin direncinin gelişmesi ve karbonhidrat metabolizmasının

bozulmasına yol açar. Obezite ve insülin direnci arasındaki bu ilişkinin

mekanizmaları tam olarak aydınlatılamamıştır.  Yapılan bazı çalışmalarda obez
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kişilerin iskelet kaslarında, karaciğer ve yağ dokularında zayıflara kıyasla daha

az insülin reseptörü olduğunu vurgulamaktadır.  Ancak insüline direncin bir

kısmı, birçok hücresel etkili reseptörlerle ilişkili sinyal yollarının bozukluğuna

bağlı gibi gözükmektedir. Bozulan insülin sinyali şişmanlığa sekonder iskelet

kası ve karaciğer gibi dokularda lipit toplanmasının toksik etkileriyle doğrudan

alakalı değildir. İnsülin direnci sıklıkla “metabolik sendrom” olarak bilinen

bozukluğun bir parçasıdır (Nouwen 2010).

Metabolik sendrom ve bazı özellikleri şunlardır:

1. Özellikle karın çevresinde yağ toplanması

2. Hipertansiyon

3. İnsülin direncinin artması

4. Açlıkta hiperglisemi

5. Kan trigliserit seviyesinin yükselmesi yüksek dansiteli

lipoproteinin kanda düşmesi

Metabolik sendrom; karın boşluğunda ve iç organların çevresinde yağ

birikimi ile karakterize kilo artışıyla kendini gösteren bir durumdur. Ortaya

çıkan insülin direnci kan glikoz seviyesinin yükselmesinin sebebi olduğu

bilinmekle birlikte metabolik sendromun tüm bileşenlerine etkisi henüz tam

açıklanamamıştır. Metabolik sendroma bağlı gelişen kardiyovasküler

hastalıklar, ateroskleroz ve oluşan organ hasarları istenmeyen sonuçlardır. Bu

sendroma sahip kişlerin Tip II diyabete yatkınlığı diğer toplum fertlerine göre

yüksek bulunmuştur (Nouwen 2010).

İnsülin Direnci ve Tip II Diyabet Yapan Diğer Faktörler; Şişmanlık ve

karın çevresi yağ birikimi insülin direnci için risk faktörüdür. Ancak insülin

direnci ve sonrasında kişiyi diyabet yapan tek sebep bu değildir. İnsülin

direncini oluşturan başka etyolojik faktörlerde vardır. Periferik dokularda

insülin sinyalinin bozulmasına sebep olan genetik ve edinsel diğer hastalıklar

da etyolojide yer almaktadır. Glikokortikoidlerin aşırı yapıldığı cushing

sendromu, büyüme hormonlarının yüksekliği ile karakterize akromegalide de

dokuların insüline duyarlılığı azalmıştır. Gerek şişmanlık sebebiyle olsun

gerekse diğer sebeplerden olsun bir kişide insülin direnci oluşturuyorsa bu Tip

II diyabet için etyolojik risk faktörüdür (Karasu ve Bakır, 2008). İnsülin
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drencinin uzun süredir ve şiddetli olması sonucunda kanda insülin seviyesi

artar. Ancak artan bu insülin seviyesi kandaki glikoz düzeyinin normal

seviyede tutmaya yetemez. Sonuç olarak hastada karbonhidrat alımınına bağlı

hiperglisemi görülür. Erken evrede bu hiperglisemi orta derecede kalırken ileri

evrede daha belirgin bir durum oluşturur. Bunun sebebi Tip II diyabette

pankreasta β-hücrelerinin azalması veya daha ileri dönemde tükenmesidir.

Buna bağlı olarak insülin üretiminin azalması olabileceği gibi hücrelerin

insülin duyarlılığındaki azalmaya bağlı olarak kan glikozunun hücreye

alınmasında bir direnç oluşması durumudur. Bazı şişman kişilerde ise insülin

duyarlılığında azalma olsada hatta yemeklerden sonra kan glikoz seviyesi

normalden fazla artsa bile diyabet oluşmaz. Muhtemelen bu kişilerde kan

glikoz düzeyini normal seviyede kalmasını sağlayacak kadar pankreasdan

insülin üretilebiliyor olmasıdır. Bazı çalışmalar, Tip II diyabetli kişilerde

pankreasının karbonhidrat metabolizmasındaki bozulmaları tolore edebilecek

düzeyde insülin salgılayıp salgılayamayacağını belirleyen bazı genetik

faktörler olduğunu vurgulamaktadır. Tip II diyabetin tedavisinde kalori

kısıtlaması ve zayıflama oldukça olumlu sonuçlar vermektedir. Hatta bu

kişilerde dışardan insülin alımına gerek kalmayacak kadar etkili olmaktadır.

Tiazolidinedionlar, metformin ve benzeri diğer insüline duyarlılığı arttıran

ilaçlar veya sülfonilüre gibi pankreastan daha fazla insülin sağlanmasını

sağlayan ilaçlar da kullanılabilir. Ancak, daha ileri evrelerde kan glikozunu

kontrol altında tutabilmek için sıklıkla insüline ihtiyaç tekrardan

oluşabilmektedir (Yönem, 2011).

2.2.3. DİYABET VE OKSİDATİF STRES

Diyabet ve reaktif oksijen türleri (ROS) arasındaki ilişki yaklaşık 1980’li

yıllardan beri tartışılan bir konu olmuştur (Baynes, 1991). Yapılan çalışmalarda

diyabet ve serbest oksijen radikallerinin diyabetli ilişkili olduğu görülmüştür.

Diyabetli hastalarda serbest oksijen radikallerinin ve lipit peroksidasyonun

artarak oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolü olduğu

bildirilmiştir (Pitkanen ve ark. 1992). Diyabet ve komplikasyonlarının

patogenezinde rol oynayan artmış oksidatif stresin kaynağı olarak; kronik
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hiperglisemiye sekonder glikozun otooksidasyonu, sorbitol yolunun aktivitesi

ve bu yolda nikotinamid adenin dinükleotid fosfat hidrojen (NADPH) tüketimi,

proteinlerin progresif glikasyonu ve buna bağlı dolaylı yoldan hipergliseminin

yol açtığı psödohipoksi hali, protein kinaz C’nin aktivasyonu, enerji

metabolizmasındaki değişikliklerden kaynaklanan metabolik stres gibi çeşitli

mekanizmalar gösterilmiştir (Engin ve ark.,2005; Hasanoğlu ve ark, 1994).

Antioksidan kapasitede gözlenen değişiklikler ile diyabetin kronik

komplikasyonlarına etki edeceği araştırmacılar tarafından gözlenmiştir.

Diyabet ve diyabet komplikasyonlarının ROS ile olan ilişkisini gösteren

çalışmalarda metabolik stres serbest radikal üretimini artırır ve antioksidan

savunma sisteminde değişikliğe neden olarak diyabet komplikasyonlarını

değiştirir (Elmalı ve ark. 2004).

Süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz

(GSH-PX), Malondialdehit (MDA) gibi antioksidan enzimlerinin pankreas

hücrelerindeki antioksidan kapasitesi diğer dokularla kıyaslandığında düşük

düzeydedir. Beta hücrelerinde oluşan hasar hipergliseminin toksik etkilerinden

kaynaklandığı düşünülmektedir. Hücrelerde oluşan hidrojen peroksit bir reaktif

oksijen türevi olan hidroksil (OH‾) radikaline dönüşerek insülin reseptör sinyal

sistemi üzerine etkili olup insülin tarafından reseptör aracılığıyla sinyal iletim

yollarında önemli bir rol oynamaktadır (Kılıç ve ark. 1988).

Serbest oksijen radikal türlerinden süperoksit dismutaz enziminin hücre

içinde ilk savunma basamağı olabileceği düşünülmektedir. SOD enziminin

aktivitesinde azalma hiperglisemi ile olduğu düşünülmektedir. ROS’lar nükleer

faktör kappa B (NFkB) üzerinden, SOD’un ekspresyonunu azaltığı

görülmektedir. Ekstraselüler sıvılarda ise oksidatif hasara karşı ilk savunmada

özellikle ürik asit gibi düşük molekül ağırlıklı antioksidan moleküllerin aracılık

ettiği bilinmektedir. Birçok araştırmacı diyabetli hastalarda lipit peroksidasyon

düzeyinin ve SOD’un aktivitesinin arttığı gösterirken, bir kısmında da anlamlı

bir artış olmadığı gözlenmiştir. SOD aktivitesinin başlangıçta artmasının,

oksijenin O2 nin artmış üretimine, daha sonraki düşmenin ise enzimin

glikasyonuna ve/veya hidrojen peroksit (H2O2) birikimine bağlı olabileceği

düşünülmektedir (Kılıç ve ark. 1988).
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Oksidatif stres ve hiperglisemi arasındaki ilişkiyi ispatlamak için birçok

çalışma yapılmıştır. Yapılan çalışmalarda düşük dansiteli lipoptotein (LDL)

oksidasyonunda ve non enzimatik glikasyonunda diyabetli hastaların

hiperglisemiye bağlı artışlar olduğu gözlenmiştir. Diyabetik sıçan oluşturmak

üzere kullanılan streptozotocin oksidan maddeler oluşturarak pankreası

hasarlamakta ve nitrik oksit (NO)’in diyabeti başlattığı düşünülmektedir (Kılıç

ve ark. 1988).

2.3. DİYABETİK HAYVAN MODELİ

2.3.1. DENEYSEL DİYABET OLUŞTURULMASI

Diyabet, pankreasın insülin salınımındaki yetersizliği veya dokuların insüline

verdiği cevabın bozulmasıyla meydana gelen yağ, protein ve karbonhidrat

metabolizmasının etkilendiği kronik metabolik bir hastalıktır. Diyabetin

tedavisi insülin ve diğer hipoglisemi oluşturan ajanlar üzerine kurulmuştur

(Alarcon-Aquilar ve ark., 2000). Ancak son yıllarda bu ilaçların olası bazı yan

etkileri sebebiyle bitkisel ve sentetik tedavi yöntemlerine de yönelim

oluşmamaya başlamıştır (Marles ve Farnsworth, 1995; Rao ve ark., 2001).

Diyabetin metabolizmasının tam öğrenilmesi ve yeni tedavi protokolleri

geliştirmek üzere hayvan modelleri kullanılmaktadır. Laboratuvar

hayvanlarında başarılı diyabet oluşturmak için cerrahi teknik de dahil olmak

üzere birçok metot bulunmaktadır. Çalışmaların birçoğunda hayvanlarda

diyabet oluşturmak amacıyla alloksan ve streptozotocin (STZ) adı verilen iki

tür ilaç kullanılmıştır. Her iki kimyasal madde de oksidan oluşturarak ve

Langerhans adacıklarını tahrip ederek diyabet oluşturmaktadır (Szkudelski,

2001).

2.3.2. DİYABET OLUŞTURMADA KULLANILAN YÖNTEMLER

2.3.2.1. Cerrahi Müdahale
Pankreas cerrahi olarak çıkarıldığı yöntemdir ancak pankreasın tamamına

yakını alınıp ancak %5’lik kısmı bırakılarak hayvanlarda diyabetin tetiklenmesi

sağlanır (Akbarzadeh ve ark., 2007). Bir başka yöntem ise anterior hipofiz
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eksraktı enjeksiyon yöntemidir ki çalışmalarda daha az güvenilir bulunmuştur

(Rastellini ve ark., 1997).

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

Streptozotocin doğal olarak streptomycetes achromogenes tarafından

sentezlenen geniş spektrumlu bir antibiyotiktir (Weiss, 1982; Szkudelski, 2001;

Hayashi ve ark.,2006; Takeshita ve ark., 2006). STZ, lipofilik yapıya sahip

olup pH 4-4.5’te stabildir. Çözeltisi sitrat tamponu içerisinde hazırlanmalı, taze

ve ışıktan korunarak kullanılmalıdır. STZ enjeksiyonu Langerhans

adacıklarının beta hücrelerinin dejenerasyonuna yol açar (Weiss, 1982;

Ikebukuro ve ark., 2002). STZ’nin yapısında glikoz bulunmaktadır ve

pankreatik beta hücrelerine glikoz taşıma proteini 2 (GLUT2) tarafından

taşınarak hücre içine alınır. STZ’nin pankreas hücrelerini hasarlayarak Tip I ve

Tip II diyabete neden olur (Szkudelski 2001). Sıçanlara STZ uygulandıktan 2

saat sonra kan glikoz seviyesinde yükselme görülür. 6. Saatte ise kandaki

insülinin artması sonucu hipoglisemi gelişir. İlerleyen saatlerde insülin

seviyesinin azalmasına bağlı tekrardan hiperglisemi oluşur. Böylece STZ

diyabetik özelliğini göstermiş olur (Anderson, 1983; Heineke ve ark., 1993).

STZ’nin glikoz oksidasyonunu (Bedoya ve ark., 1996) ve insülinin biyosentezi

ve sekresyonunu azalttığı da bildirilmektedir (Nukatsuka ve ark.,1990; Bolaffi

ve ark., 1987). STZ bakteri ve memeli hücrelerinde deoksiribo nükleik

asit (DNA) sentezini önler. Bakteri hücrelerinde STZ, dejenerasyon ve yıkımla

sonuçlanan sitozin gruplarıyla özel reaksiyon verir. Memelilerde bu

biyokimyasal mekanizma hücre ölümüyle sonuçlanır. STZ’nin hedefi

pankreasın beta hücrelerinin DNA’dır. STZ, DNA bazlarında alkillenme yapar

(Yamamoto ve ark., 1981; Uchigata ve ark.,1982). Daha sonra DNA tamiri

başlar ve tamir sırasında görev üstlenen poli ADP-riboz polimeraz (PARP)

hücre içerisindeki nikotinamid adenin dinükleotidi (NAD) kullanır NAD ın

tükenmesi ATP içeriğini azaltır. Sonuç olarak hücresel enerji depolarının

tükenmesi β hücrelerinde nekroza neden olur STZ, DNA’nın substratla

ilişkisini veya DNA sentezinde yer alan enzimlerin birçoğunu engellemek için

ihtiyaç duyulan dozdan daha az miktarda doz ile hücresel üretimi önler

(Holemans ve ark., 1997). STZ nin diyabetojenik etkilerine karşı   NAD ve
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PARP inhibitörleri ile tedavi, koruyucu amaçlı yapılmaktadır (Anderson ve

ark., 1974). STZ ile oluşturulan DNA hasarında, NO nun da etkisinin olduğu

vurgulanmaktadır. STZ Beta hücrelerine nüfuz ettikten sonra, NO’nun hücre

içinde serbest kalmasına ve DNA’nın ayrılmasına sebep olur. (Kröncke, 1995).

STZ’nin doz aralığı alloksana göre daha geniştir. Yapılan çalışmalarda Tip I

diyabet oluşturmak için (35-80 mg/kg) gibi geniş doz aralığına sahiptir. Tek

doz olarak intraperitoneal STZ uygulanması yeterlidir (Nukatsuka ve ark.,

1990; Koh ve ark., 2007; Wong ve ark., 2009; Liu ve ark., 2010). Tip II diyabet

oluşturmak için ise yenidoğan hayvanlara ilk haftanın sonunda intraperitoneal

olarak 100 mg/kg tek doz uygulaması yeterlidir (Portha ve ark., 1974).

2.3.2.3. Alloksan

Alloksan (2,4,5,6-tetraoksiprimidin) ürik asit türevi, antineoplastik bir ajandır.

Alloksan hidrofilik ve pH 3-4’de stabildir (Szhudelsky 2001, Srinivasan ve

Ramarao, 2007, Bell ve Hye,1983). 37 oC’de yarılanma ömrü 1,5 dakika iken

sıcaklık azaldıkça yarılanma ömrü uzar (İrer ve Alper, 2004). Alloksan

kimyasal yapısı glikoza benzediği için beta hücreleri glikoz gibi hücre

membranından GLUT2 ile içeriye alırlar. Alloksanın diyabet oluşturmasında

iki temel etki mekanizmasından bahsedebiliriz (Lenzen, 2008). Birinci

mekanizmada alloksan glukokinaz enzimini inhibe ederek glikozun uyardığı

insülin salınımını durdurur (Lenzen, 2008; Lenzen, 1991). Alloksan, sülfidril

ve sistein grupları içeren proteinlere yüksek afiniteye sahip olduğundan

yapısında –SH grubu içeren glukokinaz enziminin de inhibisyona götürür. Bu

inhibisyonun sonucu olarak alloksan glikozun oksidasyonunu ve ATP yapımını

azaltır (Lenzen, 1991). Alloksan, glikoz varlığında glukokinaz enzimiyle

etkileşemez. Böylece GLUT2 glikoz varlığında alloksanın taşınmasında

sınırlayıcı etki gösterir (Bell ve Hye, 1983). İkinci mekanizma, alloksanın

içerdiği oksijen reaktifleri sayesinde beta hücrelerine seçici nekroz yapmasıdır

(Bell ve Hye, 1983). Alloksan son ürüne dönüşürken ortaya çıkan radikaller

pankreatik DNA’yı bozarlar (Munday, 1988). Ayrıca yapılan çalışmalarda

alloksanın intrasellüler kalsiyum hemostazını bozması ile de diyabetojenik etki

Yaptığı gösterilmiştir (howarth ve ark. 2011). Alloksan ile oluşturulan

diyabette, hayvanlarda pankreas dejenerasyonuna bağlı hiperglisemiye geri
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dönülebilir ve mortalite oranı yüksektir. Bu nedenle Tip II diyabet

oluşturulacak hayvanlarda STZ alloksana tercih edilmelidir (Srinivasan ve

Ramarao, 2007). Alloksan veya STZ uygulamasından sonra 48. veya 72.

ölçülen kan glikoz seviyesinin  (>200 mg/dl ya da > 11.0 mmol/L)

tanımlanmakla birlikte poliüri (>25 ml/gün)  de tanı yönünden önemli bir

bulgudur(Öntürk ve ark. 2007).

2.3.2.4. STZ ve Alloksan Uygulamasında Karşılaşılan Olası Sorunlar

STZ ve alloksan ile diyabet oluşturma deneylerinde, diyabetik glikoz

seviyelerine ulaşma sürecinde hayvanlarda tri fazik veya tetra fazik denilen kan

glikozunun dalgalanmalar gösterdiği dönemler olmaktadır. (Lenzen, 2008). Bu

fazları özetleyecek olursak

FAZ-1: Alloksan uygulamasında yarım saat sonra başlayan ilk

hipoglisemi fazı. ATP eldesinde ihtiyaç duyulan glikoz, glukokinaz inhibitörü

varlığında fosforilizasyonun bloke edilmesi sonucu oluşmaktadır. Bu faz STZ

ile diyabet oluşturulan sıçanlarda görülmez. Çünkü STZ glikokinazı inhibe

etmez. (Lenzen, 2008).

FAZ-2: STZ veya alloksan uygulamasından 1 saat sonra başlar. Kan

glikoz seviyesinde geçici bir yükseklik görülür. Bu döneme geçici

hiperglisemik faz da denir. 2 ila 4 saat kadar sürer. İnsülinin salgılanmasının

baskılanması ve karaciğer glikojeninin hızlı bir şekilde tüketilmesine bağlı

geliştiğine inanılır (Lenzen, 2008).

FAZ-3: uygulamadan 4 ila 8 saat sonra ortaya çıkması beklenir. Bu

dönem ikinci hipoglisemi fazıdır. Deney hayvanlarındaki ilk 24 saatteki

ölümlerin sebebidir. β hücrelerinin ölümü ile kana aşırı miktarda insülün

karışması ile oluştuğu düşünülmektedir (İrer ve Alper, 2004).

FAZ-4: Uygulamadan 12-48 saat sonra oluşacağı öngörülür. Kalıcı

hiperglisemik faz dönemidir. Bir önceki fazda kana karışmış olan insülinlerin

ortamdan temizlenmesiyle hipogliseminin sonlanması ve insülinsiz ortamda

hiperglisemi tablosunun oluşması ile karakterizedir.  Diyabet semptomlarının

oturduğu fazdır (Lenzen, 2008). Uygulama hayvanlara aç iken yapılırsa

hipoglisemik fazlar (Faz 1 ve 3) daha belirgin olur. Bu sebeple uygulamanın

tokken yapılması tavsiye edilir. Ancak birçok çalışmada faz 2 nin olumsuz
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etkilerinden korunmak için 12 ile 18 saat aç aç bırakılan hayvanlarda

hayvanlarda uygulamanın yapılması tercih edilmiştir (İrer ve Alper, 2004).

Faz 3 teki hipoglisemiden ölümleri önlemek için ilk gün hayvanlara ip.

şekerli su (%10-20 glikoz solüsyonu vb) verilmesi ve içme suyuna şekerli sıvı

ilavesi (%5 glikoz solüsyonu vb) önerilir (İrer ve Alper, 2004). Alloksan

uygulamsında hassas olunmalı çünkü STZnin aksine alloksanın toksik dozu ile

diyabetojenik dozu birbirine çok yakındır. (Rakieten ve ark., 1963; Lenzen,

1991). Alloksan uygulamasında ideal dozlarda bile hayvanların bir kısmı

kaybedilirken bir kısmında ise diyabet geliştirilememektedir. Sprague-Dawley

cinsi sıçanlarda yapılan çalışmada 140 mg/kg ip. alloksanın tek doz uygulaması

ile %50 sinde diyabet oluşturulabilmiş ikinci doz uygulaması sonrası 3. Günde

bu oran %90’a yükselmiştir (Musicki ve ark., 2005). Bundan dolayı

çalışmalarda kullanılacak hayvan sayısı belirlenirken bu durum göz önüne

alınmalıdır

Deneysel olarak hayvanlarda oluşturulan diyabet tam olarak insandaki

diyabete uymasada çalışmalarda vazgeçilemez bir olgudur. STZ ve alloksan

gibi kimyasal ajanlarla ile yapılan diyabet modellerinin, diğer deneysel

modellere göre avantajları şöyle sıralanabilir; bir daha ucuz iki daha kolay

geliştirilebilir üç pankreastaki beta hücrelerini tahrip ederken alfa ve delta

hücrelerine zarar vermez.  dördücü olarak ketozis ve mortalite göreceli olarak

daha azdır (Srinivasan ve Ramarao, 2007).

2.4. ANTİOKSİDANLAR ve DİYABETİK YARA

Oksidatif stres serbest oksijen türlerinin oluşması ile karakterize bir durumdur

ve serbest radikal oluşumu ve antioksidan savunma mekanizması arasındaki

dengenin bozulduğu durumda ortaya çıkar (Pitkanem ve ark. 1992). Oksidatif

stres, ateroskleroz, diyabet, kanser, kronik inflamasyon hastalıkları, santral

sinir sistemi bozuklukları, iskemi reperfüzyon gibi fizyopatolojik olaylarda,

hücre yaşlanmasında ve dolayısıyla hücresel yıkım, hücre hasarı ve hücre

ölümünde rol oynayan önemli bir mekanizma olarak son yıllarda büyük önem

kazanmıştır (Van Dam ve ark.,1995; Bukan ve ark. 2003).
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ROS oluşumunu ve bunların meydana getirdiği hasarı engellemek için

canlıda antioksidan savunma sistemi adı verilen birçok savunma sistemi

gelişmiştir. ROS, normal oksijen metabolizması sırasında az miktarda da

oluşan süperoksit radikali (O2
‾), (H2O2) ve OH ‾ dir. ROS, çeşitli serbest

radikallerinin oluştuğu serbest radikal zincir tepkimelerini başlatarak hücrede

radikallerin oluşmasını sağlar. Biyolojik sistemlerde antioksidan savunma

sisteminde görev olan enzimatik moleküller şunlardır. Süperoksit dismutaz

(SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon redüktaz

(GR), Glutatyon S-transferaz (GST) ve Mitokondrial sitokrom oksidazdır.

Enzimatik olmayan moleküller ise Glutatyon, α-tokoferol (Vit E), Askorbik

asit (Vit C), Flavonoidler, Melatonin, Seruloplazmin, β-karoten, Bilirubin,

Laktoferrin, Albümin, Transferrin ve Bilirubindir (Baynes, 1991). Anti

oksidanlar, hem direkt, hem de dolaylı olarak serbest radikal reaksiyonlarının

istenmeyen etkilerine karşı hücreleri koruyan maddelerdir (Saxena ve ark.,

1993).

2.4.1.ANTİOKSİDAN ETKİ MEKANİZMALARI

Toplayıcı (scavenging) etki: Antioksidan enzimler ve fenolik bileşikler Serbest

oksijen radikallerini tutarlar veya daha zayıf bir moleküle çevirirler. Böylece

ROS zararlarını önleyici etki yaparlar.

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

radikallerine H aktararak onların aktivitelerini azaltır veya inaktif şekle

dönüştürür.

Onarıcı (repair) etki: Antioksidan özelliğe sahip polifenolik bileşiklerin,

baz eksizyon tamir (BER) mekanizmasında görevli olan 8-oxoguanin DNA

glikosilaz 1, apürinik/apirimidinik endonükleaz ve DNA polimeraz beta gibi

DNA tamir enzimlerinin aktivitelerini ve ekspresyonlarını indüklediği ortaya

konmuştur.

Zincir kırıcı (Chain breaking) etki: E vitamini, serulaplazmin,

hemoglobin ve bazı mineraller Serbest oksijen radikallerini kendilerine

bağlarlar ve zincirlerini kırıp yapılarını bozarlar böylece onların zararlı

etkilerini önlerler (Altan ve ark.,1994).
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Antioksidanlar, kardiyovasküler hastalıklar, şeker hastalığı, kanser,

Alzheimer gibi birçok hastalıkta önemli rol oynayan (ROS tarafından

oluşturulan) hasara karşı vücudu koruyarak insan sağlığında pozitif etki

göstermektedirler (Elmalı ve ark. 2004).

Hücreler reaktif oksijen ürünlerinin hasarından antioksidan

metabolizma ile kendini korurlar. Ancak denge bozulduğunda hücre hasarı

oluşur ve oluşan bu hasar iyileşme sürecini etkiler. Yara iyileşmesine olumsuz

etki eden faktörlerden biri olan ROS, NADPH oksidaz enzim kompleksi

tarafından üretilir. Bu ürünlerden oluşan H2O2 hücreler için çok toksiktir ve

şiddetli hücre hasarına neden olur. Yara bölgesinde antioksidanlar, savunma

sistemi için gereklidir.  ROS, nötrofiller ve makrofajların oksidasyonu sonucu

oluşur. Yara yerinde oluşan inflamasyon sonucu endotel hücrelerde sürekli

süperoksit anyonu (O־) ve H2O2 oluşur. Serbest radikaller veya oksidanlar yara

yerinin iyileşme sürecini bozarlar. Oluşan H2O2 epidermal büyüme faktörü

(EGF) sinyalini bozarak fibroblastlarda hasara yol açarken, süperoksit anyonu

hidroksiprolini parçalayarak fibroblastların adezyon, proliferasyon evresini

değiştirebilir. Yüksek miktarda ROS varlığı, yaralarda güçlü bir inflamatuar

aktivitenin olduğunu ve oksidatif stres varlığını göstermektedir. Bu nedenle

yara yerinde ROS’un engellenmesi gerekmektedir. Yara iyileşmesinde en fazla

antioksidan miktarı inflamatuar fazda bulunmaktadır (Elmalı ve ark. 2004).

Diyabetli kişilerde yara iyileşmesi geç olduğundan oksidatif stres bu

kişilerde artmıştır. Diyabetli kişilerde hiperglisemi gözlendiği için, fazla oluşan

glikoz oto oksidasyonu ve protein glikolizasyonunda görevli reseptörlerin

sayısı arttığından dolayı proteinlerin oksidatif bozulmasına ve dolayısıyla ROS

un aşırı artışına sebep olmaktadır. Oksidatif stres diyabetlilerde sürekli

fibroblast hasarına yol açarken, kollajen fibrilleri azalır ve oluşan

inflamasyondan dolayı antioksidan miktarı azalır. Fibroblastlardan sentezlenen

kollajenler ROS’lara karşı hassas olup, kollajen miktarındaki azalma

fibroblastların sayısındaki azalmayla eşleştirilebilir. Diyabetlilerde yara

kontraksiyonu yavaştır. Diyabetlilerde trombosit kaynaklı büyüme faktörü

(PDFG) normale göre düşüktür. Yaralanmanın ardından ROS artar ve büyüme
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faktörlerinin hasara uğramasına neden olarak fibroblast ve makrofajların

sentezi azalır (Elmalı ve ark. 2004).

2.4.2. ANTİOKSİDAN MOLEKÜLLER

a) Süperoksit Dismutaz (SOD):
Süperoksit dismutaz (EC. 1.15.1.1, EC-SOD), ökaryotik hücrelerde oksidasyon

sonucu NADPH tarafından üretilen süperoksit anyonlarını oksijen ve hidrojen

peroksite katalizleyen enzimdir (Şekil 9) (Siems ve ark., 1994). Üç çeşit SOD

enzimi bulunmaktadır. Birincisi, sitoplazmada bulunup, inflamasyon fazının ilk

dönemlerinde etkili olarak yara iyileşmesinde görev alır. Genel olarak hücrede

en bol bulanan izomer sitozolik Cu-Zn SOD’dur. SOD, Cu/Zn metallerine

bağlı olarak görev yapar (Fridovich,1997; Chiumiento ve ark.,2006). Oksijen

tüketimi fazla olan dokularda SOD aktivitesi artar ve oksijen radikalini

moleküler oksijen dönüştürerek dokudaki pO2 yükseltir. Ekstrasellüler alanda

SOD aktivitesi çok azdır. Yapılan çalışmalarda topikal olarak uygulandığında

yara iyileşme zamanını azalttığı gözlenmiştir. İkincisi, Mn bağımlı olarak

mitokondride bulunur. Üçüncüsü Cilt yaralanmalarında nötrofiller tarafından

yüksek miktarda salınmaktadır. SOD tarafından katalizlenen tepkime aşırı

hızlıdır ve turnoving katsayısı 2 x109 M-1sec-1’dir. Hücrede ve dokudaki

enzimin miktarının yetersiz olması çok düşük süperoksit konsantrasyonunu

sağlar (Karasu ve Bakır 2008).

a)

b)

Şekil 9. Hücredeki SOD’un rolü
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b) Katalaz (CAT) :
Katalaz (EC 1.11.1.6) çoğu aerobik hücrede bulunan yaygın antioksidan bir

enzimdir. Katalaz H2O2’i zehirsizleştirir (Granger ve ark. 1981, Koltuksuz ve

ark. 1999). Katalaz iki molekül H2O2’yi moleküler oksijen ve iki molekül suya

dönüştürür (Şekil 10).Yaklaşık 240 000 mol kütlesini sahip olup peroksizom ve

mitokondride bol miktarda bulunur. Yara iyileşmesinin proliferasyon fazında

katalaz en fazla granülasyon dokusunda bulunur. Katalaz yara yerinde H2O2 yi

ortamdan süpürürken bir taraftan da oksijenlenmeyi artırarak yaranın

iyileşmesini hızlandırır.

Şekil 10. Katalazın kimyasal rolü

İnsanlarda katalazın yüksek seviyesi böbrek, karaciğer ve eritrositlerde

bulunur.

c) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Hücrede sitozol ve mitokondride

bulunup H2O2 için önemli bir radikal temizleyici özelliği vardır. Glutatyon

peroksidaz düşük miktarda bulanan hidrojen peroksiti ortamdan temizlemek

için görev alır. Bu iki basamaklı bir tepkime zinciri ile sağlanır. Birinci

basamak H2O2 ile Redükte glutatyonun (GSH) tepkimesidir. GSH-Px bu

tepkimede enzim olarak kullanılır. Bu basamaktaki tepkimenin ürünleri okside

glutatyon (GSSG) ve H2O dur. İkinci basamakta ise GSSG nin NADPH ve H

ile yaptığı tepkimedir. Bu tepkimede ise enzim olarak glutatyon redüktaz (GR)

kullanılır. Tepkime ürünleri redükte glutatyon (GSH) ve   NADP dir. Böylece

okside glutatyon redükte glutatyona dönüştürülmüş olur (Şekil 11). Yara

iyileşmesinin inflamatuar döneminde yüksek miktarda bulunur ve oksidatif

stresin arttığı durumlarda ROS ürünlerine karşı direnç oluşturarak

keratonisitlerin proliferasyonunu uyarır (Munz ve ark., 1997). Yara iyileşmesi
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çalışmalarında oksidatif stresin artması ile GSH-Px seviyelerinin de arttığı

gözlenmiştir (Steiling ve ark., 1999).

Şekil 11. Glutatyon peroksidazının kimyasal rolü

d) Malondialdehit (MDA): MDA doğal olarak oluşan lipit peroksidasyonu

ürünüdür. Lipid peroksidasyonu hem bitkilerde hem de hayvanlarda hücresel

yaralanmalarda sağlam mekanizmasıdır ve hücrede ve dokuda oksidatif stresin

göstergeci olarak kullanılır. Lipid peroksidasyonunun seviyesinin ölçülmesi

için en çok kullanılan yöntemdir. MDA seviyesinin tespiti en sık olarak

tiyobarbitürik asit (TBA) yöntemi kullanılarak yapılmaktadır (Şekil 12).

Şekil 12. Malondialdehidin kimyasal rolü

Bazı deneysel çalışmalarda TBA metodunun MDA seviyesini ölçtüğü

gösterilmiş olsada çoğu çalışmalarda bu yöntemin MDA için spesifik olmadığı

tiyobarbitürik asit ile reaksiyon veren maddeler (TBARS) olarak ifade

edilmiştir. Saf lipidlerle yapılan çalışmalar ile hayvanlar üzerinde yapılan

TBARS ölçümleri arasında lipt peroksidasyonu açısından kuvvetli bir

korelasyonun olduğu gösterilmiştir. Örnekte var olan veya tepkime sırasında

açığa çıkan pigmentler kolorimetrik ölçümleri etkileyebilirler.

2.5. YARA İYİLEŞMESİ ve İNTERLÖKİN-1 (IL-1)

IL-1, lenfosit proliferasyonu için endojen bir uyaran olarak tanımlanmıştır.

Makrofajlar tarafından, bakteriyel ürünler, C5a, immün kompleksler, gama

interferon ve prostaglandinler ile salgılanması tetiklenir. Epitel hücreleri,

lenfositler, monositler ve polimorf nüveli lökositler için kemotaktikdir.
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fibroblastlar için ise kemotaktik değildir. IL-1; araşidonik asit

metabolizmasını, fibroblast proliferasyonunu, kollajen sentezini, kollajenaz

ve hyalüronidaz aktivitelerini indükler. Vasküler endotel hücrelerinin

proliferasyonunu baskılar (Mooney ve ark.1990).

2.6. YARA İYİLEŞMESİ ve VASKÜLER ENDOTELYAL
BÜYÜME FAKTÖRÜ (VEGF)

Endotel hücrelerine özgün olup trombosit kökenli büyüme faktörlerinin bir

grubudur (Yazır ve ark. 2004). Yara iyileşmesinin 4. gününde anjiogenez

belirginleşmeye başlar anjiogenezi tetikleyen birçok hormon ve diğer

faktörlerinde olmasına rağmen ana faktör yara bölgesindeki iskemi ve

hipoksidir (Falanga 1993). VEGF glikoprotein yapısındadır ve A,B,C,D,E, ve

plesenta büyüme fatörü gibi çeşitleri vardır ve tek başına bahsedildiğnde

kastedilen VEGF A olup VEGF endotel hücreleri için büyük bir mitojenik

etkiye sahip olup in vivo ve in vitro çalışmalarda gösterilmiştir ki iskemik

koşullar altında salınarak anjiogenezi başlatır ve VEGF etkisini trozin kinaz

yapısındaki vasküler endotel hücreler üzerinde bulunan VEGF-R1 ve VEGF-

R2 reseptörler ve lenfatik endotel hücreleri üzerinde bulanan VEGF-R3

reseptörü ile yapar (Turgut ve ark. 2007). Yara yeri çalışmalarında VEGF

üretimi artıran etkenler yara iyileşmesini hızlandırmış anti VEGF

uygulandığında ise iyileşmeyi geciktirmiştir (Bitto ve ark. 2008). VEGF yara

iyileşmesinde ana görevi endotel hücrelerinin proliferasyonunu ve

migrasyonunu tetikleyerek anjiyogenezi gerçekleştirmektir (Gürkan ve ark.

2004).

2.7. YARA İYİLEŞMESİ ve TÜMÖR NEKROZİS FAKTÖR ALFA
(TNFα)

Laboratuvar koşullarında tümör hücreleri üzerine bakteriyostatik ve

bakteriyosidal etkiye sahip oldığundan bu isim verilmiştir.  1975 yılında

Carswellin yumuşak doku sarkomlarında yaptığı bir çalışma sayesinde

dikkatler TNFα üzerine yogunlaşmıştır. Tümör hücrelerindeki gibi sağlıklı

hücrelerde de TNFα reseptörlerinin varlığı gösterilmiştir. Kaşeksi yapan
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kaşektin ile idantik olup ateş yükseltme özelliğine sahip olduğu

gösterilmiştir (Mooney ve ark., 1990).

TNFα, 157 aminoasitten oluşmuş olup TNF- ile uyarılmaktadır.

Yapım yeri ise makrofajlardır. Fibroblastların yapımında etkin rol alır.

kollojen ve kollajenaz biyosentezi ve prostoglandin E-2 salgılanmasını

tetikler. Anjiogenezi uyaran bir etkiye sahip olup bu işi ikinci bir mesajcı

molekül ile yaptığı düşünülmektedir. Çeşitli hücresel fonksiyonları

düzenler ve bunun için çeşitli faktörlerin salgılanmasını artırıcı etkiye

sahiptir (Mooney ve ark., 1990).

2.8. YARA İYİLEŞMESİ VE NEOPTERİN

Neopterin pirazino-pirimidin türevidir ve 2-amino-4-hidroksi (1,2,3’-D-eritro-

trihidroksipropil pteridin) olarak adlandırılan bir aromatik proteindir. Guanozin

trifosfattan (GTP) GTP siklohidrolaz I enzimi (EC.3.5.4.16) tarafından

katalizlenen reaksiyon sonucu sentezlenir. Neopterin hücresel immün cevap

için önemli göstergelerden biridir (Çelik ve ark. 2010). Neopterin, Th-1 tipi

sitokinler (IFN-δ) ile uyarılan insan monosit türevli makrofajlar ve dentrik

hücreler tarafından salınır. İnsan endotel hücreleri ve B-lenfositler gibi diğer

hücre tiplerinde de küçük miktar neopterin üretilir (Sucher ve ark. 2010).

Yüksek neopterin konsantrasyonu güçlü monosit makrofaj aktivitesi

varlığında hastalıklarla ilişkilidir (Cesur ve ark. 2014). Viral ve bakteriyal

enfeksiyonlarda, bazı malign hastalıklarda, böbrek, pankreas ve karaciğer gibi

organ transplantasyonu yapılmış hastalarda neopterin seviyesinde artış

gözlenmektedir. Ayrıca endotel hasarı, organ disfonksiyonu, romatoid artrit ve

koroner arter hastalığı ile ilişkili olarak da neopterin seviyelerinde artış

gözlendiği belirtilmektedir (Lyu ve ark. 2015).

Yara iyileşmesinde görev alan makrofajlar neopterin seviyesinde artma

meydana getirecektir. Yüksek neopterin seviyesi inflamasyonun varlığını

gösterir ve yara iyileşme süresi ile yüksek neopterin seviyesi arasında paralel

bir ilişki vardır (Lyu ve ark. 2015).
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2.9. SÖLOMİK SIVI
2.9.1. GENEL ÖZELLİKLERİ VE YAPISI
Sölomik sıvı eisenia fetida tipi toprak solucanları tarafından yapılır. Toprak

solucanları ortalama 5-15 cm boyutunda uzun vücutlu karasal halkalı

solucanlardır (Tutar, 2012). Yapıları hemen hemen silindirik ancak son

kısımları enine kesitte dörtgen, sekizgen olabilirken, bazılarının da son

kısımlarında sırt-karın yönünde yassılaşmış ve sırttan daha soluk renklidir

(Mısırlıoğlu 2011). Solucanlar iskeletsizdirler. Vücutları, segmentli ve renkli

dış dokuya sahiptir. Kırmızı, kahverengi veya bunların kombinasyon

renklerinde olabilir. Kırmızı veya pembe renkli olmalarının sebebi vücut

duvarlarına yakın kapiller kan damarlarındaki hemoglobinden kaynaklanır

(Edwards ve Bohlen, 1996). Toprak solucanları, esas olarak sölom adı verilen

içi sıvı dolu vücut boşluğunun ayırdığı iki tüp, vücut duvarı ve sindirim

sisteminden oluşur. Bu sebeple, solucanların morfolojisi kabaca iç içe girmiş

iki boruya benzetilebilir. Ağızdan anüse uzanan bir sindirim sistemi kanalına,

su dengesini sağlayan boşaltım sistemine, iki tüp arasında uzanan bir sinir

sistemine sahiptirler (Şekil 13a ve 13b).

Şekil 13. a) Eisenia fetida solucan yapısı b) solucandan elde edilen sölomik sıvı
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Toprak solucanları türlerinin, farklı ekolojik ortamlarda yaşıyor

olmalarına rağmen fizyolojik özellikleri bakımından benzer oldukları

saptanmıştır (Tomlin 200, Hendrix 2000). Diğer halkalı solucan üyelerinde

olduğu gibi bunlarda da vücut, ön ucundan arka ucuna kadar hemen hemen

birbirine benzeyen segmentlerden oluşmaktadır. Vücutları iç segmentlere

uygun olarak dıştan da segmentlere ayrılır. Ergin bir solucan yapı ve şekil

olarak birbirine benzeyen 115-200 segmentten oluşur, her segmente

“metamer”, bu segmentli yapıya da “metamerizm” denir. Beyni ve ağzı taşıyan

baş kısmına “prostomium” ve anüsü taşıyan kuyruk kısmına “periprokt” ya da

“anal segment” adı verilir. Anal segment orta hat üzerinde genellikle kısa,

dikey yarık şeklinde anüsü taşır. Yeni segmentler anal segmentten meydana

gelir. Buna göre en eski segment başın arkasındaki, en yenisi de anal

segmentten öncekidir.  Kıllar doğrudan doğruya deri çukurlarından çıkarlar. İlk

ve son segment dışında her gövde segmenti, çiftler oluşturacak şekilde 4 demet

kıl (seta) içerir. Bu kıllar “S” şeklinde kıvrık, kitinden oluşmuş iğneler ya da

bükülmez dikenler şeklindedir. Boyları türden türe, aynı türün üyeleri arasında

ve hatta aynı bireyde, ön ya da arka bölgede farklılık gösterebilir. Dip

kısımları, deriden oluşmuş “kıl folikülü” denen bir kesenin içinde bulunur.

Kıllar dışarıya çıkarılır ya da içeriye çekilebilir ve hareket sırasında çapa gibi

segmentlerin tutunmasına hizmet ederler. Bazı segmentlerdeki kıl çiftleri,

üreme işine hizmet etmek üzere değişikliğe uğramıştır ve bunlar teker teker ya

da çiftler halinde küçük, bezsi yapılışta yastıklar üzerinde taşınırlar. Mikroskop

altında boyuna oluklar şeklinde görülen bu yapıların kavuşma sırasında eşini

uyarmak ve tutmak işlevini yaptıkları sanılmaktadır (Mısırlıoğlu, 2011).

Toprak solucanlarının tipik dış görünüşlerine ait diğer bir özellik de,

genellikle eşeysel olgunlaşma sırasında, eşeysel açıklıklar civarındaki

segmentlerde üst derinin çok bezli ve şişkin bir durum almasıdır. Vücudu halka

ya da semer gibi saran bu şişkin kısma “klitellum” denir. Kavuşmaya ve kokon

kılıflarının oluşumuna hizmet eden farklı yapıdaki bez hücreleri, proteince

zengin bir sıvı salgılar. Bu sıvı, galeri yapımında ve kavuşma sırasında

bireylerin yapışmasında kullanılır. Klitellum bölgesinde, karın tarafında,
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Çiftleşmede rol alan bezsi yapılışta tepecik ve oyuklar şeklinde eşeysel

tüberküller vardır (Mısırlıoğlu, 2011).

Vücut duvarı kütikul, epidermis, sinir doku, boylamsal ve halka

şeklinde kas tabakası ve sölom epitelinden oluşmuştur (Edwards ve Bohlen,

1996). Bu boyuna ve enine kas sistemi üst deri ile birlikte “deri-kas kılıfı” adını

alır. Sölom epiteli; kas kılıfının üzerinde ve septumlarda çok ince olduğu halde

bağırsak damarlarının ve damarların üstüne rastlayan yerlerde içlerinde sarı,

kahverengi, yeşilimsi taneler bulunan “klorogogen hücrelerinden” oluşmuştur.

Sölom boşluğu; değişik şekilli lenfositler, parçalanmış klorogogen hücreleri ve

eşey bezlerinin bulunduğu renksiz bir sıvı ile doludur. Bazı segmentler sırtın

orta hattı boyunca birer delik taşır. Sölom boşluklarını dışarıya bağlayan bu

deliklere sırt porları denir. Kuruma tehlikesi olduğu zamanlarda, vücut

sıvısının bir kısmının, bu deliklerden dışarı çıkarak, derinin nemlenmesini

sağladığı saptanmıştır (Mısırlıoğlu 2011).

2.9.2. HÜCRESEL İMMÜN SİSTEM

Toprak solucanlarının savunmayla ilgili hücreleri iki kısımda ele alınır.

Bunlardan ilki savunmayla daha az ilişkili olan kırmızı kan hücreleri diğeri ise

sölom sıvısı içeren diğer hücre gruplarıdır (Valembois, 1971). Eisenia fetida

türü solucanlarında hücreleri morfolojilerine ve sölomositten köken alıp

almadıklarına göre sınıflandırmıştır. Araştırıcı aynı zamanda sölomositleri;

“lenfosotik sölomosit”, “granülosit sölomosit” ve “fagositik sölomosit” olarak

3 grupta ele almıştır. Bütün bu sölomik hücreler hücresel ve hümoral

immünitenin en önemli unsurlarıdır. İnsan akyuvarları ile benzer şekilde

çalışan bu hücrelerin gerektiğinde derideki porlardan dışarı salınabildiği

saptanmıştır (Adamomowicz ve Wojtaszek, 2011). Hızlı cevap, birkaç gün

süren kısa hafızalı bağışıklık ve zayıf özgünlük, toprak solucanlarının savunma

mekanizmalarının karakteristik özellikleri olarak ifade edilmektedir (Wang ve

ark., 2006).
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2.9.3. HUMORAL İMMÜN SİSTEM

Toprak solucanlarındaki sölom sıvısı içerisinde sitolitik, mitojenik, proteolitik,

aglütinant, hemolitik ve antimikrobiyal özelliği olan 40’ı aşkın molekül

belirlenmiştir. Bunun yanında antikor ve kompleman tipi faktörler, sıvısal

savunmaya destek vermektedirler (Kauschke ve ark., 1997; Bilej ve ark.,

2001).

2.9.4. TOPRAK SOLUCANLARININ TIPTA KULLANIMLARI

Toprak solucanlarından elde edilen ekstraktlar Çin tıbbında 2300 yıldan beri

kullanılmaktadır. “Qianjinfang”, “Danxifang”, “Jixiaofang” ve

“Bencagangmu” isimli Çin tıp kitaplarında solucanlardan elde edilen

ekstraktların astım, hipertansiyon, artrit, alerji, yanık, sivilce gibi hastalıklarda

antipiretik, antihistaminik ve anestezik etki gösterdiği ifade edilmiştir (Zeng

1982, Reynolds 1972, Wang 1986). Modern tıptaki gelişmelerle toprak

solucanlarından, tıbbi etkileri kanıtlanmış lumbrofibrin, lumbritin,

terrestrolumbrolizin, hipoksantin gibi maddeler izole edilmiştir. Toprak

solucanlarının riboflavinden kaynaklanan yeşil renkli klorogogen hücreleri ve

dokularında, yüksek oranlarda karbonhidrat, lipit, protein, pigment ve çeşitli

alkalin aminoasitlerin bulunduğu saptanmıştır (Jiangsu 2011).

2.9.4.1. KARDİYOVASKÜLER SİSTEM ÜZERİNE ETKİLERİ

Zhang ilk kez 1950 yılında toprak solucanlarından elde edilen ekstraktların,

kan basıncını azalttığını bildirmiştir. Shen (1982) solucanlardan elde edilen

ekstraklardan hazırlanan enjeksiyonların (0.5g/ml), aritmi karşısında frenleyici

etkisinin varlığını bildirmiştir.

2.9.4.2. SOLUNUM SİSTEMİ ÜZERİNDEKİ ETKİLERİ

1930 lu yıllarda solucanlardan elde edilen ekstraktların astım sakinleştirici bir

bileşen olarak kullanılabileceği, bu bileşenlerin histamin ve pilokarpinin neden

olduğu astım rahatsızlıklarını gidermekte etkili olabildiği ifade edilmiştir

(Zhang, 2011).
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Solucanların kurutulup toz haline getirilmesi ile hazırlanan ilaç 44 astım

hastası üzerinde kullanılmış ve hastaların %84‟ ünün tedaviye olumlu cevap

verdiği saptanmıştır (Ling 1961). Hastaların %78 i çocuk olan 275 astım

bronşit vakasının tedavisinde yalnız solucan enjeksiyonu kullanılmış ve

tedavide çocuk olan hastalarda yetişkinlere oranla daha iyi sonuç alındığı rapor

edilmiştir (Tutar, 2012).

2.9.4.3 BACAK ÜLSERİ TEDAVİSİNDEKİ ETKİLERİ

Solucan doku parçalarından elde edilen merhem, 50 bacak ülseri rahatsızlığı

olan hastada haricen kullanılmıştır. Hastaların 17 sinde tamamen iyileşme

görülürken, iyileşmenin daha az görüldüğü hastaların ağrılarında azalma,

bacaklarındaki kızarıklıklarda gerileme olduğu saptanmıştır (Tutar, 2012).

2.9.4.4. KABAKULAK TEDAVİSİNDEKİ ETKİLERİ

Kabakulaklı hastalarda yapılan bir çalışmada, toprak solucanlarını distile su ile

yıkadıktan sonra bir kaba koymuş ve üzerine toz şeker ilave etmiştir. Bir süre

sonra solucanların ortama sarı-beyaz renkli bir mucus salgıladıkları görülmüş

ve bu madde sargı bezine emdirilerek hastanın lenf bezleri üzerine 2-3 saat

süreyle tutulmuştur. Sonuçta, 170 hastada uygulanan bu yöntemle, vakalarda

görülen yüksek ateş baskılanmış ve diğer semptomlar kısa sürede ortadan

kaldırılmıştır. (Lu, 1961),

2.9.4.5. EGZAMA VE ÜRTİKER HASTALIKLARINDAKİ ETKİLERİ

Egzama rahatsızlığı olan 35 hastaya 60 gr solucan ile 30 gr şekerin

karıştırılması ile elde edilen ekstrakt, günde 4-5 kez semptomların görüldüğü

bölgelere uygulanmıştır. Hastaların 14 ü tamamen, 13 ü kısmen iyileşirken 5 i

tedaviye olumlu tepki vermiş, yalnızca 3 ünde herhangi bir etki görülmemiştir

(Hu, 1980).

Ürtiker rahatsızlığı olan 100 hastaya yapılan bir başka tedavi

yönteminde; solucanlardan elde edilen ekstrakt günde 2 ml enjeksiyon yoluyla

hastalara verilmiştir. Hastaların % 84’ ünde iyileşme gerçekleşmiştir (Li,

1976). Ayrıca aynı yöntemin uygulandığı 50 ürtiker hastasının, 15’inde

tamamen iyileşme, 24’ünde semptomlarda gerileme, 9’unda tedaviye tepki
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görülürken 2 hastada herhangi bir etkinin görülmediği rapor edilmiştir (Tutar,

2012).

2.9.4.6. YANIKLARIN TEDAVİSİNDEKİ ETKİLERİ

Allolobophora caliginosa türü toprak solucanları ile tıbbi bitkilerin

karışımından hazırlanan merhem 5011 yanık tedavisi gören hastaya

uygulanmış ve % 98,7’sinin tamamen iyileştiği rapor edilmiştir (Li, 1980).

Kurutulmuş 120 gram toprak solucanının, 60 gram şekerle karıştırılması ile

hazırlanan solusyonun, günde 4-6 kez yanık bölgeye uygulanması halinde

tedavide başarılı olunduğu ifade edilmektedir (Tutar, 2012).

2.9.4.7 KIRIKLARIN TEDAVİSİNDEKİ ETKİLERİ

Femur kırığı olan 63 hastada, solucanlar kullanılarak yapılan tedavide, ağrının

bir saat içinde durduğu, mevcut şişliklerin 24 saat içinde kaybolduğu ve kemik

gelişiminin ortalamanın üzerinde bir hızla gerçekleştiği görülmüştür ve bu

analjezik ve antiinflamatuar etkinin toprak solucanlarının yapısında bulunan

nükleik asit ve lipitlerden kaynaklanabileceğini ifade etmiştir (Li, 1980). Kırık

üzerine yapılan başka çalışmalarda canlı solucanlarla hazırlanan preparatların

kırık vakalarında kullanılması durumunda kemik gelişimini hızlandırarak çok

daha kısa sürede iyileşme sağlanabileceğini açıklamışlardır (Zheng, 1988; Xu,

1984).
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3. GEREÇ ve YÖNTEM

3.1. DENEY HAYVANLARI
Çalışmada, Cumhuriyet Üniversitesi Deney Hayvanları Etik Kurulu’ndan izin

alındıktan sonra (No: 06.11.2014/149) ortalama 300-350 g ağırlığında Wistar

albino türü erkek sıçanlar kullanıldı. Sıçanlar büyük kafeslerde 5’er adet olmak

üzere rastgele gruplara ayrılarak sıçan yemi ve musluk suyu ile beslendi.

Sıçanlar, normal bulunması gereken laboratuar standartları olan 12 saat

aydınlık/karanlık döngünün sağlandığı ve % 55±5 bağıl nem oranına sahip

ortamda tutuldular. Hayvanlar rastgele seçilerek gruplar aşağıdaki gibi

oluşturuldu (Tablo 3).

Çalışma Gruplarının Oluşumu
Tablo 3. Deney ve kontrol grupları

Deney ve Kontrol Grupları Gruptaki hayvan
sayısı (n)

Grup I (kontrol Grubu) 10

Grup II (Sölomik sıvı) 10

Grup III (Nitrofurazon)(krem) 10

Grup IV (Sölomik sıvı+Nitrofurazon) 10

Grup V (sham Grubu) 10

Toplam Hayvan Sayısı 50

Grup I (kontrol Grubu): Sıçanlarda diyabet oluşturuldu (Bölüm

3.3’de bahsedilen yönteme göre). Sıçanların sırtlarında tam cilt kesisi açılmadı.

Grup II (Sölomik Sıvı Grubu): Sıçanlarda diyabet oluşturuldu (Bölüm

3.3’de bahsedilen yönteme göre). Sıçanların sırtında tam cilt kesisi oluşturuldu

(Bölüm 3.4’de bahsedilen yönteme göre). Pansumanları 50 µL sölomik sıvı ile

gazlı bez yardımıyla topikal olarak yapıldı.

Grup III (Nitrofurazon grubu): Diyabetik sıçanların (Bölüm 3.3’de

bahsedilen yönteme göre) sırtında tam cilt kesisi ile yara oluşturuldu (Bölüm
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3.4’de bahsedilen yönteme göre). Pansumanları 0,1 mg % 0,2 lik nitrofurazon

ile gazlı bez yardımıyla topikal olarak uygulandı.

Grup IV (Sölomik Sıvı + Nitrofurazon Grubu): Sıçanlarda diyabet

oluşturulduktan (Bölüm 3.3’de bahsedilen yönteme göre)sonra sırt bölgesi tam

cilt kesisi ile açıldı(Bölüm 3.4’de bahsedilen yönteme göre). Pansumanları 50

µL sölomik sıvı ve 0,1 mg % 0,2 lik nitrofurazon karışımıyla gazlı bez

yardımıyla topikal olarak günde bir defa uygulandı.

Grup V (Sham Grubu): Sıçanlarda diyabet oluşturuldu (Bölüm 3.3’de

bahsedilen yönteme göre). Sıçanların sırtında tam cilt kesisi oluşturuldu

(Bölüm 3.4’de bahsedilen yönteme göre). Pansumanları steril distile su ile

topikal olarak yapıldı.

Hayvanlardan sıralamaya uygun olacak şekilde operasyonu (Bölüm

3.4’te anlatılmıştır) izleyen 7. günde anestezi altında kardiyak kan alındı. Yara

dokusundan örnekler sütür hattını ortayacak şekilde 6 mm eninde 3,6 cm

boyunda tam kat olarak deri alındı. Alınan doku örnekleri üç eşit parçaya

ayrıldı. Bu örneklerin iki parçası PCR için ayrıldı. PCR için ayrılan kısımlar

tartıldıktan ve içerisine 1 cc RNA stabilizatör içine konduktan sonra sıvı azot

ile dondurularak -80 °C ‘de çalışma gününe kadar saklandı. Diğer yara dokusu

da formaldehid içerisine konularak patolojiye gönderildi.

3.2. SÖLOM ELDE EDİLMESİ

Sölomik sıvı eldesinde ülkemizde de kültürü olan Eisenia fetida tipi kültür

solucanları kullanıldı. Sölomik sıvı 5V’luk stres uygulanarak elde edildi (Stres

altında solucanlar sölomik sıvıyı şoka başlandığı andan itibaren salgılarlar.

Solucanlar önce yıkandı ve kurulandı. Elektrik şokuyla stres uygulanan

solucanlar sölomik sıvıyı ter gibi salgıladılar. Bu da bir mikropipet yardımıyla

toplandı (Pan ve ark. 2003). Elde edilen sölomik sıvı 4000 rpm’de 4 oC’ta 5

dakika santrifüj edildi. Santrifüjden sonra üstte kalan süpernetan kısmı steril

şırınga uçlu filtre ile süzülerek kullanılmak üzere 4 oC’de saklandı sediment

kısmı ise atıldı.
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3.3.DİYABET OLUŞTURMA

Bütün sıçanların ağırlıkları STZ uygulaması öncesinde kaydedildi ve rastgele

hayvanlar seçilerek kuyruklarına verilen işaretlerle (asetat kalemi ile tek çizgi,

çift çizgi, üç çizgi, kontrol için K, sham için de S yazıldı ve günlük

silinmemesi için tekrar çizildi) 5 gruba ayrılarak gruplandırıldı. STZ 0,1 M

pH=4,5 sitrat tamponunda (20 ml/kg) çözüldükten sonra intraperitonal (i.p.)

olarak tek dozda 55 mg/kg olarak enjekte edildi. STZ uygulandıktan 3 gün

sonra kan glikoz düzeyi glukometre (Glukotrend/Roche ) ile ölçüldü. Glikoz

ölçümü sıçanların kuyruk veninden alınan kan ile yapıldı. Kan şekeri 300

mg/dl olan sıçanlar diyabetik hayvan olarak kabul edildi.

3.4.YARA OLUŞTURMA

Diyabetik olduğuna karar verilmiş olan sıçanlar bir hafta daha diyabetin kliniği

oturması beklenildikten sonra yara oluşturma işlemine alındı. Sıçanlara

intramüsküler yoldan 90 mg/kg ketamin hydrochlorid ve 8 mg/kg Xylazin

(Alfazin) yapılarak genel anestezi sağlandı. Anestezi yapılan hayvanlar sırtı

yukarı getirilecek şekilde (prone pozisyon) yatırılacak ve sırt tüyleri cilde hasar

vermemeye özen gösterilerek traş edildi. Her bir sıçanın sırt bölgesi povidon

iyot ile temizlendikten sonra kumpasla ölçülüp 15 numara bisturi kullanılarak

sırtta (iki skapula arasından, iliak çıkıntısına doğru bisturi ile) 3 cm boyunda

tam cilt (full thickness) kesisi oluşturuldu (Şekil 14a). Daha sonra yara

dudakları 4/0 non-absorbable iplik ile birer sütür olacak şekilde primer olarak

kapatıldı (Şekil 14b).

Şekil 14a. Tam kat kutanöz yara oluşturulmuş sıçan
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Şekil 14b. Primer sütür ile yara yeri kapatılmış sıçan

3.5. TEDAVİ UYGULAMA YÖNTEMİ

Kesi ile yara oluşturulduktan sonra günde bir kez yedi gün boyunca, saat

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

0,1 mg, sölomik sıvı ise saf halde 50 µl kullanılarak 3x3 cm’lik gazlı bez ile

sütür hattı boyunca topikal olarak uygulandı.

3.6. LABORATUVAR ÇALIŞMALARI

3.6.1. ELISA ÇALIŞMALARI
Yara çalışmasının 7. gününde sıçanlardan kardiyak kan alınmak için kapalı

punksiyon yöntemi (ksifoid altından) kullanıldı (Waynforth H.B. ve Flecknell

P.A.;1992) Kanlar EDTA’lı tüplere alınarak ve plazma elde edildi. Elde edilen

kan örnekleri ELİSA kitlerinin (Cayman marka Elısa kitleri) prosedürüne

uygun olarak çalışıldı.

ELISA İçin Kan Örneklerinden Plazma Eldesi
Toplanan kan örnekleri EDTA’lı tüpe alındı. 700-1000 g’de 10 dakika 4 oC’de

santrifüj edildi. Plazma kısmı alınarak 8 parçaya ayrılıp alikodlandı ve

çalışılmak üzere (-80oC) de saklandı.

3.6.1.1. Malondialdehit (MDA)
Plazma MDA seviyesinin tespiti tiyobarbitürik asit ile yüksek sıcaklıkta (90-

100 oC) tepkimeye girerek oluşan ürünün spektrofotometrik ölçüm ile

değerlendirilmesine dayanır. 100 µL örneğe 100 µL SDS çözeltisi ekleyerek

karıştırıldı. Üzerine 4 mL Color Reagent ekleyip kaynar suda 1 saat bekletildi.
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1 saat sonra acilen su banyosuna aldıktan sonra reaksiyonun durması için 10

dakika bekletildi. 1600 g de 4oC de 10 dakika santrifüj edildi. 30 dakika oda

sıcaklığında bekletildi. 530-540 nm dalga boyunda spektrofotometrik ölçüm

yapıldı (Thermo Scientific Multiscan GO).

3.6.1.2. Katalaz (CAT) Aktivitesi
Katalaz analiz kiti enzim aktivitesinin tayini için katalazın peroksidatik

fonksiyonunu kullanır. Bu metot optimal H2O2 konsantrasyonunun varlığında

metanol ile enzimin tepkimesine dayanır. Üretilen formaldehit kromojen olarak

4-amino-3-hidrazino-5-merkapto-1,2,4-triazol (Purpald) ile kolorometrik

ölçümüne dayanır. Purpald özellikle aldehitlerle heterosiklikler ile bir bisiklik

oluşturur ve oksidasyon ile renksizden mor renge dönüşür.

100 µl analiz tamponuna, 30 µl metanol ve 20 µl standart örnek

eklenildi. Tepkimeyi başlatmak için 20 µl hidrojen peroksit eklendi. 20 dakika

oda sıcaklığında çalkalayıcıda inkübe edildi. 30 µl Potasyum hidroksit

tepkimeye eklendi ve 30 µl Katalaz Purpald ilave edildi. Oda sıcaklığında 10

dakika inkübasyondan sonra her kuyucuğa 10 µl katalaz potasyum periodat

ekleyip 5 dakika oda sıcaklığında beklenildi. 540 nm’de spektrofotometrik

olarak okundu.

3.6.1.3. Süperoksit Dismutaz (SOD)
SOD  aktivitesini ölçmek için ticari deney kiti kullanıldı. SOD’un, oksitatif

enerji üretimi sırasında oluşan süper oksit radikallerini ölçmek için; 200 µl

radikal detektörüne 10 µl standart veya örnek eklendi. Üzerine 20 µl ksantin

oksidaz eklenerek tepkime başlatıldı. 30 dakika inkübe edildikten sonra 440-

460 nm dalga boyunda okundu.

3.6.1.4.Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)
GSH-Px aktivitesini ölçmek için ticari deney kiti kullanılarak her bir plate

kuyucuğuna 120 µl analiz tamponu ve 50 µl ko-substrat karışımı eklenildi

Pozitif Kontrol:100 µl assay tamponuna, 50 µl ko-substrat karışımı ve 20 µl

örnek katıldı. Tepkimeyi başlatmak için 20 µl Kümen hidroperoksit

eklendikten sonra birkaç saniye karıştırıcıda bekletildi. 340 nm’de okundu.
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3.6.2. PCR (REAL-TİME PCR) ÇALIŞMALARI
Real time PCR uygulanmadan önce alınan doku örnekleri aşağıdaki yöntem ile

homojenize edildi.

Doku Homojenizasyonu
Doku homejenizasyonu yapmak için sütür hattından sağlı sollu eşit uzaklıkta

olmak üzere yaklaşık 300 mg yara dokusu kesilerek ayırıldı. 1 ml PBS ile 3 kez

yıkandı. Örnek dokusunun hacmi kadar çelik bilye 1,5 ml mikrosantrifüj

tüpüne yerleştirildi ve üzerine doku ilave edildi. Doku lizis solüsyonundan

(Ripa Buffer) doku miktarını 2 kat boylayana kadar tüpe eklendi. Karışımın

içine doku miktarının 1/25’i kadar proteaz inhibitörü konduktan sonra mikro

santrifüj tüpleri kapatılıp cihaza yerleştirildi. Dokular homojenizatörde 5 dak.

parçalandı. 5 dak. sonunda halen tam parçalanmamış dokulara tekrar aynı işlem

uygulandı. Parçalanan doku homojenizatları tüp içerisinden alınıp temiz bir

tüpe yerleştirildi.

PCR aşamalarının kısa özeti;

Dokudan RNA izole edildi → cDNA elde edildi → Taqman prob

kullanılarak ilgili genlerin ekspresyon düzeyleri arasındaki farklılıklar

incelendi

Serum IL-1, VEGF, TNFα ve Neopterin Düzeylerinin PCR ile
Belirlenmesi: IL-1, VEGF, TNFα ve Neopterin genlerinin ekspresyon

düzeylerini incelemek için doku örneklerinden RNA izole edildi. Bu aşama

için hazır ticari spin kolon prensibi ile çalışan kitler kullanıldı. Bunun için 200

μg doku örnekleri önce çok küçük parçacıklara kesilerek daha sonra üzerine

digestion tamponu eklendi. Bu tampon hücreler arası bağı koparan bir sindirim

enzimidir. Daha sonra lizis enzimi eklenip spin kolon içine konuldu. Daha

sonra doku örneklerini silika membran yapıdaki spin kolon materyaline

eklenerek bağlanma tamponu ile ortamın PH’sını değiştirilip nükleik asitler

spin kolona bağlandı. Örnek üzerine DNAse enzimi ekleyip ortamdan DNA ve

protein içerikli materyalleri uzaklaştırıldı. Alkol içerikli yıkama solüsyonu ile

yıkandı. Böylece spin kolona sadece RNA bağlandı. Sonra TE (10 mM

trisHCL, Ph8,0, 1Mm EDTA) içerikli Elution solüsyonu ile spin kolondan
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RNA saflaştırıldı. RNA’ların stabil kalması çok zor olduğu için hemen revers

transkriptaz enzimi ile RNA’lar cDNA ya dönüştürüldü. cDNA’lar çalışma

gününe kadar (-80oC) de saklandı. Çalışma gününde cDNA‘lar IL-1, VEGF,

TNFα ve neopterin genlerine özgül primer ve Taqman Probları ile Real Time

PCR aşamasına alındı. Bu aşamada Primerler ilgili genlerin promotor

bölgelerine bağlandığında Taqman Prob prensibi ile sentezlenmiş problar ise

PCR ürününün bir bölgesine bağlandı. Taqman Prob çalışma prensibi

parçalanan Prob tekniği olduğundan kullanacağımız polymerase 5´–3´

exonuclease aktivitesine sahip olmalıdır. Böylece prob bağlandıktan sonra taq

DNA polymerase probun ışıması için onu parçalar. Realtime PCR cihazında bu

ışımayı eş zamanlı olarak izlenir ve analiz edebilir. Real time PCR’ın çalışıp

çalışmadığı Beta Actin ile kontrol edilir. Böylece elde ettiğimiz Ct (threshold

cycle) (Gerçek zamanlı PCR deneylerinde floresan sinyal miktarının,

gözlemlenebilmesi için gereken minimum değeri (eşik değerini) geçtiği

döngü sayısına (eşik döngüsü) verilen addır.) değerleri B-Actin ile

kıyaslanarak değerlendirilir. Kullandığımz kontrol ve deney gruplarında birbiri

içindeki kıyaslamalar sonucunda IL-1, VEGF, TNFα ve neopterin genlerinin

ekspresyon düzeylerinin artıp azaldığına dikkat çekerek yara iyileşmesi

hakkında bilgi edinildi.

cDNA Eldesi: mRNA ekspresyon seviyelerini belirlemek için duyarlı bir

metottur. Klasik PCR dan farklı olarak başlangıç materyali RNA dır. Ters

transkriptaz enzimi, tek iplikli bir RNA molekülü okuyup (transkripsiyonunu

yapıp) tek iplikli DNA üreten bir DNA polimeraz enzimidir. Bu enzim, ayrıca,

RNA tek iplikli cDNA şeklinde okunduktan sonra çift iplikli DNA

oluşmasında da görev alır. Normal transkripsiyon DNA'dan RNA sentezidir

dolayısıyla ters transkripsiyon bu sürecin tersidir. mRNA düzeyinde yapılacak

analizlerde RNA molekülü ile çalışmak zor olduğu için complementary DNA

(cDNA) gibi kararlı bir molekül ile çalışılır. Oluşan cDNA intron bölgelerini

içermez. Sadece Exonları içerir. Bu sayede kodlanan gen bölgeleri hakkında

bilgi sahibi olmamızı sağlar.  cDNA eldesi yapıldı ve RNAaz ligaz eklenerek -

80 oC de saklandı. DNA miktarları ölçülerek ortalama 50 ng olması sağlanıldı.

Stok solüsyondan 1/10 oranında olacak şekilde cDNA seyreltildi. Çalışmada
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kullanılacak örnek sayısı belirlendi. Buna göre Master Mix hazırlandı. Aynı

örnekler iki defa çalışıldı. 0.5 ml lik tüp içine 120 µl TaqMan Gene Expression

Master Mix (2x) eklendi. Her örnek için 2 µl olacak şekilde 2x12=24 µl prob

0.5 ml tüp içerisine eklenerek 150 rpm’de 2 dk. vortekslendi. Üzerine cDNA

miktarına göre 20 µl’ye tamamlamak için gerekli olan nuclease free su

eklenerek tekrar 150 rpm’de 1 dk. vortekslendi. Hazırlanan tüplerden 0,1ml

PCR plate içine 10-15 µl eklendi. 4-10 µl cDNA eklendi yavaşça

vortekslenerek pleytin üzeri kapatıldı. Playt cihaza yerleştirildi. Elde edilen

RNA’ların kalitesini görmek için numunelerin herbirinin ölçümü Nanodrop

(Thermo Scientific Multiscan GO) cihazında yapıldı.

3.6.3. HİSTOPATOLOJİ ÇALIŞMALARI

Sıçanların sırtından insizyon hattını ortaya alacak şekilde 6 mm eninde şerit

şeklinde tam kat deri örnekleri alındı. Alınan örnekler % 10 formaldehit

içerisinde tespit edilip rutin doku takip işlemlerinden geçirilerek parafin bloklar

hazırlandı. Hazırlanan parafin bloklardan alınan 5 mikron kalınlığındaki

kesitler histopatholojik inceleme için hematoksilen eozin ile boyandı.

Histopatholojik incelemelerde 10 farklı mikroskop sahası taranarak 40x

büyütmede ödem, makrofaj infiltrasyonu, fibroblast yoğunluğu ve deri

yüzeyindeki yeni epitel oluşumu semikantitatif olarak 0 dan 3 e kadar skorlandı

(0 = 40x  büyütmede 10 mikroskop alanında herhangi bir yangısal yanıt (ödem,

makrofaj ve fibroblast) veya yeni epitel oluşumu yok, 1 = 40x büyütmede 10

farklı mikroskop alanında hafif bir yangısal yanıt (ödem, makrofaj ve

fibroblast) veya az yoğunlukta epitel oluşumu, 2 = 40x  büyütmede 10

mikroskop alanında orta şiddette yangısal bir yanıt (ödem, makrofaj ve

fibroblast) veya orta derecede yeni epitel oluşumu, 3 = 40x büyütmede 10

mikroskop alanında şiddetli bir yangısal yanıt (ödem, makrofaj ve fibroblast)

veya yoğun miktarda (kontrollere yakın) yeni epitel oluşumu)
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3.7. İSTATİSTİKSEL YÖNTEM

Bu çalışmada 50 sıçan 10'arlı olarak ayrılarak sırasıyla kontrol, sölom, nitro

frozan, sölom+nitrofrozan ve sham gruplarını oluşturmuşlardır. Herbir grup

için doku örneklerinden PCR ve patoloji çalışmaları yapılmıştır. Kan

örneklerinden ise ELİSA çalışmaları yapılmıştır.  PCR, patoloji ve ELİSA

uygulamalarının herbiri için 4 er parametre incelenmiştir. Elde edilen

sonuçların değerlendirmeleri istatistiksel paket programı olan SPSS 22.0

programı kullanılarak yapılmıştır. Öncelikle tüm parametreler için ortalama ve

standart sapma değerleri hesaplanarak grafikleri ile birlikte sunulmuştur.

Çalışmanın amacı tüm parametrelere göre gruplar arasında istatistiksel olarak

anlamlı bir farklılık olup olmadığını belirlemektir. Bu amaçla yapılacak olan

testlerin parametrik veya non-parametrik olmasına karar vermek için normallik

varsayımını ve varyansların homejenliği varsayımını incelemek gerekir.

Normallik testi Kolmogorov-Smirnov Testi ile varyansların homejenliği ise

Levene Testi ile test edilmiştir.  Her iki varsayımında sağlandığı durumlarda

gruplar arasında farklılık olup olmadığını belirlemek için Parametrik bir test

olan ANOVA varyans analizi testi. İki varsayımdan en az birinin sağlanmadığı

durumlarda ise non-parametrik testlerden Kruskall Wallis Testi uygulanır.

ANOVA testinin sonucunda en az bir grubun diğerlerinden farklı çıkması

durumunda farklılığın nedenini belirlemek için ikili karşılaştırma testlerinden

TUKEY testi uygulanmıştır. Kruskall-Wallis testinin sonucunda en az bir

grubun diğerlerinden farklı çıkması durumunda ise farklılığın nedenini

belirlemek için Mann-Whitney U testi ikili olarak bütün gruplara

uygulanmıştır.
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4. BULGULAR

4.1. GRUPLARIN SERUM MDA DÜZEYLERİ

Her bir sıçanın MDA değeri ölçülerek grupların ortalama MDA değerleri µM

olarak ifade edildi. Elde ettiğimiz verilere göre en düşük MDA ortalaması

kontrol grubunda (729,00±139 µM) iken en yüksek MDA ortalamasının ise

sham grubunda (1780,50±171 µM) olduğu görüldü. Diğer üç grup MDA

değerleri küçükten büyüğe doğru sölomik grup (920,50±131 µM), nitrofurazon

grup (1126,20±69 µM) ve sölom+nitrofurazon grup (1385,00±146 µM) olarak

sıralanmıştır. Sölomik grubun MDA seviyesi nitrofurazon grup,

sölom+nitrofurazon grup ve kontrol grup ile karşılaştırıldığında üç gruptan da

düşük ölçülmüştür. MDA seviyelerindeki fark istatistiksel olarak anlamlı

bulunmuş olup p değerleri sırası ile p=0,023, p=0,001 ve p<0,001 dir.

Grupların MDA ortalamaları aşağıda grafiksel olarak gösterilmiştir (Şekil 15).
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Şekil 15. Grupların serum MDA ortalama değerleri

* ; sölom grubu ile nitrofurazon grubu arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı
bulunmuştur (p=0,023).
**; sölom grubu ile sölom+nitrofurazon grubu arasındaki fark istatistiksel olarak
anlamlı bulunmuştur (p=0,001).
***;  sölom grubu ile sham grubu arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı
bulunmuştur (p<0,001).
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4.2. GRUPLARIN SERUM KATALAZ DEĞERLERİ

Tüm Gruplardaki sıçanların CAT aktivite değerleri ölçüldü ve değerler µM/dk

olarak kayıt edildi. Grupların katalaz ortalamaları hesaplandığında en yüksek

değerinin kontrol grubunda (280,62±31 µM/dk) en düşük CAT ortalama

değerinin ise sham grubunda (122,15±13 µM/dk) olduğu görülmüştür. Diğer üç

grubun CAT aktivite ortalama değerleri büyükten küçüğe doğru sölomik grup

(231,55±38 µM/dk), nitrofurazon grup (191,31±13 µM/dk) ve

sölom+nitrofurazon grup (153,76±14 µM/dk) olarak sıralanmıştır. Sölomik

grubun CAT seviyesi nitrofurazon grup, sölom+nitrofurazon grup ve kontrol

grup ile karşılaştırıldığında üç gruptan da yüksek ölçülmüştür. Bu yükseklik

farkı istatistiksel olarak anlamlı bulunmuş olup p değerleri sırası ile p=0,023,

p=0,001 ve p<0,001 dir. Grupların CAT ortalamaları aşağıda grafiksel olarak

gösterilmiştir (Şekil 16).
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Şekil 16. Grupların serum CAT aktivitesi ortalama değerleri

* ; sölom grubu ile nitrofurazon grubu arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı
bulunmuştur (p=0,023).
**; sölom grubu ile sölom+nitrofurazon grubu arasındaki fark istatistiksel olarak
anlamlı bulunmuştur (p=0,001).
***;  sölom grubu ile sham grubu arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı
bulunmuştur (p<0,001).
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4.3. GRUPLARIN SERUM SOD DEĞERLERİ

Sıçanların serumlarından ölçülen SOD değerleri U/ml olarak kayıt edildi.

Grupların SOD ortlamaları hesaplandığında en yüksek SOD değerin kontrol

grubunda (1,57±0,09 U/ml), en düşük değerinin ise sham grubunda (0,67±0,07

U/ml) olduğu görülmüştür. Diğer üç grubun ortalama SOD değerleri büyükten

küçüğe doğru sölomik grup (1,26±0,29 U/ml), nitrofurazon grup (1,03±0,07

U/ml) ve sölom+nitrofurazon grup (0,86±0,07 U/ml) olarak sıralanmıştır.

Sölomik grubun SOD seviyesi nitrofurazon grup, sölom+nitrofurazon grup ve

kontrol grup ile karşılaştırıldığında üç gruptan da yüksek ölçülmüştür. SOD

değerindeki bu yükseklik farkı istatistiksel olarak anlamlı bulunmuş olup p

değerleri sırası ile p=0,006, p=0,002 ve p=0,001 dir. Grupların SOD

ortalamaları aşağıda grafiksel olarak gösterilmiştir (Şekil 17).
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Şekil 17. Grupların serum SOD aktivitesi ortalama değerleri

* ; sölom grubu ile nitrofurazon grubu arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı
bulunmuştur (p=0,006).
**; sölom grubu ile sölom+nitrofurazon grubu arasındaki fark istatistiksel olarak
anlamlı bulunmuştur (p=0,002).
***;  sölom grubu ile kontrol grubu arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı
bulunmuştur (p=0,001).
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4.4. GRUPLARIN SERUM GSH-Px DEĞERLERİ

GSH-Px değerleri ölçüldü ve birimi µM/dk olarak kayıt edildi. Grupların

ortalamaları hesaplandığında en yüksek GSH-Px değerin kontrol grubunda

(12,43±1,32 µM/dk) en düşük değerinin ise sham grubunda (4,94±0,46 µM/dk)

olduğu görülmüştür. Diğer üç grubun ortalama GSH-Px değerleri büyükten

küçüğe doğru sölomik grup (9,67±1,12 µM/dk), nitrofurazon grup (7,74±1,35

µM/dk) ve sölom+nitrofurazon grup (6,13±1,54 µM/dk) olarak sıralanmıştır.

Sölomik grubun GSH-Px seviyesi nitrofurazon grup, sölom+nitrofurazon grup

ve kontrol grubu ile karşılaş tırıldığında karşılaştırıldığında üç gruptan da

yüksek ölçülmüştür. GSH-Px seviyesindeki bu yükseklik farkı istatistiksel

olarak anlamlı bulunmuş olup p değerleri sırası ile p=0,013, p=0,001 ve

p<0,001 dir. Grupların GSH-Px ortalamaları aşağıda grafiksel olarak

gösterilmiştir (Şekil 18).
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Şekil 18. Grupların serum GSH-Px ortalama değerleri

* ; sölom grubu ile nitrofurazon grubu arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı
bulunmuştur (p=0,013).
**; sölom grubu ile sölom+nitrofurazon grubu arasındaki fark istatistiksel olarak
anlamlı bulunmuştur (p=0,001).
***;  sölom grubu ile sham grubu arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı
bulunmuştur (p<0,001).
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4.5. GRUPLARIN VEGF DEĞERLERİ

Sıçanlardan alınan doku örneklerinde PCR değerleri VEGF/Ct olarak kayıt

edildi. Grupların VEGF/Ct değerlerinin ortalaması hesaplandığında kontrol

grubunun değeri en düşük (1,88±0,15 VEGF/Ct)  iken sölom grubunun

(5,45±0,64 VEGF/Ct) en yüksek olduğu gözlemlenmiştir. Diğer üç grubun

VEGF değerlerinin ortalamaları büyükten küçüğe doğru nitrofurazon grubu

(4,62±0,21 VEGF/Ct), sölom+nitrofrazon grubu (4,11±0,53 VEGF/Ct) ve

sham grubu (3,51±0,33 VEGF/Ct) olarak sıralanmıştır. Sölomik grubun

VEGF/Ct seviyesi nitrofurazon grup, sölom+nitrofurazon grup ve kontrol grup

ile karşılaştırıldığında üç gruptan da yüksek ölçülmüştür. Bu yükseklik farkı

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuş olup p değerleri sırası ile p=0,004,

p=0,003 ve p<0,001 dir. Grupların VEGF/Ct ortalamaları aşağıda grafiksel

olarak gösterilmiştir (Şekil 19).
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Şekil 19. Grupların VEGF ortalama değerleri

* ; sölom grubu ile nitrofurazon grubu arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı
bulunmuştur (p=0,004).
**; sölom grubu ile sölom+nitrofurazon grubu arasındaki fark istatistiksel olarak
anlamlı bulunmuştur (p=0,003).
***;  sölom grubu ile sham grubu arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı
bulunmuştur (p<0,001).
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4.6. GRUPLARIN IL-1 DEĞERLERİ

IL-1, laboratuvar sonuçları IL-1/Ct olarak kayıt edildi. Grupların ortalama

değerleri hesaplandığında kontrol grubu en düşük (2,42±0,18 IL-1/Ct)

ortalamaya sahip iken sham grubunun (5,20±0,49 IL-1/Ct) ortalaması en

yüksek bulunmuştur. Diğer üç grup küçükten büyüğe doğru sölomik grup

(3,32±0,18 IL-1/Ct), nitrofurazon grup (3,51±0,16 IL-1/Ct), ve

sölom+nitrofurazon grup (3,96±0,46 IL-1/Ct) olarak sıralanmıştır. Gruplara ait

değerler ikişerli karşılaştırıldığında sölom grubunun ortalama değeri

nitrofurazon grubunun ortalama değerinden daha düşük olarak tespit edilmiş

olsada bu iki grup arasındaki fark istatiksel olarak anlamlı bulunmamıştır

(p=0,082). Sölomik grubun IL-1/Ct seviyesi sölom+nitrofurazon grup ve

kontrol grup ile karşılaştırıldığında iki gruptan da düşük ölçülmüştür. Bu

ölçümler arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmuş olup p değerleri

sırası ile p=0,001 ve p<0,001 dir. Grupların IL-1/Ct ortalamaları aşağıda

grafiksel olarak gösterilmiştir (Şekil 20).
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Şekil 20. Grupların IL-1 ortalama değerleri

*; sölom grubu ile sölom+nitrofurazon grubu arasındaki fark istatistiksel olarak
anlamlı bulunmuştur (p=0,001).
**;  sölom grubu ile sham grubu arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı
bulunmuştur (p<0,001).
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4.7.  GRUPLARIN TNFα DEĞERLERİ

Sıçan gruplarının TNFα laboratuvar sonuçları TNFα/Ct olarak kayıt edildi.

kontrol grubu en düşük (4,88±0,53) ortalama değere sahip olup sham grubu

enyüksek değerde bulunmuştur (10,06±0,89). Diğer üç grup küçükten büyüğe

doğru nitrofurazon grup (6,34±0,68), sölomik grup (6,86±0,43), ve

sölom+nitrofurazon grup (7,74±0,54) olarak sıralanmıştır. Gruplara ait değerler

ikişerli karşılaştırıldığında sölom grubunun ortalama değeri nitrofurazon

grubunun ortalama değerinden daha yüksek olarak tespit edilmiştir. Ancak bu

iki grup arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır p=0,082.

Sölomik grubun TNFα/Ct seviyesi sölom+nitrofurazon grup ve kontrol grup ile

karşılaştırıldığında iki gruptan da düşük ölçülmüş ve aralarındaki fark

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur. p değerleri sırası ile şöyledir p=0,002

ve p<0,001. Grupların TNFα/Ct ortalamaları aşağıda grafiksel olarak

gösterilmiştir (Şekil 21).
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Şekil 21. Grupların TNFα ortalama değerleri

*; sölom grubu ile sölom+nitrofurazon grubu arasındaki fark istatistiksel olarak
anlamlı bulunmuştur (p=0,002).
**;  sölom grubu ile sham grubu arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı
bulunmuştur (p<0,001).
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4.8. GRUPLARIN NEOPTERİN DEĞERLERİ

Sıçanların yara yerinden alınan doku örneklerinin PCR ölçümleri neopterin/Ct

olarak kayıt edildi. Grupların neopterin/Ct değerlerinin ortalamaları

hesaplandığında kontrol grubu en düşük (4,67±0,23 neopterin/Ct) iken sham

grubunun en yüksek ortalama değere sahip olduğu görülmüştür (8,64±0,66

neopterin/Ct). Diğer üç grup küçükten büyüğe doğru nitrofurazon grup

(5,63±0,13 neopterin/Ct), sölomik grup (5,76±0,39 neopterin/Ct), ve

sölom+nitrofurazon grup (6,67±0,80 neopterin/Ct) olarak sıralanmıştır.

Gruplara ait değerler ikişerli karşılaştırıldığında sölom grubunun ortalama

değeri nitrofurazon grubunun ortalama değerinden daha yüksek olarak

ölçülmüştür. Ancak bu yükseklik farkı istatistiksel olarak anlamlı

bulunmamıştır p=0,210. Sölomik grubun neopterin/Ct seviyesi

sölom+nitrofurazon grup ve kontrol grup ile karşılaştırıldığında iki gruptan da

düşük ölçülmüştür. Aralarındaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmuş olup

p değerleri sırası ile şöyledir p=0,005 ve p<0,001. Grupların neopterin/Ct

ortalamaları aşağıda grafiksel olarak gösterilmiştir (Şekil 22).
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Şekil 22. Grupların neopterin ortalama değerleri

*; sölom grubu ile sölom+nitrofurazon grubu arasındaki fark istatistiksel olarak
anlamlı bulunmuştur (p=0,005).
**;  sölom grubu ile sham grubu arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı
bulunmuştur (p<0,001).
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4.9. HİSTOPATOLOJİK BULGULAR

Sıçanların sütür hattını ortalayacak şekilde eksizyonel olarak alınan 6 mm

enindeki kesi boyunun tamamını içine alan tam kat deri dokularının bir kısmı

da histopatolojik incelemeye alındı. Dokulara ait skorlamalar mikroskop

altında görülen ilgili hücrelerin sayılarına göre yapılmıştır. (0=yok, 0-1 arası =

hafif şiddetten daha az yani yok denecek kadar az, 1 = hafif, 1-2 arası =

hafiften orta dereceye değişen şiddette, 2 = orta, 2-3 arası = orta dereceden

şiddetliye kadar değişen yoğunluk 3 = şiddetli). Her bir sıçanın almış olduğu

değerlerle grupların ortalama skorları elde edilmiş olup karşılaştırmalı

analizleri Tablo 4 de ayrıntılı olarak gösterilmiştir.

Tablo 4. Grupların histopatolojik skor ortalamaları

Epitelizasyon Fibroblast Makrofaj Ödem

ort ss ort ss ort ss ort ss

Kontrol Grubu 3 0 0 0 0 0 0 0

Sölomik Sıvı 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

Sölomik Sıvı +
Nitrofurazon Grubu 0,8 0,40 0,9 0,3 1,3 0,46 1,4 0,45

Sham Grubu 0,3 0,45 0,4 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 alınan numunelerin mikroskop altındaki görüntüleri

fotoğraflanmıştır. Her gurup için bir örnek seçilmiş olup sıçanların mikroskop

altındaki görüntüleri Şekil (23-26)’de verilmiştir.

Şekil 23. Sölom grubunda tedavinin 7. günde artmış bağ dokusu  (siyah oklar)
görüntüleri,  epitelizasyon (kırmızı oklar). Hematoksilen Eozin x200

Şekil 24. Nitrofurazon grubunda tedavinin 7. gündeki artmış bağ doku oluşumu
görüntüleri  (siyah oklar). Hematoksilen Eozin x200
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Şekil 25. Sölom+ Nitrofurazon uygulanan grupta polimorf nükleer lökosit
infiltrasyonu (siyah oklar) hematoksilen eozin x260

Şekil 26. Distile su uygulanan (Sham) grubun kas dokuya kadar yayılmış polimorf
nükleer lökosit infiltrasyonu (siyah oklar), hematoksilen eozin x160



64

4.9.1. EPİTELİZASYON BULGULARI

Histopatolojik olarak sıçanların yara yerinde oluşan epitel hücrelerinin

yoğunluğuna göre skorlamaları yapıldı. Gruplarının ortalama epitelizasyon

skoru hesaplandığında en yüksek skor ortalamasının kontrol grubu (3,00±0,00)

ve en düşük skor ortalamasının sham grubu (0,30±0,46) olduğu tespit

edilmiştir. Diğer üç grup büyükten küçüğe doğru sölomik grup (1,80±0,40),

nitrofurazon grup (1,30±0,46), ve sölom+nitrofurazon grup (0,80±0,40) olarak

sıralanmıştır. Sölomik grubun epitelizasyon skor ortalamasının nitrofurazon

grup, sölom+nitrofurazon grup ve kontrol grup ile karşılaştırıldığında üç

gruptan da fazla olduğu görülmüştür. Aralarındaki fark istatistiksel olarak

anlamlı bulunmuş olup p değerleri sırası ile şöyledir p=0,028, p<0,001 ve

p<0,001. Grupların epitelizasyon skor ortalamaları aşağıda grafiksel olarak

gösterilmiştir (Şekil 27).
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Şekil 27. Grupların epitelizasyon skor ortalamaları

* ; sölom grubu ile nitrofurazon grubu arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı
bulunmuştur (p=0,028).
**; sölom grubu ile sölom+nitrofurazon grubu arasındaki fark istatistiksel olarak
anlamlı bulunmuştur (p<0,001).
***;  sölom grubu ile sham grubu arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı
bulunmuştur (p<0,001).
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4.9.2. FİBROBLAST BULGULARI

Sıçanların deri dokularından alınan örneklerde fibroblastların yoğunluğuna

göre skorlamaları yapıldı ve gruplarının ortalama fibroblast skorları hesaplandı.

Elde edilen sonuçlar incelendiğinde fibroblast yönünden en yüksek skor

ortalaması sölom grubunda (1,80±0,40)  iken en düşük skor ortalaması

(0,00±0,00) kontrol grubunda olmuştur. Diğer üç grup büyükten küçüğe doğru

nitrofurazon grup (1,30±0,46), sölom+nitrofurazon grup (0,90±0,30)  ve sham

grup (0,4±0,49) olarak sıralanmıştır. Sölomik grubun fibroblast skor

ortalamasının istatistiksel olarak nitrofurazon grup, sölom+nitrofurazon grup

ve kontrol grup ile karşılaştırıldığında üç gruptan da yüksek olduğu

görülmüştür. Aralarındaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmuş olup p

değerleri sırası ile p=0,028, p<0,001 ve p<0,001 dir. Grupların fibroblast skor

ortalamaları aşağıda grafiksel olarak gösterilmiştir (Şekil 28).

Kontrol Sölom Nitrofurazon Sölom+Nitrofurazon Sham

Fi
br

ob
la

st
 S

ko
ru

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

*

**

***

Şekil 28. Grupların fibrobast skor ortalamaları

* ; sölom grubu ile nitrofurazon grubu arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı
bulunmuştur (p=0,028).
**; sölom grubu ile sölom+nitrofurazon grubu arasındaki fark istatistiksel olarak
anlamlı bulunmuştur (p<0,001).
***;  sölom grubu ile sham grubu arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı
bulunmuştur (p<0,001).
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4.9.3.MAKROFAJ BULGULARI

Sıçanların deri dokularından alınan örneklerde yapılan patolojik inceleme

sonucu makrofajların yoğunluğuna göre skorlama yapıldı ve grupların

makrofaj ortalamaları hesaplandığında en düşük skor ortalamasının kontrol

grubunda (0,00±0,00) ve en yüksek skor ortalamasının sham grubunda

(1,80±0,40) olduğu görülmüştür. Diğer üç grup küçükten büyüğe doğru

nitrofurazon grup (0,50±0,50), sölom grubu (0,60±0,49) ve sölom+nitrofurazon

grup (1,30±0,45) olarak sıralanmıştır. Gruplara ait değerler ikişerli

karşılaştırıldığında sölom grubunun makrofaj skor ortalaması nitrofurazon

grubunun skor ortalamasından düşük olarak tespit edilmiş olsada bu iki grup

arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (p=0,661). Sölomik

grubun makrofaj skor ortalamasının sölom+nitrofurazon grup ve kontrol grup

ile karşılaştırıldığında iki gruptan da düşük bulunmuştur. Aralarındaki fark

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuş olup p değerleri sırası ile p=0,010 ve

p<0,001dir. Grupların makrofaj skor ortalamaları aşağıda grafiksel olarak

gösterilmiştir (Şekil 29).
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Şekil 29. Grupların makrofaj skor ortalamaları

*; sölom grubu ile sölom+nitrofurazon grubu arasındaki fark istatistiksel olarak
anlamlı bulunmuştur (p=0,010).
**;  sölom grubu ile sham grubu arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı
bulunmuştur (p<0,001).
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4.9.4. ÖDEM BULGULARI

Sıçanların deri dokularından alınan örneklerde yapılan patolojik inceleme

sonucu ödemin şiddetine göre skorlama yapıldı ve gruplarının ödem skorlarının

ortalaması hesaplandı. Elde edilen sonuçlar incelendiğinde ödem yönünden en

düşük skor ortalaması kontrol grubu (0,00±0,00)  iken en büyük skor

ortalaması da sham grubunda (2,20±0,40) olmuştur. Diğer üç grup küçükten

büyüğe doğru sölom grubu (0,60±0,49), nitrofurazon grup (0,70±0,46),

sölom+nitrofurazon grup (1,40±0,49), olarak olarak sıralanmıştır. Sölom

grubunun skor ortalamasının nitrofurazon grubunundan düşük olarak tespit

edilmiş olsada bu iki grup arasındaki fark istatiksel olarak anlamlı

bulunmamıştır (p=0,648). Sölomik grubun ödem skor ortalaması

sölom+nitrofurazon grup ve kontrol grup ile karşılaştırıldığında iki gruptan da

düşük bulunmuştur. Ortalamalar arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı

bulunmuş olup p değerleri sırası ile p=0,006 ve p<0,001dir. Grupların ödem

yönünden skor ortalamaları aşağıda grafiksel olarak gösterilmiştir (Şekil 30).
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Şekil 30. Grupların ödem skor ortalamaları

*; sölom grubu ile sölom+nitrofurazon grubu arasındaki fark istatistiksel olarak
anlamlı bulunmuştur (p=0,006).
**;  sölom grubu ile sham grubu arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı
bulunmuştur (p<0,001).
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5. TARTIŞMA
Yara, yüzyıllardır insanoğlunun mortalite ve morbitite açısından büyük

sorunu olmuştur. Bu sebeple yara iyileşmesi üzerine çok fazla sayıda çalışma

bulunmaktadır. Yara iyileşme mekanizması son derece karmaşık bir yapıya

sahip olup antioksidanlar, sitokinler, büyüme faktörleri ve diğer moleküllerin

de katıldığı karmaşık olaylar zinciridir. Son yıllarda yara yeri üzerine yapılan

çalışmaların sayısı artmış olsa da yara iyileşmesinin tüm basamakları hala tam

olarak aydınlatılamamıştır. Bu yüzden tıbbi alanda yara iyileşmesi birçok bilim

insanının ilgi odağı olmuştur.

Solucanlar birçok patojen mikroorganizmanın bulunduğu ortamlarda

yaşayabilmektedirler ve bu tehditlere karşı iki farklı yoldan karşı

koyabilmektedirler. Bunlardan birincisi sahip oldukları derinin patojen mikro

organizmalara karşı bariyer oluşturmasıdır. İkincisi ise çeşitli zarar veren

uyaranlara karşı salgıladıkları sölomik sıvı ile savunma yöntemidir (Tutar,

2012). Sölomik sıvı bu savunmayı antimikrobiyal etkinliği olan lenfositik

sölomosit, granulositik sölomosit, fagositik sölomosit hücreler ve lizozomal

enzimler ile yapmaktadır (Valenbois, 1971). Sölom sıvısında yer alan bu

hücreler insan akyuvarlarına benzer görev üstlenebilmektedirler

(Adamomowicz ve Wojtaszek, 2011). Eisenia fetida solucanlarının 42 farklı

türünden elde edilen sölomik sıvılarla yapılan toksisite deneyleri sonucunda

sölomik sıvıların patojen mikroorganizmalar için toksik etki gösterirken,

omurgalılar için toksik etkinin olmadığı gösterilmiştir (Kobayashi ve ark.,

2001). Bu bilgiler çalışmamızda, yara yeri tedavisinde sölomik sıvının etkisini

araştırma sebebimiz olmuştur. Solucanlar ani sıcaklık değişimi, çeşitli kimyasal

uyarılar, küçük voltajlı elektriksel uyarı veya herhangi bir zarar verici etkiye

karşı dorsal porlarından sölomik sıvı salgılarlar (Shobha ve ark., 2008;

Vasanthive ark., 2012). Eisenia fetida solucanlarından elde edilen sölomik sıvı

geleneksel tıpta astım, hipertansiyon, artrit, yanık, sivilce gibi hastalıkların

tedavisinde kullanılmış ve bu hastalıklarda antiinflamatuar, antimikrobiyal,

antipiretik ve anestezik etki gösterdiği çalışmalarla ortaya konmuştur (Zeng,

1982; Reynolds, 1972; Wang, 1986). Eisenia fetida tipi solucanlar ile yapılan

bir çalışmada, sölomik sıvıdan izole edilen bir proteininin antibakteriyel,
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antiviral ve antitümör aktiviteleri in vitro olarak gösterilmiştir (Liu, 2003;

Vang ve ark., 2006). Sölomik sıvı proteini (ECFP) izole edilmesi ve

saflaştırılması için sırayla ultrafiltrasyon, jel kromatografisi ve iyon değişim

kromatografisi kullanılır ve ECFP sodyum dodesil sülfat poliakrilamid jel

elektroforezi (SDS-PAGE) ile karakterize edilir. Sölomik sıvının etkin bir

antibakteriyal etkiye sahip olduğu, ayrıca insan serviks adenokarsinoma

(HeLa) hücreleri ve karaciğer adenokarsinom (LTEP-A2) hücrelerinde doza

bağımlı olarak proliferasyonu inhibe ettiği belirtilmiştir. ECFP, yabancı

organizmalara karşı solucanın doğal savunma sisteminin bir bileşenidir. Bu

nedenle gelecekte muhtemel farmasötik bir ilaç olabileceği vurgulanmıştır

(Hua ve ark 2011).

Bu çalışmada, sölomik sıvının yara yeri üzerine etkileri kan ve doku

örnekleri ile araştırılmıştır. Kan örneklerinde antioksidanlar ve MDA

aktivitelerine bakılmıştır. Doku örneklerinde ise PCR ve histopatolojik

incelemeler yapılmıştır. Antioksidan savunma; serbest oksijen radikallerine

karşı organizmanın oluşturduğu bir cevap mekanizmasıdır. Antioksidan

savunma ile serbest O2 radikalleri arasında bir denge vardır. Bu dengenin

serbest oksijen radikalleri lehine bozulduğu durumlarda oksidatif stres ortaya

çıkar (Pitkanem ve ark., 1992). Oksidatif stres, ateroskleroz, diyabet, kanser,

enfeksiyon ve inflamasyon hastalıkları, santral sinir sistemi bozuklukları,

iskemi reperfüzyon gibi fizyopatolojik olaylarda, hücre yaşlanmasında ve

dolayısıyla hücresel yıkım, hücre hasarı ve hücre ölümünde rol oynayan önemli

bir mekanizma olarak son yıllarda büyük önem kazanmıştır (Van Dam ve ark.,

1995; Bukan ve ark., 2003). Hücreler reaktif oksijen türlerinin hasarından

kendilerini antioksidan mekanizma ile korurlar. Ancak denge bozulduğunda

hücre hasarı oluşur ve oluşan bu hasar yara iyileşme sürecini olumsuz etkiler.

Çalışmamızda sölomik sıvının diyabetik yara iyileşmesi sürecinde antioksidan

sistem üzerinden etkisini görebilmek için SOD, CAT, GSH-Px aktiviteleri ve

hücre hasarı göstergesi olan MDA seviyelerine bakılmıştır. Topikal olarak

sölomik sıvı tedavisi uygulanan grubun diğer gruplara göre (kontrol,

nitrofurazon, sölom+nitrofurazon ve sham grupları) CAT, GSH-Px ve SOD

aktivitelerinin daha yüksek, MDA seviyesinin ise daha düşük olduğu
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bulunmuştur. Bu çalışma sölomik sıvının antioksidan mekanizmaları

düzenleyerek yara iyileşmesine olumlu etki sağladığını göstermiştir. Aşağıda

bahsedilen çalışmalar da bizim çalışmamızla benzer özellikte olup destekleyici

niteliktedir. Yapılan bir iskemik yarada; yara iyileşmesi üzerine serbest

radikallerin etkisi incelenmiştir. Sıçanların sırtlarında H şeklinde yara

oluşturulmuştur. Sıçanlara allopurinol ve süperoksit verilerek yara iyileştirici

mekanizmalar engellenmiştir. Histopatalojik çalışmalar ile erken iyileşen

grubun SOD, CAT, GSH-Px gibi antioksidan enzimleri daha yüksek

bulunurken MDA seviyesinin daha düşük olduğu gösterilmiştir. Bu sonuçlar,

antioksidanların yarayı iyileştirmede olumlu etkisi olduğunu gösterilmiştir

(Senel ve ark., 1997). Bitkisel bir çalışmada Ocimum sanctum Linn’in sulu ve

alkolik ekstraktları sıçanlarda yara yerinde kullanılmış ve kontrol grubu

oluşturularak kıyaslanmıştır. Ekstrakt uygulanan grubun kontrol grubuna göre

yara yerinin daha önce iyileştiği görülmüş ve bu grubun SOD, CAT, GSH-PX

seviyeleri daha yüksek bulunurken MDA seviyesi daha düşük olarak

gözlemlenmiştir (Shetty ve ark., 2006). Centella asiatica bitkisinden elde edilen

ekstraktlar ile yapılan bir başka çalışmada bir hafta boyunca günde 2 kez

kutanöz yaraya topikal olarak uygulanmıştır. SOD, CAT, GSH-PX, vitamin E

ve askorbik asit gibi enzimatik ve non-enzimatik antioksidan parametrelerine

bakılmıştır. SOD, CAT ve GSH-Px aktiviteleri yüksek bulunurken MDA

seviyesi düşük bulunmuştur (Shukla ve ark, 1999). Diyabetli sıçanlarda E

vitamini ile yapılan farklı bir çalışmada yara oluşturulan sıçanlardan 0, 5 ve 10.

günlerde kan alınarak MDA, SOD, CAT ve GSH-Px seviyelerine bakılmıştır. E

vitamini uygulanan grupta kontrol grubuna göre MDA seviyesinde azalma,

SOD, CAT ve GSH-Px aktivitesinde artma gözlenmiştir (Musalmah ve ark.,

2002).

Deneysel bir çalışmada yaralama ardından dermal dokuda EGF tedavisi

ve oksidatif stres arasındaki bağlantı değerlendirilmiştir. Çalışmada 54 Wistar

albino türü sıçan kullanılmıştır. Sıçanlar üç gruba ayrılmıştır (kontrol, tedavisiz

grup ve topikal EGF’li grup). Sıçanlara 4 cm.’lik dik kesit uygulanıp sütür ile

kapatılmıştır. Her gün 1 ml EGF uygulanmıştır. Hayvanlara 1, 5, 7 ve 14.

günlerde ötenazi uygulanarak doku toplanılmıştır. MDA, glutatyon (GSH),
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reaktif nitrojen oksit türleri (NOx), askorbik asit düzeyleri ve SOD aktivitesi

spektrofotometrik olarak ölçülmüştür. EGF uygulanan grup diğer gruplardan

daha hızlı iyileştiği görülmüş ve tedavinin 5. günü MDA seviyesi bu grupta

diğer gruplara göre daha düşük bulunurken SOD ve nitrik oksit seviyesinde ise

daha yüksek bulunmuştur. GSH seviyesi ise 14. günde kontrol grubuna göre

yüksek bulunmuştur. Bu da EGF’nin yara dokusunda antioksidan

mekanizmalar üzerinden rol oynayabildiğini göstermiştir (Kalay ve ark., 2012).

Yapılan bir başka çalışmada Plagiochasma appendiculatum’dan elde

edilen sulu ve etanol ekstraktı macun olarak yara yerinde kullanılmıştır. Yara

yerini değerlendirmek için gerilme mukavemeti ve SOD ve CAT antioksidan

aktivitelerine bakılmıştır. SOD ve CAT aktiviteleri ekstrakt uygulanan grupta

daha yüksek olduğu görülmüş ve aynı zamanda bu grupta diğer gruplardan

yara yeri iyileşmesi daha hızlı olduğu gözlemlenmiştir (Singh ve ark., 2006).

Yine bitki ekstraklarıyla yapılan bir çalışmada Anthocephalus

Cadamba‘nın alkolik ve sulu ekstraksiyonları yara yerine uygulanmış ve

antioksidan parametreler olan SOD ve CAT aktivitelerine bakılmıştır. SOD ve

CAT aktivitesinde kontrol grubuna göre daha fazla artma görülmüş ve eksrakt

uygulanan grubun kontrol grubundan daha önce iyileştiği gözlemlenmiştir

(Umachigi, 2007).

Sıçanların kullanıldığı bir başka çalışmada, sıçanların bağışıklık sistemi

baskılanmış ve kutanöz yara oluşturulmuş antioksidan seviyelerine bakılmıştır.

Yara oluştuktan 2 gün sonra önemli miktarda MDA seviyesinde artma,

glutatyon ve vitamin C miktarında azalma gözlenmiştir. Yaranın 2 ve 7.

gününde süperoksit miktarında artma gözlenmiştir. Böylece immünitesi

baskılanmış sıçanlarda antioksidan düzeyinin yara için önemli bir parametre

olduğu belirtilmiştir (Gupta ve ark., 2002).

Yapılan bir başka çalışmada mazı meşesinin sıçanlarda yara iyileşme

üzerine etkisine bakılmıştır. Mazı meşesinin yapraklarından etanol ile iki farklı

derişimde ekstrakt çıkarılarak çalışılmıştır. Yara yerinde antioksidan

enzimlerde (SOD ve CAT) artma görülmüştür. Mazı meşesi yapraklarının yara

iyileşmesine antioksidan mekanizma üzerinden antioksidan enzimleri artırarak

yara iyileşmesine katkı sağladığı gösterilmiştir (Umachigi ve ark., 2008).
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Sıçanlarda yapılan bir kutanöz yara iyileşmesinde antioksidanlar ve

kollajen yapıdaki değişiklere kurkuminin etkisi araştırılmıştır. Sıçanlarda tam

cilt kesisi oluşturulmuş ve yaranın 4, 8 ve 12. günlerinde biyokimyasal ve

patalojik değişimlere bakılmıştır. Hücresel DNA düzeyinde, toplam proteinde

ve yara dokusundaki tip III kollojende artış görülmüştür. Bu sonuçlar

kurkiminin hücresel çoğalma ve kollojen sentez hızını artırdığını

göstermektedir. Kurkumin tedavisinde SOD, CAT ve GSH-Px antioksidanları

artarken, MDA düzeyinde azalma gözlenmiştir. Patolojik değişimlerde

kurkumin tedavisi uygulanan grubun epitelizasyonu daha yüksek bulunmuştur.

Sonuçta kurkuminin topikal uygulaması yara iyileşmesini hızlandırmıştır

(Panchatcharam ve ark., 2006).

Bir deneysel çalışmada da sentetik 3-(2-chlorophenyl)-1-phenyl-

propenone (CPPP)’nin jeli yapılarak yara iyileşmesi üzerine etkisine

bakılmıştır. Çalışma 10 gün sürdürülmüştür. Sıçanlarda histolojik inceleme ve

antioksidan parametrelere bakılmıştır. Antioksidan parametrelerden CAT, ve

SOD bakılırken lipid peroksidasyonu için MDA bakılmıştır. Sitokinlerden de

TNFα ve TNFβ sitokinleri ölçülmüştür. CPPP ile tedavi edilen grubun SOD ve

CAT aktivitesi yüksek bulunurken, MDA seviyesi düşük bulunmuştur. Yapılan

çalışmada TNFα değeri de düşük çıkmıştır (Dhiyaaldeen ve ark., 2013).

Çalışmamızda yara dokusundan alınan örneklerde TNFα, IL-1 ve

neopterin seviyelerine bakılmıştır. Bu parametreler immün sistem yanıtında

rolü olan markırlardır. TNFα ve IL-1 sitokin grubundandır. Sitokin, hayvan ve

bitki hücrelerince üretilen, hücrelerin birbirleriyle iletişimini sağlayan

proteinlerin bir grubudur. Yara iyileşme sürecinde aktive olan enflamasyonun

sınırlanması yaranın prognozu ve iyileşme süreci açısından önem taşımaktadır

(Maria ve ark. 2011). Literatürde yara ile ilgili olarak yapılan çeşitli

çalışmalarda da TNFα ve IL-1 ekspresyon seviyelerinin düşük olduğu

belirtilmiştir (Suzuki-Banhesse ve ark., 2015; Ying ve ark., 2002). Bu

sitokinlerin enfeksiyon veya herhangi bir inflamasyon durumunda

salgılanmaları  artmaktadır (Werner ve ark., 1991). Çalışmamızda sölomik

grubun TNFα, IL-1 ve neopterin PCR ekspresyon seviyeleri sham grubu ve

sölom+nitrofurazon grubuna göre daha düşük gelmiştir. Bu parametreler
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nitrofurazon grubu ile karşılaştırıldığında ise birbirine yakın düzeylerde

bulunmuştur. Bu veriler bize sölomik sıvının antibakteriyel ve antiinflamatuar

özelliği olduğunu göstermektedir. Histopatolojik olarak yapmış olduğumuz

skorlama çalışmasında da makrofaj ve ödem skorlarının benzer şekilde sölomik

grubun skor ortalamasının sham grubundan ve sölom+nitrofurazon grubundan

daha düşük ölçülmüştür. Ayrıca sölomik grubun nitrofurazon grubuyla

birbirine yakın ortalamalarda olması sölomik sıvının antibakteriyel ve

antiinflamatuar özelliğinin olduğunu desteklemektedir. Aşağıda ise

çalışmamıza benzer nitelikteki TNFα ve IL-1 ile yapılan diğer çalışmalardan

örnekler sunulmuştur.

Atorvastatinin yara iyileşmesi üzerine etkisine bakılan bir çalışmada,

topikal atorvastatin, oral atorvastatin, hem topikal hemde oral atorvastatin ve

kontrol grubu olmak üzere sıçanlar 4 gruba ayrılmıştır. Sıçanlar 8 mm dorsal

bölgede yara açılıp 0, 1, 3, 7, 10, 12 ve 14. günlerde iyileşme fotoğraflanmış ve

1, 3, 7 ve 14. günlerde insülin reseptör substrat (IRS-1), fosfatidilinositol 3-

kinaz, protein kinaz, glukojen sentaz kinaz, nitrik oksit, IL-1, IL-6, IL-10 ve

TNFα bakılmıştır. Kontrol grubuna göre, atorvastatin grubunun TNFα ve IL-1

ekspresyonu daha düşük olduğu gözlenmiştir (Suzuki-Banhesse ve ark. 2015).

Yapılan bir yara yeri çalışmasında sıçanlarda granülasyon dokusu oluşturmak

için TNFα’nın etkisi incelenmiştir. Sıçanlar, sadece fosfat tamponu verilen ve

TNFα 50 ve 200 nanogram miktarlarda verilerek histolojik olarak granülasyon

dokusu iç büyüme oranı, TNFα 200 ng ile tedavi edilen grupta 7 gün sonra

önemli ölçüde daha düşük olduğu gözlenirken 14. veya 21. günler de bir

değişiklik gözlenmemiştir (Rapala ve ark., 1991).

VEGF tanımlanmış en etkili anjiyogenez faktörüdür ve VEGF'nin en

önemli özelliği diğer anjiogenik faktörlerden farklı olarak hedef hücrelerinin

sadece endotel hücreleri olmasıdır (Ferrara ve ark., 2001). VEGF'in erken

gelişimde kan damarı oluşumunun potent bir uyarıcısıdır ve yetişkinlerde yeni

kan damarlarının büyümesinde merkezi bir rolü vardır (Robins ve Cotran,

2009). Yaptığımız çalışmada VEGF değerleri incelendiğinde sölomik grubun

VEGF gen ekspresyon seviyesi diğer grupların hepsinden daha yüksek tespit

edilmiştir. Bu da anjiogenezin sölomik grupta daha hızlı olduğunu
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göstermektedir. Sölomik sıvı yara iyileşmesini bu yoldan da hızlandırmaktadır.

Çalışmamızın histopatolojik değerlendirmelerinden elde ettiğimiz verilere

bakıldığında da sölomik grubun doku örneklerinin epitelizasyon ve fibroblast

skor ortalamalarının diğer tüm gruplardan yüksek gelmesi de sölomik sıvının

bu etkisini desteklemektedir. Aşağıdaki VEGF ile yapılan çalışmalar da bizim

çalışmamızla örtüşmekte olup VEGF in yara yeri tedavisindeki önemi ortaya

koymaktadır.

VEGF ile ilgili bir çalışmada; STZ ile diyabetik yara oluşturulan

sıçanlara yara iyileşmesini hızlandırmak için kemik iliğinden türetilmiş

mezenkimal stromal hücreler (BMSC) kullanılmıştır. Diyabetik sıçanlarda

polimorf hücre infiltrasyonu ile karakterize edilen, granülasyon doku oluşumu,

kollajen ve TGF-beta, EGF, VEGF açığının eksikliği PDGF-BB ile keratinosit

büyüme faktörü (KGF) yara dokusunda ekspresyon ve yaraların biyomekanik

gücü önemli ölçüde azaldığı, bunun yanında sistemik veya lokal yara yerinde

BMSC ile tedavi edilen yüzey yaraların gerilme mukavemeti geliştiği

gösterilmiştir. Çekme mukavemeti ile kollajen düzeyleri (tip IV) arasında ilişki

bulunmuştur. BMSC ile muamele edilen sıçanlarda yara iyileşmesinin artığı

vurgulanmış ve bu grubunTGF-beta, KGF ve kritik büyüme faktörlerinin

(EGF, VEGF, PDGF-BB) seviyelerinin daha yüksek olduğu tespit edilmiştir

(Kwon ve ark., 2008). Canlı kökenli başka bir yara iyileştirme materyali olan

Lucilia Sericata sineğinin larvalarının yara iyileşmesi üzerine etkisiin

araştırıldığı bir çalışmada; Sprague-Dawlley sıçanlarında tam kat deri

eksizyonu oluşturulduktan sonra L. Sericata larvaları ile tedavi uygulamışlar ve

kontrol grupları ile karşılaştırmışlar. L. Sericata larvaları ile tedavi edilen

gruptaki sıçanların yaraları diğer gruplar ile karşılaştırıldığında 3 gün tedaviden

sonra yarada kılcal damarlanma yoğunluğu, VEGF mRNA ekspresyonu ve

VEGF protein ekspresyonunda belirgin bir artış gösterdiği tespit edilmiştir. L.

Sericata tedavisi uygulanan  grubunun daha erken iyileştiği görülmüştür. L.

Sericata'nın gözlemlenen yara iyileştirme etki yollarından birinin VEGF

ekspresyonunu artırarak anjiyogenezi hızlandırdığı böylece yara yerinin daha

erken iyileştirdiği tespit edilmiştir (Zeng Z. 2010). Panç biyopsi ile yara

oluşturulan sıçanlara doku transglutaminaz (TG) nin yara iyileşmesine etkisi
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araştırılmıştır.   TG sıçanlara topikal olarak uygulanmış ve tedavini sonunda

TGF-beta, TNFα, IL-6 ve VEGF değerleri ölçülmüştür. Ölçülen bu moleküller

TG uygulanan grupta kontrol grubuna göre daha yüksek seviyede olduğu tespit

edilmiştir. TG uygulanan grubun yara yerinin daha erken kapandığı klinik

olarak ta gözlemlenmiştir.  TG nin yara iyileşmesi sırasında anjiyogenezi ve

ilgili stokinleri aktive ederek etki gösterdiği ortaya konmuştur (Haroon ve

ark.,1999).

Çalışmamızda tam kat cilt dokusu histopatolojik olarak incelendiğinde

makrofaj ve ödem seviyesinin en düşük olduğu grup hiç yara oluşturulmamış

olan kontrol grubudur. Sölomik grup ile nitrofurazon grubu arasındaki fark

istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır. Bu sonuç ise yukarıda bahsettiğimiz

neopterin, TNFα ve IL-1 gen ekspresyon seviyeleri ile uyumluluk

göstermektedir. Yaptığımız çalışmada, epitelizasyon skoru en yüksek olan grup

kontrol grubu olmuştur. Çünkü bu grupta yara oluşturulmadığından normal bir

epitel dokusu incelenmiştir. Sölomik grup epitelizasyon skoru ve fibroblast

skoru yönünden nitrofurazon grup, sölom+nitrofurazon grup ve sham grup ile

karşılaştırıldığında üç gruptan da önemli derecede yüksek bulunmuştur.

Sölomik sıvı fibroblast oluşumunu ve epitelizasyonu hızlandırarak yarayı daha

erken iyileştirmektedir. Histopatolojik olarak incelediğimiz bu değerler VEGF

ve antioksidan çalışmalarının sonuçları ile uyumluluk göstermektedir.

Sölomik sıvının yara yeri iyileşmesi üzerine etkisi antiinflamasyon ve

antimikrobiyal yönden nitrofurazon ile benzerlik göstermiştir. Sölomik sıvının

en büyük katkısı VEGF ve antioksidanlar üzerinden olmuş olup diğer gruplara

göre VEGF ve antioksidanları artırarak yara iyileşmedeki farkın önemli

olmasını sağlamıştır.

Sölomik sıvı ile nitrofurazonun karışımıyla tedavi edilen gruptaki

sıçanların yara yeri iyileşmesi hem sölomik gruptan hem de nitrofurazon

grubundan daha yavaş gerçekleşmiştir. Bunun nedeni, sölomik sıvı ile

nitrofurazonun antogonistik bir etkileşim veya yara yerinden birbirlerinin

emilimini azaltıyor olması muhtemeldir. Bu konu daha ileri çalışmalar ile

aydınlatılabilir.
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6. SONUÇLAR

Sölomik sıvının yara oluşturulmuş diyabetik sıçanlarda yara iyileşmesi üzerine

etkilerini araştırdığımız bu tez çalışmasında bazı bilimsel sonuçlar ortaya

konmuştur. Bu sonuçlar maddeler halinde aşağıda sıralanmıştır.

1. Kan örneklerinde yapılan antioksidan enzimlerinin çalışılması

sonucunda sölomik grubun MDA değeri nitrofurazon,

sölom+nitrofurazon ve sham gruplarına göre daha düşük, SOD, CAT ve

GSH-Px değerleri daha yüksek bulunmuştur. Bu sonuçlar, sölomik

sıvının yara iyileşmesine etkisinin bir kısmının antioksidan mekanizma

üzerinden olduğunu gösterir.

2. Doku örneklerinde yapılan PCR çalışmasında sölomik grubun TNFα,

IL-1 ve neopterin değerlerinin sölom+nitrofurazon ve sham grubuna

kıyasla daha düşük düzeyde olduğu görülmüştür.

3. PCR çalışmasında ayrıca sölomik grubun TNFα, IL-1 ve neopterin

değerlerinin nitrofurazon grubu ile birbirine yakın olduğu tespit edilmiş

ve aralarındaki fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır.

4. Sölomik sıvı dokuda VEGF değerini anlamlı oranda artırmıştır.

5. Tam cilt kesesi oluşturulan sıçanlarda kullanılan sölomik sıvının yara

iyileşmesi üzerine tek başına histopatolojik değerlendirmeler göz önüne

alındığında diğer gruplara kıyasla daha hızlı iyileşme sağladığı tespit

edilmiştir.

6. Sölomik sıvının nitrofurazon ile karıştırılarak uygulanması tedavide

anti sinerjik etki göstermiş olup yaranın iyileşmesi hem sölomik sıvı ile

hemde nitrofurazon ile tedavi edilen gruplardan yavaş olmuştur. Bunun

sebepleri ayrı bir çalışma konusu olarak ele alınabilir.

7. Deneysel, biyokimyasal ve histopatolojik çalışma sonuçları yara

iyileşmesi için sölomik sıvının potansiyel ajan olarak

kullanılabileceğini göstermektedir. Ancak bunun için daha ileri

çalışmalar gereklidir.
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