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OZET

DENEYSEL DIABETLI SICANLARDA KIiTOSAN’IN YARA IYILESMESINE
ETKISININ INCELENMESI

Zeynep Deniz SAHIN INAN
Yiiksek Lisans Tezi, Histoloji-Embriyoloji AD.
Danisman: Dog. Dr. Serpil UNVER SARAYDIN
2009

Bu calismada deneysel diabet olusturulmus sicanlarin sirtlarinda olusturulan
yaralara kitosan uygulanarak yara iyilesmesine etkisinin, histolojik ve
immiinohistokimyasal olarak incelenmesi amacglanmistir. Bu c¢aligmada kullanilan
siganlar 4 gruba ayrilmistir. Deneysel diabetli gruplara streptozotosin 60 mg/kg
intraperitoneal tek doz olarak, kontrol grubuna ise yalnizca sitrat tamponu
uygulanmistir. Streptozotosin uygulamasindan 24 saat sonra kan seker seviyeleri 250
mg/dl’nin {lizerinde olanlar diabetli kabul edilerek, tiim gruplarin sirt bolgelerinde 2
cm’lik tam kat kesi olusturulmustur. Acilan yara deney siiresince kapatilmamustir.
Kitosan, asetik asitte ¢oziilerek %0,8’lik hazirlanip uygulanmistir. Yara bolgelerine
kitosan, asetik asit ve betadin uygulanan hayvan gruplar1 operasyondan sonraki 3. 7.
ve 14. giinlerde yiliksek doz sodyum penta-barbital (200 mg/kg) intraperitoneal yolla
verilerek sakrifiye edilmisler ve kesi bolgelerinden doku ornekleri alinarak 1sik
mikroskobu ve immiinohistokimyasal incelemeler i¢in hazirlanmistir. Diabet+asetik
asit ve diabet+kontrol gruplarinin histolojik bulgular1 benzer oldugu igin ortak
degerlendirilmistir. Diabet+asetik asit ve diabet+kontrol grubunda yara iyilesme
stirecinin her agsamasinda (hemostaz ve inflamasyon, graniilasyon dokusu olusumu,
yeni epitel olusumumu, anjiyogenez, skar doku olusumu) diger gruplarla
karsilastirildiginda bozukluklar goriilmiistiir. Diabet+asetik asit ve diabet+kontrol
gruplarinda iyilesme alaninda inflamatuar hiicreler, fibroblastlar, endotel hiicreleri,
yeni olusan kan damarlari, retikiiler ve kollajen lifler, yara ylizeyine kitosan
uygulanan gruplara ve kontrol gruplarima goére daha az bulunmustur. Yara alani
yakinindaki epitel hiicrelerinin altindaki bazal membran biitiinligii bozulmus,

papiller dermiste inflamatuar hiicrelerin sayist azalmistir. Diabett+kontrol ve



diabet+asetik asit uygulanan gruplarda, kontrol ve kitosan gruplariyla
karsilagtirildiginda, iyilesme alaninda daha az yogun VEGF ve FGFR3
immiinolokalizasyonu goriilmistiir. Kitosan uygulanan grupta ise kontrol ve diabetli
diger gruplarla karsilagtirildiginda yara alan1 3. giinden itibaren 7. ve 14. giinlerde
giderek birbirine daha yakin halde ve iyilesme alaninda inflamatuar hiicreler, endotel
hiicreler, yeni olusan kan damarlari, retikiiler ve kollajen lifler daha fazladir. Kitosan
uygulanan grupta VEGF ve FGFR3 immiinolokalizasyonu daha yogun haldedir.

Yara iyilesmesinin her evresi diizenlidir.

Kitosan, kullanim1 ve elde edilmesi kolay, dogal bir polisakkarittir. Ayn
zamanda yara iyilesmesini hizlandirici pek c¢ok etkisi gosterilmistir. Sonug olarak bu
calismada, diabetli hastalarin yara iyilesmesinde meydana gelen bozukluklarda

kitosan uygulamanin yararl olabilecegi diistiniilmektedir

Anahtar sozciikler: Diabet, yara iyilesmesi, kitosan, VEGF, FGFR3.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF CHITOSAN ON WOUND
HEALING IN EXPERIMENTALLY DIABETIC RATS

Zeynep Deniz Sahin INAN
Master of Sciences Thesis, Department of Histology-Embryology
Supervisor: Assoc. Prof. Serpil Unver SARAYDIN
2009

The aim of the present study was to investigate, histologically and
histochemically, the effect of chitosan on wound healing in experimentally diabetic
rats which were divided into four grups. While the experimental diabetes groups
received 60 mg/kg streptosotocin intraperitoneally, the control group animals
received citrate buffer only. Twentyfour hours after streptosotocin injection, animals
that had blood sugar levels higher than 250 mg/dl were accepted as diabetic, and 2
cm full-thickness wounds were done onto the back of those diabetic animals.
Wounds were left open until the end of the experiment. Chitosan was prepared 0.8%
in acetic acid, and was applied to the wounds . Animals which received chitosan,
acetic acid and betadin to their wounds were sacrificed under high dose (200 m/kg)
penta-barbital (IP) 3, 7 and 14 days after operation. Tissue samples were obtained
from the wound regions of each animal, and they were processed for both light and
electron microscopcal evaluations. Since histological findings of the diabetes+acetic
acid group and the diabetes+control group were similar, they were considered
together. The diabetes+acetic acid and the diabetes+control group animals had an
impairment in each step of the wound healing process such as haemostasis-
inflammation, granulation tissue formation, re-epithelization, angiogenesis and scab
tissue formation when compared to the other groups. In addition the above
mentioned two groups also had less number of inflammatory cells, fibroblasts,
endothelial cells, newly formed blood vessels and reticular - collagen fibres than the
chitosan application and the control groups. The integrity of the basement membrane

of the epithelium seemed to be lost, and the inflammatory cell number was



dramatically decreased around the wound region. A low VEGF and FGFR3
immunolocalizations were observed in the wound region of the diabetes+acetic acid
and the diabetes+control groups than the other groups. On the other hand, the
chitosan application groups had more inflammatory cells, endothelial cells, newly
formed blood vessels and reticular —collagen fibres in the wound healing area from
the 3rd day of operatin when compared to the diabetes and the control groups.
Stronger VEGF and FGFR3 immunolocalizations were also evident in the chitosan
application groups and all steps of wound healing process were ore regular in the
these groups. Citosan is an easily obtained natural polimer, and it has a positive
effect on wound healing process. In conclusion, the application of chitosan would be

essential for the accelaration of wound healing process in diabetic patients.

Key words: Diabetes, wound healing, chitosan, VEGF, FGFR3



TESEKKUR

Tez konumun segilmesi, yiiriitiillmesi ve degerlendirilmesi sirasinda bana dnderlik
eden ve her konuda yol gosteren danisman hocam;
Doc. Dr. Serpil UNVER SARAYDINa,
Calismam boyunca desteklerini gordiigiim ve deneyimlerinden faydalandigim degerli
hocalarim;
Prof.-Dr.Emel KOPTAGEL’e
Prof-Dr.H.Eray BULUT a
Histoloji Embriyoloji Boliimii calisma arkadaglarima
Deneysel ¢aligmalar boyunca yardim eden;
Veteriner Hekim Yiicel YALMAN’a
Teknisyen Seyfettin SENEL ‘e
Patoloji Anabilim Dali ¢alisanlarindan arkadasim;
Biolog Tugba BILGIN’e
Tez diizeltmelerime yardim eden Dayim;
Erdem OZDEN’e
Her zaman hayatima ve ¢aligmalarima maddi manevi destek ve yoluma 1s1k tutan;
Annecigim ve Babacigim’a
Cok sevgili esim;
S. Cem INAN’a
Nese ve enerji kaynagim, minik kizim;

Berru Idil INAN’a

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Zeynep Deniz SAHIN INAN



ICINDEKILER SAYFA

1. GIRIS VE AMAC 1
2. GENEL BILGILER 3
2. 1. Diabetes Mellitus 3

2. 1. 1. Diabetes Mellitus’un Patofizyolojisi 3

2. 1. 2. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlar1 5

2. 2. Deneysel Diabet Olugturma 5

2. 3. Derinin Yapisi 7

2. 3. 1. Epidermis 8

2. 3. 2. Dermis 10

2. 3. 3. Hipodermis 11

2. 4. Yara lyilesmesi 11

2. 5. Yara lyilesme Bozukluklar 19

2. 6. Yara lyilestirmede Kullanilan Maddeler 21

2. 6. 1. Kitosan 21

2. 6. 2. Kitosan Uygulama Sekilleri 23
2.6.2.1. Jel 23
2.6.2.2. Film 23
2.6.2.3. Siinger 23

2. 6. 2. 4. Mikropartikiiler Sistemler 24
2.6.2.5. Tablet 24

2. 6. 3. Kitosanin Uygulama Alanlar 24

2. 6. 3. 1. Kitosanin Yara lyilesmesine Etkisi 24

2. 6. 3. 2. Antimikrobiyal Etkisi 25

2. 6. 3. 3. Hemostatik Etkisi 26

2. 6. 3. 4. Analjezik Etkisi 26

3. GEREC VE YONTEM 27
3. 1. Kontrol ve Deney Gruplari 27

3. 2. Deneysel Diabet Olusturulmasi 27

[\
o0

3. 3. Kitosan Hazirlanmasi

Vi



3. 4. Cerrahi Islem
3. 5. Isik Mikroskopi

3. 6. Immiinohistokimya

3. 7. Istatistiksel Yontem
4. BULGULAR
Makroskobik Bulgular
Mikroskobik Bulgular

4. 1.
4.2.

4,
4,

2. 1.
2.2.

Kontrol Grubu 3 Giinliik Yara lyilesmesi
Kontrol Grubu 3 Giinliik Yara Iyilesmesinde

Immiinohistokimyasal Bulgular

. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol

3 Gilinliik Gruplar

. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 3 Guinluk

Gruplarda Yara Iyilesmesinde Immiinohistokimyasal

Bulgular

. Diabet+Kitosan 3 Giinliik Grupta Yara Iyilesmesi
. Diabet+Kitosan 3 Giinliik Grubun

Immiinohistokimyasal Bulgulari

. Kontrol Grubu 7 Giinliik Yara Iyilesmesi
. Kontrol grubu 7 Giinliik Yara lyilesmesi

Immiinohistokimyasal Bulgular

. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol

7 Giinliik Yara Iyilesmesi

. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 Gunliik Yara

Iyilesmesine Ait immiinohistokimyasal Bulgular

. Diabet+Kitosan 7 Giinliik Yara lyilesmesi
. Diabet+Kitosan 7 Giinliik Yara Iyilesmesinde

Immiinohistokimyasal Bulgular

. Kontrol Grubu 14 Giinliik Yara Iyilesmesi
. Kontrol Grubu 14 Giinliik Yara Iyilesmesinde

Immiinohistokimyasal Bulgular

vii

28
29
30
31
33
33
38
38

41

45

48

51

55
58

62

66

70
73

76
80

83



4.9. 1. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol Grubu
14 Giinliik Yara Iyilesmesi 85
4.9. 2. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 Giinlik

Gruplarda Yara Iyilesmesinde Immiinohistokimyasal

Bulgular 89
4. 10. 1. Diabet+Kitosan grubu 14 giinliik Yara lyilesmesi 93
4. 10. 2. Diabet+Kitosan grubu 14 Giinliik Yara lyilesmesinde
Immiinohistokimyasal Bulgular 97
5. TARTISMA 103
6. KAYNAKLAR 118

OZGECMIS 139

viii



SEKILLER DiZiNi SAYFA

Sekil 1.Streptozotosin’in Kimyasal yapiSI oo 6
Sekil 2.Yara iyilesmesinin klasik fazlart = e 12
Sekil 3.Yara tamir SUIECIEIT oo ettt e 13
Sekil 4. Kitin ve kitosanin KImyasal yapIST  .....o.iieiiiniiiiitie e 22

Sekil 5. Kontrol grubu 3.giinde heniiz kaynagsmamis yara alani , iyilesme alani , epidermis , dermis

bolgeleri ve kabuk L 38
Sekil 6. Kontrol grubu 3.giinde yara alanina yakin epitel, dermis, diizensiz bazal membran

D22 <o o7/ SRS 39
Sekil 7. Kontrol grubu 3.giinde papiller dermis, epidermis, dermis, kollajen lifler , yag bezleri .... 39

Sekil 8a, b. Kontrol grubu 3.glinde dermiste kollajen lifler arasinda fibroblastlar , kan hiicreleri ... 40
Sekil 9. Kontrol grubu 3.giinde yara alany, epitel, dermiste retikiiler lifler ... 40
Sekil 10. Kontrol grubu 3.giinde iyilesme alaninda mast hiicreleri ..o 41
Sekil 11. Kontrol grubu 3.giinde yara alani, iyilesme alani, epidermis, dermiste
VEGF immiinolokalizasyonu e 42

Sekil 12. Kontrol grubu 3.giinde iyilesme alaninda VEGF immiinolokalizasyonu ~ ........... 42
Sekil 13. Kontrol grubu 3.giinde yag bezleri ve kil follikiillerinde VEGF immiinolokalizasyonu ... 43
Sekil 14. Kontrol grubu 3.giinde iyilesme alaninda FGFR3 immiinolokalizasyonu ~ ........ 43
Sekil 15. Kontrol grubu 3. giinde epidermiste ve kil follikiilinde FGFR3 immiinolokalizasyonu . 44
Sekil 16 a, b. Kontrol grubu 3.giinde kan damar1 ¢evresinde (a), yag bezinde (b), FGFR3

ImMmUnolokaliZzasyonu e e 44
Sekil 17. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol gruplar 3. giinde yara kabugu (skab),

epitel, dermis, yag bezleri, kil follikiilleri .o 45
Sekil 18. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol gruplari 3. giinde epitel, dermis  .................. . 46
Sekil 19. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol gruplari 3. giinde papiller dermiste

inflamatuar hiicreler ... 46
Sekil 20. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol gruplari 3. giinde iyilesme alaninda

kollajen lifler, fibroblastlar ... ... i 47
Sekil 21. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol gruplari 3. giinde epitel, dermis ve iyilesme alaninda

retikliler Hfler oo 47
Sekil 22. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol gruplari 3. giinde iyilesme alaninda

VEGF immiinolokalizasyonu ...t 48
Sekil 23. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol gruplar1 3. giinde epitel, dermis, yag bezlerinde

ve kil follikiillerinde VEGF immiinolokalizasyonu — ..............c.ccoviiiiiiinininn..n. 49



Sekil 24

Sekil 25.

Sekil 26.

Sekil 27.

Sekil 28.

Sekil 29.

Sekil 30.

Sekil 31.

Sekil 32.
Sekil 33.

Sekil 34

Sekil 35.
Sekil 36.
Sekil 37.

Sekil 38.
Sekil 39.

Sekil 40.
Sekil 41.
Sekil 42.
Sekil 43.

Sekil 44.
Sekil 45.
Sekil 46.
Sekil 47.

Sekil 48.

a, b. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol gruplari 3. giinde kan damarlarinda (a)
kil follikiillerinde ve yag bezlerinde (b), VEGF immiinolokalizasyonu ...............
Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol gruplari 3. giinde iyilesme alaninda
FGFR3 immiinoloKalizasyonu — ........ooiiiiiiiitiiiin i e eee e
Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol gruplari 3. giinde epidermis ve
inflamasyon alaninda FGFR3 immiinolokalizasyonu — ...........c.cccooiiiiiiiiinee.
Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol gruplar 3. giinde kil follikiilinde
FGFR3 immiinolokalizasyonu e
Diabet+Kitosan 3 giinliik grupta yara alani, kaynagsmamis epidermis ve
dermis, graniilasyon dokusu ...
Diabet+Kitosan 3 giinliik grupta yara iyilesme bolgesinde graniilasyon
dokusu, yara kabugu (skab) ve kan damarlart ...
Diabet+Kitosan 3 giinliik grupta epiteldeki hiicreler, yara alanina
yakin bolgede diizensiz bazal membran ...
Diabet+Kitosan 3 giinliik grupta papiller dermiste yogun inflamatuar hiicreler,
retikiiler dermiste kollajen lifler ... ...
Diabet+Kitosan 3 giinliik grupta iyilesme alaninda epitel, dermis ve retikiiler lifler
Diabet+Kitosan 3 giinliik grupta iyilesme alaninda mast hiicreleri ~ .......................
a, b. Diabet+Kitosan 3 giinliik grupta epitelde VEGF immiinolokalizasyonu ~  .........
Diabet+Kitosan 3 giinliik grupta kan damar1 ¢evresinde VEGF immunolokalizasyonu ....
Diabet+Kitosan 3 giinliik grupta yag bezlerinde VEGF immiinolokalizasyonu ~ ......
Diabet+Kitosan 3 giinliik grupta kan damari duvarinda
VEGF immiinolokalizasyonu, — ..........cccooiiiiiiiiiiiiii e
Diabet+Kitosan 3 giinliik grupta epitelde FGFR-3 immiinolokalizasyonu .................
Diabet+Kitosan 3 giinliik grupta iyilesme alaninda (a), kil follikiilliinde ve
yag bezinde (b), FGFR-3 immiinolokalizasyonu ...
Kontrol grubu 7. giinde yara alan1 epidermis, dermis ve yara kabugu ...
Kontrol grubu 7. giinde stratum bazale tabakasinda hiicreler =~ ...
Kontrol grubu 7. giinde epitel, bazal membran ...
Kontrol grubu 7. giinde retikiiler dermiste inflamatuar hiicreler,
dermis, ePIdeITIS  ....oiuie ittt e e
Kontrol grubu 7. giinde iyilesme alaninda kan damarlart ...
Kontrol grubu 7. giinde retikiiler lifler ...
Kontrol grubu 7. giinde, iyilesme alaninda mast hiicreler ...
Kontrol grubu 7. giinde iyilesme alaninda, epitelde, dermiste
VEGF immiinolokalizaSsyonu — .........oooiiiiiii e
Kontrol grubu 7. giinde yara alanina yakin epitelde, yag bezinde,

VEGF immiinoloKalizaSyonu —  .......o.iiiiiiititii it aee s



Sekil 49. Kontrol grubu 7. glinde kan damarinda VEGF immiinolokalizasyonu =~ ....... 64

Sekil 50. Kontrol grubu 7. giinde kil follikiilinde VEGF immiinolokalizasyonu ... 64
Sekil 51. Kontrol grubu 7. giinde iyilesme alaninda, epidermis ve dermiste

FGFR3 immiinoloKalizasyonu — ........oiiitiiiieiititii ettt e eeeeee 65
Sekil 52. Kontrol grubu 7. giinde epitelde, kil follikiillerinde, yag bezlerinde

FGFR3 immiinolokalizasyonu — .......co.oiiiiiiiiii e 65
Sekil 53. Kontrol grubu 7. giinde iyilesme alaninda, fibroblast sitoplazmasinda

FGFR3 immiinolokalizasyonu — .........cccooiiiiiiiiiiiiii i 66
Sekil 54. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliik gruplarda yara alani,

iyilesme alani, yara kabugu, epidermis ve dermis ... 67
Sekil 55. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliik gruplarda bazal membran v 67

Sekil 56. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliik gruplarda epitel,

dermis, papiller dermiste yogun kan hiicreleri  ..........coooeiiiiiiiiiiiiiiiie 68
Sekil 57. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliik gruplarda iyilesme alaninda,

kan damarlari, kollajen lifler ve fibroblastlar ... 68
Sekil 58. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliik gruplarda iyilesme alaninda

retikiiler LIfler ..o o 69
Sekil 59. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliik gruplarda iyilesme alaninda

mast HUCTEIETT  ...eii e 69
Sekil 60. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliikk gruplarda iyilesme alaninda,

epitelde, dermiste, kil follikiillerinde, VEGF immiinolokalizasyonu  .................. 70
Sekil 61. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliik gruplarda epitelde, kil

follikiillerinde, yag bezlerinde VEGF immiinolokalizasyonu — ..............c.coeeeeee. 71
Sekil 62. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliik gruplarda iyilesme alaninda,

kan damarlarinda VEGF immiinolokalizasyonu  ..................ccciiiiiiiin., 71
Sekil 63. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliik gruplarda iyilesme alaninda,

epidermiste, dermiste, kil follikiillerinde, yag bezlerinde FGFR3

immiinolokalizasyonu L 72
Sekil 64. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliikk gruplarda iyilesme alaninda,

epitelde FGFR3 immiinolokalizasyonu —  ..........ccooiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeeeeee, 72
Sekil 65. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliik gruplarda kil follikiiliinde

yag bezinde FGFR3 immiinolokalizasyonu — ............cccoiiiiiiiiiiiiiiiiieneenens 73
Sekil 66. Diabet+Kitosan grubunda 7. giinde yara alani, iyilesme alani, skab,

ganlilasyon dOKUSU ..ot 74

Sekil 67. Diabet+Kitosan grubunda 7. giinde epitel, stratum bazalede hiicreler,

bazal membran ... 74
Sekil 68. Diabet+Kitosan grubunda 7. giinde papiller dermiste inflamatuar hiicreler ~ .......... 75
Sekil 69. Diabet+Kitosan grubunda 7. giinde epitel, dermis ve retikiiler lifler — ................... 75

Xi



Sekil 70. Diabet+Kitosan grubunda 7. giinde iyilesme alaninda mast hiicreleri ~ .................. 76

Sekil 71. Diabet+Kitosan grubunda 7. giinde iyilesme alaninda VEGF immiinolokalizasyonu 77
Sekil 72. Diabet+Kitosan grubunda 7. glinde epitelde VEGF immiinolokalizasyonu,  ........... 77
Sekil 73. Diabet+Kitosan grubunda 7. giinde iyilegsme alaninda kan damarlart,

VEGF immiinoloKaliZzasyonu  .........ccoouiiiitiititiit it eenaeeaaeas 78
Sekil 74. Diabet+Kitosan grubunda 7. giinde kil follikiiliinde, yag bezinde

VEGF immiinoloKaliZzaSyonu — .........ooiiiiiiiiiiitii et naeeaeaas 78
Sekil 75. Diabet+Kitosan grubunda 7. giinde epitelde, kil follikiiliinde

FGFR3 immiinolokalizasyonu ... ..o 79
Sekil 76. Diabet+Kitosan grubunda 7. giinde kil follikiiliinde, yag bezinde

FGFR3 immiinolokalizasyonu ... 79
Sekil 77. Diabet+Kitosan grubunda 7. giinde iyilesme alaninda kan damarlari ¢evresinde

FGFR3 immiinoloKalizaSyonu  ..........oeiiiiriiiiiitit it eeeeees 80
Sekil 78. Kontrol grubu 14 giinliik grupta epitel, dermis, graniilasyon dokusunda

kollajen LIfler oo 81
Sekil 79. Kontrol grubu 14 giinliik grupta a) Epitel altinda bazal membran

b) Stratum bazaledeki hilcreler ...t 81
Sekil 80. Kontrol grubu 14. giinde epidermis , dermis, retikiiler lifler ..., 82
Sekil 81. Kontrol grubu 14. giinde iyilesme alaninda mast hiicreleri ..., 82

Sekil 82. Kontrol grubu 14. giinde epitelde, dermiste, graniilasyon dokusunda,

kil follikiillerinde, yag bezlerinde VEGF immiinolokalizasyonu — ..................... 83
Sekil 83. Kontrol grubu 14. giinde kan damarinda VEGF immiinolokalizasyonu ... 84
Sekil 84. Kontrol grubu 14. giinde epitelde, graniilasyon dokusunda, kil follikiiliinde,

yag bezinde FGFR3 immiinolokalizasyonu — .........c.cccociiiiiiiiiiiiiininin, 84
Sekil 85.Kontrol grubu 14. giinde graniilasyon dokusunda FGFR3

immiinolokalizasyonu ... 85
Sekil 86. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda yara alani, iyilesme

alani, epitel, dermisS ..ottt e 86
Sekil 87. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda graniilasyon dokusu,

kan damarlar, kollajen lifler ... 86
Sekil 88. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda bazal membran,

stratum bazale hicreleri  .....o.oiiii i 87
Sekil 89. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda papiller dermiste

inflamatuar hiicreler ... i 87
Sekil 90. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda epitel, dermis ve

retikliler HEIer ..o 88
Sekil 91. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda iyilesme alaninda

MASt NUCTELEIT .ottt e 88

xii



Sekil 92. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda epitelde, dermiste, graniilasyon

dokusunda VEGF immiinolokalizasyonu — ...........cociiiiiiiiiiiii i, 89
Sekil 93. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda yara alanindan

uzaktaki epitelde VEGF immiinolokalizasyonu — ...........cccoooiiiiiiiiiiiiniiienene, 90
Sekil 94. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda iyilesme alaninda

kan damarlari ve fibroblastlarda VEGF immiinolokalizasyonu — .......................... 90
Sekil 95. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda yag bezinde VEGF

ImMmUNOlOKaliZASYONU ..o 91
Sekil 96. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda graniilasyon

dokusundaki kan damarlarinda VEGF immiinolokalizasyonu  ......................... 91
Sekil 97 Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda epitelde FGFR3

IMMUNOIOKAlIZASYONU .ottt et et 92
Sekil 98. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda graniilasyon dokusu

icinde kan damarlarinda FGFR3 immiinolokalizasyonu — .................covieenne... 92
Sekil 99. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda kil follikiiliinde FGFR3

immiinolokalizasyonu s 93

Sekil 100. Diabet + Kitosan 14 giinliik gruplarda iyilesme alani, skar doku,

epidermis, dermis —  ...o.oiiiii e 94
Sekil 101. Diabet + Kitosan 14 giinliik gruplarda skar dokusunda fibroblastlar, kan damarlart1 ... 94
Sekil 102. Diabet + Kitosan 14 giinliik gruplarda bazal membran — .................cooeiiiinnn.n. 95
Sekil 103: Diabet + Kitosan 14 giinliik gruplarda papiller dermiste inflamatuar hiicreler ......... 95
Sekil 104. Diabet + Kitosan 14 giinliik gruplarda epitel, dermis ve retikiiler lifler ~ ............... 96
Sekil 105. Diabet + Kitosan 14 giinlilk gruplarda mast hiicreleri ... 96

Sekil 106. Diabet + Kitosan 14 giinliik gruplarda iyilesmis alanda, epidermiste, dermiste ,

kil follikiillerinde, yag bezlerinde VEGF immiinolokalizasyonu ~ ...................... 97
Sekil 107. Diabet + Kitosan 14 giinliik gruplarda kan damarinda VEGF immiinolokalizasyonu 98
Sekil 108. Diabet + Kitosan 14 giinliik gruplarda epitelin stratum bazale tabakasinda

FGFR3 immiinolokalizasyonu ..ot 98
Sekil 109. Diabet + Kitosan 14 giinliik gruplarda skar doku altinda

FGFR3 immiinolokalizasyonu — .........ooiiiiiiitiiei e e eeaas 99

xiii



Tablolar, Grafikler, Resimler, Cizelgeler Dizini Sayfa

Tablo 1. Uygulanan Histolojik Boyalar ...............cooiiiiiiiii e 30
Grafik 1. Gruplara ait agirligin zamanla degiSimi  ......ooooeiiiiiniiiiiii e 33
Grafik 2. Gruplara ait kan seker seviyelerinin zamanla degisimi =~ ............cccoevieiinannn.. 34
Grafik 3. Agirhigin gruplar arast degisimi = ... 35
Grafik 4. Kan seker degerinin gruplar arast degisimi =~ .....oooiiiiiiiiiiiiii 36
Resim 1. Sicanin sirt bolgesinde olusturulan 2 cm’lik kesi alant ..., 29
Resim 2. Yara iyilesme siirecinin 7. giiniinde yara alaninda gruplar aras: farkhiik ~ .......... 37
Resim 3. Iyilesme siirecinin 10. giiniinde yara alaninda gruplar arast farklihk ...................... 37

Cizelge 1. Deney gruplarinin 3. 7. ve 14 . giinlerde histokimyasal ve immiinohistokimyasal

olarak toplu degerlendirmesi  ......oiiiiiiiii e 100

Xiv



KISALTMALAR

ADP Adenozin Difosfat

aFGF, FGF-1 Asidik Fibroblast Biiylime Faktorii
ALX Alloksan

AT Azan Trikrom

ATP Adenozin Trifosfat

bFGF, FGF-1 Bazik Fibroblast Biiyiime Faktorii
BM Bazal Membran

D Dermis

Da Diabet + Asetik asit

Dc Diabet + Kitosan

DM Diabetes mellitus

Do Diabetli kontrol

E Epitel

ECM Ekstraseliiler matriks

EGFs Epidermal Biiyiime Faktorleri
EPO Eritropoetin

FGFR-3 Fibroblast Biiyiime Faktorii Reseptor-3
GCSF Graniilosit Koloni Uyaran Faktor
H&E Hematoksilen Eozin

HGF Hepatosit Biiyiime Faktorii

HIF-1 Hipoksi-Indiiklenebilir Faktor-1
HSP60 Is1 Sok Protein 60

HSPG Diisiik Afiniteli Reseptorler

IFn-a Interferon o

IGF-1 Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-I
IL-1 Interlokin-1

IL-8 Interlokin 8

i Iyilesme Alani

KF Kil Folikiilii

LTB4 Lokotrien B4

MHCI1-MHC2 Major Histokompatibilite Kompleksi
MMP Matriks Metalloproteinaz

NOD Nonobes diabetik

PAF Trombosit aktive edici faktor
PAS Periyodik Asit Schiff

XV



PDGF
PF-IV
PGF
PMN
STZ
TGF o/p
TIMP
TNF
VEGF
VEGFR
YB

Trombosit Kokenli Biiylime Faktorii
Trombosit Faktorii [V

Plasental Biiyiime Faktorii
Polimorfoniikleer hiicre

Streptozotosin

Farklilagtiric1 Biiylime Faktorii Alfa ve Beta
Doku Metalloproteaz Inhibitorii

Timor Nekroz Faktori

Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii
Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktor Reseptorleri
Yag Bezi

XVi



1. GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitus (DM), pankreasin insiilin salgilama yetersizligi ve/veya
dokularin insiiline yanitinin bozulmasiyla olusan, protein, yag ve karbonhidrat
metabolizmasini etkileyen metabolik bir hastaliktir (1). Diabetli hastalarda yara
iyilesmesi engellenmistir (2). lyilesme siireci de diabetik olmayanlarla
karsilastirildiginda oldukga farklidir (3). Diabetin neden oldugu yan etkileri ortaya
koyabilmek i¢in pankreas P hiicreleri i¢in toksik ajanlar olan alloksan (ALX) ve
streptozotosin (STZ) (4, 5) kullanilarak deney hayvanlarinda diabet modelleri
olusturulur.

Yara iyilesmesi, hemostaz-inflamasyon, proliferasyon, olgunlasma ve
yeniden yapilanma olarak adlandirilan birbiriyle baglantili {i¢ ana faza ayrilir.
Yaralanma bagladig1 anda ilk faz devreye girer. Yara iyilesmesinde interlokin 1 (IL-
1), timor nekroz faktor (TNF-a), trombosit aktive edici biiylime faktorii (PDGF),
farklilastiric1 biiylime faktorii (TGF-f), trombosit aktive edici faktér (PAF), histamin,
prostaglandin, prostasiklin, fibroblast biiylime faktorii (FGF), vaskiiler endotelyal
biiylime faktorii (VEGF), epidermal biiyiime faktorii gibi daha bir¢ok faktor etkilidir
(6, 7). Diabetli insan ve hayvan modellerinde yapilan ¢alismalar diabetin
organizmada olusturdugu olumsuz kosullarin yara iyilesmesinin her evresini (yangi,
hiicre gocii ve ¢cogalmasi, kollajen sentezi, kollajenaz sentezi, yeniden yapilanma)
olumsuz yonde etkiledigini gostermektedir (8—10). Diabetli organizmada yangi
alanina kan hiicrelerinin gogii yavaslar (8, 11). Hiicrelerin morfolojisi ve ¢ogalma
islevinde degisimler meydana gelir (12, 13). Yara iyilesmesinde etkin rol oynayan
proteinlerin (6rn: kollajen) hiicreler tarafindan iiretilmesi ve hiicreler arasi alana
saliniminda azalma goriiliir (9, 14). Yara iyilesme evrelerinde onemli olan ¢esitli
biiyiime faktorlerinin (VEGF ve FGF) ve reseptorlerinin (FGFR-3 gibi)
lokalizasyonunda degisimler izlenir (3).

Kitosan, miithendislikten tip alanlarina kadar genis kullanim 6zelligine sahip
bir polimerdir. Tip alaninda yara iyilesmesine etkisi ¢esitli aragtirmacilar tarafindan
incelenmistir (15). Iyilesme siirecini hizlandirir (15, 16), tedavi frekansini ve agriy1
azaltir (16), yara yiizeyini korur (17). Kitosan, yara iyilesme siirecinde

polimorfoniikleer hiicre ve makrofajlarin aktivasyonu, sitokin {iretimi, dev hiicre



gocii ve kollajen sentezini uyarma gibi asamalarda onemli rol oynar. Ayrica
mikroorganizmalara kars1 koruyucu etki gostermekte, damar olusumunu ve graniil
doku olusumunu stimiile etmektedir (15).

Kitosan’in yara iyilesmesine etkisi ile ilgili ¢alismalar dikkat cekicidir.
Calismalar doku reaksiyonlarini artirdigini destekler. Deneysel hayvan modellerinde
kitosan’in, yara iyilesmesinin tiim fazlarinda etki ettigi gosterilmistir. Inflamatuar
fazda kitosan’in hemostatik aktivitesi gosterilmis, ayrica makrofaj ve notrofillerin
goclnii ve iligkisini diizenledigi, graraniilasyon doku olusumunu ve yeniden
sekillenme gibi siireglerde etki ettigi belirlenmistir (16). Ayrica kitosan jeli ideal bir
yara pansumanidir. Kitosan, biyouyumlu, biyoparcalanabilir, kanamay1 durdurucu,
enfeksiyon olusturmayan ve en onemlisi yara iyilesmesini hizlandiricidir. Kitosan
jeli, doku yapistirici 6zellige de sahiptir (16, 17).

Bu calismada, kitosan’1, diabetli si¢anlarin yara bolgesine uygulayarak,
yukarida Ozelliklerini belirttigimiz biiylime faktorlerinden vaskiilar endotelyal
bliylime faktorii (VEGF) ve fibroblast biiyiime faktorii reseptor-3 (FGFR3)
lokalizasyonlarint gdstermeyi, bdylece kitosan’in diabetli deneklerdeki yara

tyilesmesine katkisini belirlemeyi amagliyoruz.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus, diinya niifusunun Onemli bir kismini etkileyen
hiperglisemi ile karakterize kronik, metabolik bir hastaliktir. Insiilin eksikligi (Tip 1)
ya da insiiline kars1 diren¢ gelismesi (Tip 2) temel bozukluktur. Tip 1 diabet;
cocukluk ve geng eriskin doneminde baslayan, etyolojisi kesin olarak bilinmeyen,
genetik yatkinlikla pankreasin B hiicrelerinde zedelenme ile sonuglanan otoimmiin
bir hastaliktir. Tiim diabetlilerin yaklasik olarak %10-15’ini olusturur. Tip 2 diabet
ise; genellikle 40 yaglarindan sonra baslayan, esas nedeni tam olarak bilinmeyen,
genetik yatkinlikla beraber siklikla obesite ile iliskili, insiiline diren¢ ya da insiilin
saliniminda bozulma ile karakterize kronik bir hastaliktir. Tiim diabetlilerin yaklasik
olarak % 85-90’ini olusturmaktadir (18-20).

Tipi ne olursa olsun diabetteki hiicresel ve hiicre dis1 bozukluklar hastanin
savunma mekanizmalarini bozmaktadir. Bu yoniiyle diabet sekonder bir immiin
yetersizlik hastalig1 olarak nitelendirilebilir (21).

Diabetli insan sayisi; niifus artisina, yaslanmaya, kentlesmeye, fiziksel
aktiviteye ve obesite prevelansinin yiikselmesine bagli olarak artmaktadir. Diabetli
hasta sayis1 ve diabet prevelans hesaplamalari, hem giiniimiizde hem de gelecekte,
rasyonel planlamalar ve soruna care bulabilmek agisindan son derece onemlidir (22-
25). Diabet sikligindaki artisla, diabetin tiim komplikasyonlarinin siklig1 da artacaktir
(23). Tirkiye Diabet Epidemiyoloji Grubunun verilerine gore iilkemizde 2000
yilinda 2 920 000 olan DM sikligi, 2030 yilinda 6 422 000’a ulasacaktir (25, 26).

2. 1. 1 Diabetes Mellitus’un Patofizyolojisi

Pankreasta bir milyon civar1 Langerhans adacig: vardir. Insiilin salgisindan
sorumlu beta adacik hiicreleri, Langerhans adaciklarinin % 60’11 olusturur (27).
Diabetus mellitusTa; insiilinin azlig1 veya yoklugu, ya da hedef hiicrelerin insiiline
yanitsizlig1 nedeniyle dokularda insiilin aghigi s6z konusudur. Diabetteki patolojik

olaylar, insiilin eksikligine bagli {i¢ major etki sonucu olusur:



o 300 ile 1200 mg/dl araliginda degisen kan glukoz diizeyi ytiksekligi
ile birlikte, viicut hiicrelerinin glukozdan yararlanimlarinin diismesi,

o Yag depolarindan, yag mobilizasyonunun belirgin olarak artmasi ve
bunun sonucunda atheroskleroza yol acan vaskiiler duvarlarda lipidlerin depolanmasi
ile karakterize anormal yag metabolizmasi,

o Dokulardan protein yikimi (28)

Insiilin, disiilfat baglari ile birbirine bagli iki adet aminoasid zinciri iceren bir
polipeptiddir. Beta hiicrelerinin endoplazmik retikulumunda sentezlenir. Ekzositoz
yolu ile komsu kapiller endoteline ulasir ve oradan da kana karisir. Insiilin, hedef
hiicrelerinin ~ hiicre = membranlarindaki  insiilin ~ reseptorlerine  baglanarak
metabolizmadaki etkilerini tetikleyen ilk adimi atar. Beta hiicrelerinden salgilanma
bifazik bir siireg ile olusur. Insiilin salinimini tetikleyen en dénemli uyar1 glukozdur ve
ayn1 zamanda insiilin sentezini de baslatir (28). Insiilinin dokulardaki temel etkileri
sunlardir:

A) Yag Dokusu

o Hiicreye glukoz girisini arttirir.

. Yag asidi sentezini arttirir.

o Gliserol fosfat sentezini arttirir.

° Trigliserid depolanmasini arttirir.

o Lipoprotein lipaz1 aktive eder.

o Hormona duyarli lipazi inhibe eder.
° Potasyum alimini arttirir.

B) Kas Dokusu

o Hiicreye glukoz girisini arttirir.

. Glikojen sentezini arttirir.

) Aminoasid alimini arttirir.

o Ribozomlarda protein sentezini arttirir.

. Protein katabolizmasini azaltir.

o Glukoneogenik aminoasid salinimini azaltir
° Keton alimini arttirir.

o Potasyum alimini arttirir.



C) Karaciger

. Ketogenezi azaltir.

. Protein sentezini arttirir.

o Lipid sentezini arttirir.

o Glukoneogenezi azaltarak ve glikojen sentezini arttirarak
glukoz miktarin diisiiriir.

D) Genel

o Hiicre biiylimesini arttirir (28).

2. 1. 2. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlari
A) Diabetes Mellitus’un Akut Komplikasyonlari
o Diabetik Ketoasidoz

o Hiperosmolar non-ketotik koma

. Hipoglisemi

B) Diabetes Mellitus’un Kronik Komplikasyonlari
. Diabetik mikroanjiopati

. Diabetik makroanjiopati (ateroskleroz)

o Diabetik noropati

o Infeksiyonlar

o Dermopatiler

. Depresyon

. Diabetik ayak yaralar1 (28).

2. 2. Deneysel Diabet Olusturma

Diabet kronik bir hastalik olup, uzun donem incelemeler veri toplama
acisindan ¢ok vakit alacagindan hayvan modelleri {lizerinde calisilmaktadir. Cok
cesitli diabet modelleri vardir. Bunlardan hayvan diabet modelleri genelde insan
diabet modellerine benzer yonlere sahipse de, kesinlikle tipatip ayni olmadigi
unutulmamalidir. Bunlar;

o Kimyasal diabet

° Cerrahi diabet



o Spontan diabet

. Viral diabet

o Transgenik diabet’tir.

En ¢ok tercih edilen yontem kimyasal diabettir. Deneysel caligmalarda
kullanilan gesitli ilaglar ve kimyasallar diabet benzeri tabloya neden olur. Bunlardan
streptozotosin ve alloksan en kullanigh olanlaridir. Beta hiicre yikimi ile insanlardaki
Tip I diabete benzer sekilde diabet olustururlar (4, 27).

Streptozotosin, diabetojenik 6zelligi olan dar spektrumlu bir antibiyotiktir.
Streptomyces achromogenes kiiltiirlerinden 1959 yilinda Herr ve Eble tarafindan elde
edilmis, 265 D molekiil agirliginda, 2-deoksiglikoz un nitroz iire tiirevidir. 2-deoksi-
2-(3-metil-3 nitroz iire) 1-d-glikokpiranoz (o+fB) yapisinda olan ve bagka bir
adlandirma ile adi N-methylnitrosocarbamoyl-a-D-glucosamine olan streptozotosin
(STZ), Langerhans adaciklarinin B hiicreleri i¢in 6zgiin toksik etki gosteren bir
maddedir (Sekil 1). Streptozotosinin 2-deoksiglukoz bileseni B hiicre 6zgiinliigiinden,
nitroziire bileseni ise toksik etkiden sorumludur. Deney hayvanlari iizerinde yapilan
arastirmalarda orta derecede bir insan karsinojeni oldugu tespit edilmistir (29).
Streptozotosinin sigan, fare, hamster, kopek, kuzu ve maymunlarda diabet yapict
etkisi saptanmistir. Beta hiicrelerine etkisinin alloksan’dan daha kuvvetli oldugu

bilinmektedir (30).
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Sekil 1. Streptozotosin’in kimyasal yapis1 (29).



Streptozotosin, acgik sar1 renkte, suda ve alkolde kolayca ¢oziinebilen bir
maddedir. Noétral pH’da hizla dekompoze oldugundan optimum stabilitesi igin
ortamin pH’s1 4-4.5 olmalidir. Bu nedenle STZ c¢oziiliirken sitrat tamponu
kullanilmalidir (5, 15, 31). Onceleri antibiyotik olarak kullanilirken antitiimoral
etkiye sahip oldugu bulunmustur, daha sonra kanserojen etkisi tesbit edilmistir.
Bugiin ise diabetojenik etkisinden yararlanilmakta ve deneysel diabetik
calismalarinda kullanilmaktadir. Kan glikozunu en yiiksek diizeye ¢ikaran STZ dozu
genellikle 60-65 mg/kg’dir. Saf bilesik nem ve 1s18a duyarlidir.

Diabetojenik dozda STZ verilmis hayvanlarda genellikle 24 saatten sonra
kalict bir diabet meydana gelmektedir. Streptozotosin verilmesinden sonra kan
sekerinde {i¢ devreye ayrilan bir degisim gozlenir. Ik iki saat sonunda hiperglisemi
goriiliirken, 6-12. saatleri arasinda hipoglisemiye ve 18-24. saatler arasinda ise kalici
bir hiperglisemiye neden oldugu belirlenmistir (32).

Streptozotosin, hayvan ya da insana enjekte edildiginde ilacin en fazla
biriktigi alanlarin karaciger ve bobrek oldugu goriilmiis, ancak daha Oncesinde
antitiimoral ajan olarak bu ilaci alan kisilerde renal ya da hepatik sitotoksik
semptomlarin ortaya c¢iktig1 tesbit edilmistir (33, 34). Streptozotosin tarafindan
olusturulan diabet ile kendiliginden gelisen diabetin arasindaki immunolojik farklilik
Oonemli bir sorundur. Nonobes diabetik (NOD) farelerdeki diabette, diabetten 6nce
ortaya ¢ikan insulitis periyodunda insiiline ve 1s1 sok protein 60 (HSP60)’a karsi
olusmus immunite bildirilmistir. Bu tiir farelerde HSP60’1n p277 peptidi igin spesifik
T lenfositler bulunmustur. Bu peptidler diabetin nedeni olabilirler (35). Bu ajan, poli
(ADP-riboz) sentetaz enzimini baskilar ve [-hiicrelerinde NAD’nin hiicresel

seviyesini diizenler (36).

2. 3. DerininYapisi

Deri, viicudun en biiyiik organidir ve viicuda mekanik destek saglama
(koruma), su bariyeri olusturma, viicut isisinin diizenlenmesi, 6zgiin olmayan
savunma, tuz atilimi, D vitamini sentezi, duyu algilama ve uyar1 gibi gérevleri vardir

(37).



Deri birbirine sikica bagl ii¢ tabakadan meydana gelir.
. En dista ekdoderm kokenli epidermis
o Daha derinde mezoderm kokenli dermis

o Anatomide yiizeyel fasia olarak adlandirilan hipodermis veya

subkutanoz tabaka (38).

2. 3. 1. Epidermis
Epidermisin ¢ok katli yassi epitel tabakasinda keratinositler, melanositler,

Langerhans hiicreleri ve Merkel hiicreleri olmak tizere dort ayri hiicre tipi bulunur.

Keratonositler: Hakim olan hiicre tipi keratinositlerdir. Baglica {iriinleri
olan ara filaman proteini keratin nedeniyle bu ismi almuslardir. i¢ten disa bes tabaka

seklinde diizenlenirler.

. Stratum bazale

o Stratutum spinozum
o Stratum graniilozum
. Stratum lusidum

o Stratum korneum

Stratum bazale (stratum germinativum) bir bazal membran {izerine
dizilmis tek sirali prizmatik veya yiiksek kiibik keratinositlerden meydana gelir.
Hiicre sitoplazmalarinda desmozomlarla baglantili ara filamanlar bulunur. Isik
mikroskopta izlenebilen ara filaman demetlerine tonofilaman adi verilir.
Hemidesmozomlar ve bunlarla baglantili ara filamanlar, bazal hiicrelerin bazal
ylizeylerini bazal membrana baglarlar. Stratum bazale hiicreleri mitozla ¢ogalir.
Boliinen hiicrelerin  bir bolimii stratum bazalenin kok hiicre toplulugunu
olustururken geri kalanlar stratum spinozuma gog¢ ederler ve stratum korneum
olusumuna kadar giden farklilagma siirecine girerler. Stratum spinozum ve stratum
bazale birlikte Malpighi tabakasini olusturur.

Stratum spinozum: Bu tabakada bulunan hiicreler oval merkezi bir

nukleusa sahiptir ve kiibik sekillidirler. Hiicre i¢inde bol miktarda bulunan keratin



filaman demetleri hiicrelerin sitoplazmik uzantilarinin ucunda yerlesmis olan
dezmozomlarda sonlanirlar. Bu tabakada hiicreler birbirlerine ici filaman dolu
dikensi ¢ikintilarla siki sikiya baglanirlar.

Stratum graniilozum: Cok katli poligonal hiicrelerden olusur. Belirgin bir
zar ile ¢evrili olmayan keratohiyalin graniilleri ile tanimlanir.

Stratum lusidum ve Stratum Kkorneum tabakalar1 nukleussuz ve
organelsiz hiicrelerden olusurlar (38).

Melanositler: Melanin {iretiminden sorumlu ndéral krista kokenli
hiicrelerdir. Epidermisin stratum bazale tabakasina yerlesmis, uzantili hiicrelerdir.
Melanositler, noral kristadan go¢ eden Oncii hiicreler olan melanoblastlardan koken
alirlar. Melanoblastin, melanositlere donlismesi, membrana bagli bir tirozin kinaz
olan c-kit reseptoriiyle etkilesime giren kok hiicre faktoriiniin kontrolii altinda
gerceklesir. Mast hiicreleri, primordiyal germ hiicreleri ve kan yapici kok hiicrelerin
gelisimi de kok hiicre faktoriinlin, c-kit reseptoriiyle olan etkilesimine baglidir.
Melanositler, gelismekte olan epidermis icine girerler ve farklilasmakta olan
keratinositlerle herhangi bir desmozom baglantis1 kurmadan bagimsiz hiicreler olarak
kalirlar. Melanositlerin hayat dongiisii, keratinositlerden daha yavastir. Melanositler,
melanin graniilleri i¢inde paketlenmis olarak melanin pigmentini iiretirler. Bu
graniiller de, dallanan hiicre uzantilar1 araciligi ile sitokrin salinim ile komsu
keratinositlere aktarilir.

Langerhans hiicreleri (dendritik hiicreler): Epidermiste bulunan kemik
iligi kokenli dendritik hiicrelerdir. Bu hiicreler, immiin cevapta, 6zellikle derinin agir1
duyarlilik reaksiyonlarinin baslangicinda, T lenfositlere antijen sunumunda rol
oynarlar. Langerhans hiicreleri epidermisten lenf diiglimlerine go¢ ederek, burada
MHCI-MHC2 (major histokompatibilite kompleksi) ile B7 hiicre yiizey antijenlerini
tastyan aktif dendritik hiicrelere dontistirler. Aktif dendritik hiicreler de, T lenfositleri
uyararak onlar1 aktif hale getirirler. Melanositler gibi Langerhans hiicreleri de
stratum spinozumdaki keratinositler arasinda uzanan sitoplazmik uzantilar1 (dendritik
hiicreler) vardir. Bu uzantilarla keratinositler arasinda desmozomal baglant1 yerine
E-kadherin araciligiyla temas saglanir. Langerhans hiicre ¢ekirdegi centiklidir ve

sitoplazmasinda tipik gubuk seklinde graniiller bulunur.



Merkel hiicreleri: Dokunma duyusunun alinmasinda rol alan noéral krista
kokenli hiicrelerdir. Stratum bazalede bulunan ve modifiye keratinositlere benzeyen
hiicrelerdir. Parmak uglarinda daha ¢ok bulunurlar. Merkel hiicreleri, komsu
keratinositlere desmozomlarla bagli bulunan ve dermisten epidermise uzanan
miyelinli afferent sinir lifleriyle irtibatli mekanoreseptor hiicreleridir. Sinir lifi,
epidermisin bazal laminasin1 gectikten sonra miyelin kilifin1 kaybeder ve plak
benzeri bir duyusal sonlanma sekline doniiserek, Merkel hiicreleriyle temas eden bir
sinir plagt olusturur. Cekirdegin sekli diizensizdir ve sitoplazmada ndrotransmitter

iceren ¢ok sayida graniiller bulunur (38).

2. 3. 2. Dermis

Dermis, siirlar1 belirgin olmayan papiller ve retikiiler tabaka olmak iizere
iki tabakadan meydana gelir. Papiller tabaka, epidermisle temasta olan gevsek bag
dokusu (fibroblastlar, kollajen lifler ve ince elastik lifler) yapisindadir. Retikiiler
tabaka, kalin kollajen lif demetleri ve kaba elastik lifleri i¢erir. Stratum bazaledeki
keratinositlerin bazal yiizeylerinde bulunan hemidesmozomlar, epidermisin bazal
membrana baglayici filamanlarla, dermisin papillali tabakasina ise baglayici liflerle
baglanirlar (38).

Bag dokular1 hiicreler, lifler ve ara maddeden olusur. Bag dokusunun
fazlaca g¢esitlilik gosteren hiicreleri metabolitlerin depolanmasinda, immiin ve
yangisal cevaplarda ve yaralanmadan sonra doku onariminda Oonemli rollere
sahiplerdir (4, 38).

Yara iyilesmesinde esas rolii oynayan bag dokusunun en Onemli
hiicrelerinden birisi olan fibroblastlar, en fazla bulunan hiicrelerdir. Bu hiicreler yara
tyilesmesi sirasinda hiicreler arasi matriks depolanmasi ve yenilenmesinde esas rolii
oynayan hiicrelerdir. Ayrica yara iyilesme siirecinde hiicreler arasi iletigimin
gerceklesmesi icin gerekli olan VEGF, TGF, FGF gibi biiyiime faktorlerini de
salgilarlar (12, 39). Fibroblastlar bol, diizensiz dallanmis bir sitoplazmaya sahiptir.
Ovoid ince kromatinli ve belirgin ¢ekirdek¢igi olan bir c¢ekirdegi vardir. Hiicre

elemanlar1 gordiigii islevlere uyumludur (12, 38).
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Kil follikiilleri, ter ve yag bezleri, dermisin ¢esitli seviyelerinde bulunan

epidermal tiirevlerdir (38).

2. 3. 3. Hipodermis
Hipodermis veya derinin subkiitandz tabakasi, dermisin derindeki
devamidir. Viicuttaki lokalizasyona bagli olarak degisen kalinliklarda bir tabaka

olusturan, gevsek bag dokusu ve yag hiicrelerinden meydana gelir (38).

2. 4. Yara lyilesmesi

Cilt ve/veya mukozay1 olusturan yapilarin farkli nedenlerle biitiinliigliniin
bozulmasi ya da kaybi ile var olan fizyolojik &zelliklerinin gecici veya tamamen
kaybolmasina yara adi verilir.

Dokularda meydana gelen yaralarin iyilesme mekanizmalar1 bazi farkliliklar
gostermesine ragmen, hepsinde ortak olan ve bilinen klasik 6zellikler mevcuttur.
Yara iyilesmesinde genellikle viicudun bozulan biitiinliigiinii skar (yara izi) olarak
adlandirilan fonksiyonel olmayan bir fibrotik kiitle ile saglanir (40-42).

Normal yara iyilesmesi, inflamatuar hiicreleri, fibroblastlar, keratinositler
ve endotelyal hiicreleri gibi pek ¢ok hiicre tipinin hareketinin saglandig1 hatta enzim
ve biiyiime faktorlerini gerektiren ve sinyal yolaklarmin ileri derecede birbiriyle
iligkilendirildigi karmasik bir siirectir (3, 43, 44). Yara iyilesmesi, yarali dokunun
yapt ve fonksiyonunun diizeltilmesidir. Iyilesme siireci yaralanma aninda baslar,
giinler haftalar hatta yillarca siirebilir (43).

Yara iyilesmesi esas olarak 3 ana olay gercevesinde gerceklesir (3-48).
Olaylar ardisik bir diizen icinde degil, birbiri icerisinde sinirlari tam olarak ayirt
edilemeyecek ozelliktedir. Bu evreler Sekil 2°de gosterilmistir. Ancak bazi kaynaklar
yara ilyilesme asamalarini tika¢ olusturulmasi, inflamasyon, proliferasyon, epitel
¢ogalmasi, damar olusumu (anjiogenez), graniilasyon ve yeniden modelleme olarak

almislardir (48-50) (Sekil 2).
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Metrohl Hellajen

Monosit

Sekil 2: Yara iyilesmesinin klasik fazlari. Klasik bir iyilesme siirecinde 3 faz vardir. Hemostaz ve
inflamasyon (a), yeni doku olusumu (b), yeniden modelleme (c), Inflamasyon (a) siireci
yaralanmadan 48 saat sonraya kadar siirer. Yara, bir fibrin tikagla kapatilmis olan hipoksik

(iskemi) durumu ile karakterizedir. Bakteri, notrofil ve trombositler yarada bol miktarda
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bulunur. Normal deri ekleri (kil follikiilleri ve ter bezleri) yara alan1 diginda yer alir. Yeni
doku olusum (b) siireci yaralanmadan sonra 2- 10 giin devam eder. Yara yiizeyinde bir yara
kabugu (escar, scab) olusur. Pek ¢ok hiicre bir dnceki fazdan yaraya dogru gogetmistir ve
artik yeni kan damarlar1 da bu alanda goriilmeye baslar. Yeniden modelleme (remodelling)
(c) bu faz bir yil veya daha fazla siirebilir. Organizasyonu bozulmus kollajenler yara
alanina go¢ eden fibroblastlar tarafindan olusturulmustur. Yara kendine yakin yiizeyi
kasmigtir ve artik yara daha derinlerdedir. Yara epitelinin yeniden olugmasiyla tamir edilen
bolge ¢evredeki yara olmayan bolgelere gore daha yukardadir ve iyilesmis alan normal deri

eklentilerini icermez (42).
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Sekil 3. Yara tamir siirecleri (3).

Yara iyilesme siireci, hemostaz ve inflamasyon, yeni doku olusumu

(proliferasyon) ve yeniden modelleme seklinde siralanabilir (40-53) (Sekil 2 ve 3).

Hemostaz ve inflamasyon; yara iyilesmesinin bu ilk fazinda fibrin tikag
olusumu ve inflamasyonda doku hasarlandiktan hemen sonra pihtilagsma
basamaklarinin elemanlari, inflamasyon yolaklar1 ve immiin sistem 6lmiis dokuyu
uzaklagtirmak ve infeksiyondan korumak i¢in hizla kan akisim1 ve sivi kaybini
onlemeye ihtiya¢ duyar (51). Damar biitlinliigiiniin bozuldugu bu durumlarda, kan
kaybin1 durdurmaya yonelik mekanizmalar devreye girmektedir. Bu mekanizmalar:

* Vazokonstriiksiyon

* Trombosit tikact

* Pihtilasma

* Fibroz organizasyon seklinde siralanabilir (27).

Endotel altinda yerlesmis bazal membrandaki trombojenik uyaranlar,

trombositlerde bulunan ylizey reseptorleri uyararak trombosit adezyon ve
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agregasyonunu uyarir. Bu sirada trombositlerden salinan bazi sitokinler ve refleks
arklar yoluyla vazokonstriiksiyon gerceklesir.

Bu faktorler ayn1 zamanda pihtilagsma zincirini de aktive eder. Trombosit
tikac ¢evresinde fibrin tika¢ olusur ve piht1 denen kalic1 tikag ortaya ¢ikar. Piht1 ayni
zamanda erken yara matriksi olarak islev gérmektedir.

Trombositlerin i¢indeki alfa graniillerden; albumin, fibrinojen, fibronektin,
immunglobulin G, faktér V ve faktér VIII’in yani sira trombosit kdkenli biiylime
faktorii (PDGF), farklilastirici biliylime faktorii alfa ve beta (TGF o/B), fibroblast
bliylime faktori-2 (FGF-2) ve epidermal biiytime faktorleri (EGFs) ve endotel
hiicresi biiytime faktorleri salinmaktadir.

Trombositlerin i¢indeki yogun cisimler igerisinde ise serotonin, adenozin
trifosfat (ATP), adenozin difosfat (ADP), kalsiyum gibi pihtilagma zincirinde 6nemli
rolleri olan faktdrler bulunmaktadir (54). Doku hasarlanmasi sirasinda bozulan
damar biitiinliigii, pihtilasma mekanizmalarim aktive etmektedir. Intrensek ve
ekstrensek mekanizmalar pihtilasma sisteminin temelini olusturmaktadir. Intrensek
yolak, yara iyilesmesi i¢in ekstrensek yolak kadar etkin degildir (55). Ekstrensek
yolak, doku faktoriiniin faktor VII veya faktor VIIa’nin temasi ile uyarilir ve sonugta
protrombin trombine doniiserek aktive olur. Aktive olan trombin, fibrinojeni fibrine
cevirerek fibrin tika¢ olusumuna neden olur (27, 55).

Fibrin tikac sabitlestirildikten sonra vitronektin ile kaplanir. Vitronektin
araciligiyla fibronektin erken matrikste kendine yer bulur. Fibronektin iizerinde pek
cok hiicre i¢in yapisma noktalar1 mevcuttur. Ayrica fibrin, fibronektin matriks ve
sitokinler i¢in toplayici gorevi géormektedir (54, 55).

Yaralanmanin erken donemlerinde gelisen vazokonstriiksiyon 10-15 dakika
icinde son bulur ve vazodilatasyon gelisir. Bu kendisini yara ¢evresinde kirmizi-kizil
bir hale seklinde gosterir. Trombositlerden salinan faktorler, pihtilasma zincirinde
aciga c¢ikan bradikinin gibi iriinler ve doku hasar1 sonucu gelisen nekrozdan
kaynaklanan faktorler yaralanma c¢evresinde endotel gecirgenligini degistirerek
damar dis1 alana plazma gegisine ve O0deme neden olmaktadir. Vazodilatasyon

endotel veya mast hiicresi kaynakli l6kotrienler, prostaglandinler ve ozellikle
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histamin kaynaklidir. Trombin, kinin ve C3a/C5a da gegirgenligi artirici kuvvetli
ajanlardir (27, 51).

Bu asamay1 inflamasyon olarak adlandirilan, biiyime faktorlerini yara
alanma c¢eken inflamatuar hiicrelerin gogii izler. Inflamasyon evresinin hiicrelerinden
biri, patojenik organizmalardan enfeksiyonu engellemek i¢in yara bolgesine gelen
notrofillerdir (Sekil 2, 3). Bu sirada ortama notrofil graniillerinden jelatinaz,
kollajenaz, elastaz gibi proteazlarla birlikte reaktif oksijen radikalleri de salinmakta
ve bu da nekrozu debride etmektedir (56).

Kollajen, elastin yikim iiriinleri, TGF-p, tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a),
interlokin-1 (IL-1), PDGF, lokotrien B4 (LTB4) ve trombosit faktorii IV (PF-1V)
lokositler i¢in kuvvetli kemoatraktandir. Trombosit faktori IV, CDI11/CDS8
ekspresyonunu artirarak diapedezi kolaylastirir. Damar dis1 alana ¢ikan monositler,
T-lenfositlerinde salinan IL-2 ve interferon a (IFn-a) ile aktive olur ve ortama TGF-
B salarlar. Farklilastiric1 bliylime faktorii beta da (TGF B) kuvvetli kemotaktik etki ile
akut inflamasyonun tipik hiicrelerinin toplanmasina katkida bulunur (27).

Makrofajlar, inflamasyonun en 6nemli hiicrelerindendir. Yaralanmadan 48
saat sonra ortaya ¢ikmaya baslar ve ¢ogunlukla dolasimdaki monositlerden kdken
alirlar. Notrofiller, o zamana kadar gerceklestirdikleri gorevleri daha kuvvetli sekilde
devam ettirirken, es zamanli olarak da saldiklar1 veya salinmasini diizenledikleri pek
cok biiyiime faktorii ile yara iyilesmesinin diizenlenmesinde orkestra sefi gibi gorev
yapar. Makrofaj kaynakli sitokinler yeniden damarlanma, fibroblast gocii ve
cogalmasi, kollajen {iretimi ve yara kontraksiyonu ile iliskilidir. Farklilastirici
biiylime faktorii beta, insiilin benzeri biiytime faktorii-1 (IGF-1), FGF-2, PDGF, TNF-
a, IL-1 makrofaj sitokinlerinin onemli iiyelerindendir. Diabetiklerde, fonksiyonel
olarak ayrimlanan makrofaj alt tiplerinde farkliliklar saptanmustir. Inflamatuar ve
hiicre 6ldiiriicii makrofaj oranlar1 artarken, tamir makrofajlarinin orani azalmaktadir.
Bu degisim sitokinleri de degistirerek, fibroplazi, yeni damar olusumu ve proliferatif
faza gecisi uyaran faktorleri baskilamaktadir. Diabetiklerde, makrofajlardan PDGF
ve IGF-1 salimiminin azaldigi gosterilmistir. Bunun yerine inflamatuar makrofaj
fenotipinin saldig1 inflamatuar sitokinler artmaktadir (57). Iki-ii¢ giin sonra

monositlerden farklanan makrofajlar belirir. Makrofajlarin yaralanmalarda son
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olaylar1 koordine etmede ¢ok 6nemli oldugu diisliniiliir. Son veriler, monositlerin
inflamatuar cevapta gereginden fazla hiicrenin yara alanina gelmesini engelledigini
ve diger hiicre tiplerinin eksikligini dengeledigini bildirir (58).

Proliferasyon; yara iyilesmesinin baglangic¢ safhalarinda fibrince zengin bir
matriks icerisinde inflamatuar hiicreler heniiz etkin iken, temiz yaralarda 3-5.
giinden baslayarak makrofajlarca salinan PDGF, TGF-p gibi sitokinler tarafindan
fibroblastlar harakete geg¢irilir ve bdliinerek ¢cogalmaya ydnlendirilir. Bu dénemden
itibaren, fibroblastlar yara ortamindaki baskin hiicre haline gelmektedir.

Fibroblastlarin tek kaynagi cogalma degildir. Bunun yaninda g¢evre
dokudaki fibroblastlar, PDGF, TGF-B, EGF ve fibronektin tarafindan aktive edilerek
erken yara matriksi icinde ilerlemesi saglanir (3, 36). Mezensim kokenli kok
hiicreden ortam uyaranlarina bagli olarak fibroblasta farklilasma da diger bir
kaynaktir (27).

Yara iyilesmesi sirasinda yeni damarlarin olugsmasi (anjiyogenez) ile ilgili
li¢ siire¢ vardir. Bunlar yeni damar olusumu, arteriyogenez ve vaskiilogenezdir (59,
60). Anjiogenik faktorler; VEGF, PGF (plasental biliylime faktorii), FGF1-4, TGFa-
B, EGF, HGF (hepatosit biiyiime faktorii), anjiyogenin, PDGF, GCSF (graniilosit
koloni uyaran faktor), IL-8 (interlokin 8), TNF-a (tiimér nekroz faktor-a),
proliferindir (57).

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), 6zellikle endotel hiicreleri
icin 0zgll etkilere sahip olan multifonksiyonel bir bliylime faktorii ailesidir. Vaskiiler
endotelyal biliyiime faktorii ailesi, VEGF A dan baslayarak VEGF F’ye ve PIGF
(plasental bliylime faktorii) igeren degisik tiplerdedir. Vaskiiler endotelyal biiylime
faktorli hiicre yiizeyine li¢ farkli tirozin kinaz yapili reseptdrle baglanir. Bunlar
VEGFR1-2 ve 3 diir. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorleri reseptorlerine karmasik
bir sistemle baglanarak damar olusumunu diizenler (59-62).

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii yara iyilesmesinde endotel hiicreleri
(63), fibroblastlar (64), diiz kas hiicreleri (65), trombositler (66), notrofiller (67)
ve makrofajlar gibi (68) pek ¢ok hiicre tarafndan iiretilir. Gorevi, endotel hiicresinin
proliferasyonuna, migrasyonuna ve differensiyasyonuna sebep olmaktir. Endotel

hiicrelerinin yaptig1 pek cok fonksiyonda (embriyogenez, yara iyilesmesi, timor
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bliylimesi, miyokardial iskemi, okiiler neovaskiiler hastaliklar ve romatoid artrit gibi
kronik inflamatuar hastaliklar1 da kapsayan fizyolojik ve fizyopatolojik olaylar)
gerekli oldugu diisiiniildiigli icin son yillarda ilgi odag: haline gelmekte ve pek cok
arastirmaya konu olmaktadir (69-71). Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii, hiicreye
VEGFRI1, VEGFR2 gibi yiiksek afinitesi olan reseptorlerle baglanir (72). Bu
reseptorler tip 3 tirozin kinaz yolagini kullanirlar (73, 74).

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin salinimmin kontrolii eritropoetin
(EPO) kontrolii ile benzer oOzelliktedir. Doku hipoksisi ile ortamda bulunan
fibroblastlarda, keratinositlerde ve makrofajlarda hipoksi indiiklenebilir faktor-1
(Hypoxia-inducable factor-1/ HIF-1) denilen bir protein aktive olur ve bu protein
VEGF protomotor bdlgesinin 5’ ucundaki 28 baz ¢ifti uzunlugundaki pargasina
baglanir. Yirmi sekiz baz ¢ifti uzunlugundaki bu bolge EPO kontroliinii saglayan
promotor bolge ile biiyiik homoloji gostermektedir. Bu baglanma sonucunda VEGF
promotoru aktive olur ve VEGF salinir. Ortamda oksijen yogunlugu arttifinda ise
hidroksillenir ve aktivitesini kaybeder (61).

VEGF kadar FGF ailesinin bir iiyesi olan bFGF’ nin de potansiyel bir damar
olusturucu faktor oldugu bildirilmistir (52, 75, 76).

Fibroblast biiyiime faktorleri (FGF), polipeptit biiylime faktdrlerinin
biiylik bir ailesini olusturmaktadir. Fibroblast biiyliime faktorleri nematodlardan
insanlara kadar degisik organizmalarda bulunmaktadir (77). Fibroblast biiylime
faktorleri c¢esitli mezoderm ve fibroblastlar, osteoblastlar, diiz kas hiicreleri, endotel
hiicreleri, kondrositler, melanositler gibi noroektodermden tiireyen hiicreler igin
kuvvetli mitojenik aktiviteleri, ndrotropik 6zellikleri ve heparin baglama ozellikleri
ile karakterizedir (78). Cok bilinen iki FGF, izoelektrik noktalarmin farkli olmasi
nedeni ile birbirinden ayirt edilmistir. Asidik FGF (aFGF, FGF-1)’nin izoelektrik
noktasi 4.5-6, bazik FGF (bFGF, FGF-2)’nin ise 9.6-9.8’dir. Bu iki biiyiime faktorii
% 55 sira benzerligine sahiptir (79, 80).

Genom taramasi ile birgok FGF geni bulunmustur. insanda 22 tane FGF
geni tanimlanmistir (81). Yirmiden fazla farkli FGF proteinin i¢inde bulundugu
heparin baglayict biiyiime faktorleri ailesinde yer alir ve 16,5 kDA molekiil
agirhigina sahiptir (82, 83). Bazik veya asidik FGF’ye cevap veren tiim hiicre tipleri,
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spesifik FGF hiicre yiizey reseptorleri tagimaktadirlar. Bazik FGF yiiksek (FGFRs,
tirozin kinaz (TK) aktiviteli FGF reseptorleri) ve diisiik afiniteli reseptorlere (HSPQG)
baglanmaktadir (84). Fibroblast biiylime faktorlerinde parakrin ve otokrin faktorlerin
¢ok Onemli gruplarindan birisidir (85). Fibroblast biiyiime faktorlerinin reseptore
baglanmasi ile reseptorler dimerize olmakta ve bunun sonucunda tirozin kinaz
aktivitesi gerceklesmektedir. Bu kinazlar birbirlerini fosforilleyerek sinyal iletimini
baslatmaktadirlar (86). In vivo olarak her iki tip FGF’nin graniilasyon doku
olusumunu, fibroblast proliferasyonunu hizlandirdigi, kollajen  birikimini,
vaskiilarizasyonu ve epitel yenilenmesini artirdig1 da gosterilmistir (87). Bazik FGF;
endoderm, mezoderm ve ektoderm kokenli bir¢ok hiicrenin proliferasyonunu ve
farklilasmasin1 etkileyen bir biiyiime faktoridir.  Bazik FGF; yeni damar
olusumunu, hiicre ¢ogalmasimi ve kollajen dis1 protein sentezini artirarak yara
tyilesmesini etkilerken TGF-B, VEGF, IGF gibi biliylime faktorlerinin salimini
artirarak indirekt olarak da etki gosterirler (88). Bazik FGF nin osteoblastik hiicreler
tizerindeki ¢ift yonlii etkisi FGFR’lere baglanmalarinda yarigtiklar1 sindekanlarin
dokulardaki varligina ve salinimlarini etkiledikleri diger sitokinlere bagl olabilecegi
One stirtilmiistiir (89).

VEGEF tarafindan aktive olan endotel hiicreleri bazal membrani parcalayan
matriks metalloproteinazlar (MMPs) salgilarlar ve enzimler tarafindan delikler agilan
bazal membrani gecen endotel hiicreleri hizla kemotaktik uyarana dogru ¢ogalarak
gbc ederler. Bu esnada yeni damar tiipiinii de sekillendirirler. Kars1 yonden gelen
benzer damar filizi ile birlestikten sonra endotel ilerlemesi durur ve yeni bazal
membran sentezlenir (90-92).

Yeniden modellenme: Proliferasyon ve neovaskiilarizasyonun sona
ermesiyle yeniden yapilanma fazi baslar. Yara iyilesmesinde yeniden yapilanma ve
proliferasyon fazindaki olaylar inflamatuar ve proliferatif fazlardaki gibi i¢ ice
olusup gelisir. Proliferasyon evresinde artan fibroblastlar kollajen sentezleyerek yara
bolgesinde birikime neden olur. Graniilasyon doku olusumu bu evre icinde
gergeklesir (3). Yeniden modellenme evresinde, kollajen sentez ve yikimi bir denge
noktasina ulasir. Gama (y)-interferon, TNF-a, ve kollajenin kendisi sentezini

baskilar.
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Kollajen  yikimindan  sorumlu olan ise MMP’lerdir.  Matriks
metalloproteinazlar pek c¢ok hiicre dis1 amtriks elemanini parcalayabilen bir enzim
grubudur. Farkli hiicreler tarafindan farkli tipleri salinir. Ortamda bulunan doku
MMP baskilayicilart (TIMPs) tarafindan kontrol edilirler (54). Erken doénemde
diizensiz bi¢imde depolanan kollajenle bir yara izi (scar) olusur. Yeniden
modellenme evresinde MMP’ler tarafindan yikilir. Fibroblastlar tarafindan yeniden
sentezlenen kollajen, daha diizenli ve epitele paralel sekilde dizilir. Yara gerim giicii

giderek artar (3, 93), boylece iyilesme siireci gerceklesir.

2. 5. Yara lyilesme Bozukluklar

Pek c¢ok nedenle agilan yaralarda, normal fizyolojik siiregte gelismesi
gereken olaylar zincirine etki eden metabolik bozukluklardan dolayr kapanma
problemi ortaya c¢ikmaktadir. Iyilesme sekteye ugradiginda kronik yara haline
gelmektedir. Zinciri bozan bu faktorler bolgesel, sistemik veya sistemik bir hastaligin
bolgesel etkileri olabilmektedir.

Diabetin yara iyilesmesi iizerine olumsuz etkisi oldugu uzun siiredir
bilinmektedir. Diabetlilerde yara iyilesmesi yavaglamakta ve siklikla istenmeyen
durumlar eslik etmektedir. Diabetiklerde olusan yaralarda, diabetik olmayanlara gore
enfeksiyon riskinin alt1 kat arttigi saptanmustir (94). Bircok yazar diabetin yara
iyilesmesi iizerine olumsuz etkisini agiklamiglardir (14, 95-98). Diabette yara
iyilesmemesinin nedeni, kollajen sentezinin segici inhibisyonu yiiziindendir (14).
Farmakolojik olarak diabet olusturulmus hayvanlarda kontrol grubuna gore % 30
daha az kollajen icerigi saptanmistir (95). Azalmis kollajenin, diabetik hayvanlarda
artmis yikimla olan iligkisi oldugu gosterilmistir (96). Diabet, kollajen oranina
oldugu gibi kalitesine de etki eder. Yapilan bir ¢calismada Diabetes Mellitus’ta insan
kollajeninin daha c¢abuk yaslandigi gosterilmistir (97). Diabetlilerde kollajenin
glikolizasyonu da diabetik olmayanlara gére daha fazla artis gostermistir (96).
Kollajen sentezindeki azalmaya bagli olarak diabette yaranin gerim kuvvetinde
ozellikle tedavi edilmemis diabetli hayvanlarda azalma belirlenmistir. Diabette yara
tyilesmesinin  olumsuz etkilenmesinin bir diger nedeni de glikokortikoid

mekanizmalarmin  aktifleserek, yara gerim kuvvetini azaltmast olmustur.
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Adrenalektomi sonrasi veya glukokortikoid reseptor bloklarimin kullanilmasi ile
diabetik sicanlarda, yara gerim kuvvetinin arttig1 gosterilmistir (9, 98).

Reolojik Bozukluklar: Diabet hastalarinda trombosit agregasyonu ve
adezyonu artmakta ve eritrosit deformasyon yetenegi azalmaktadir. Ayrica bazal
membrandaki bozukluga bagli olarak hiicreler arasi alana sivi kagis1 olmakta bu da
viskoziteyi arttirmaktadir. Sonugta yer yer dolagim problemleri gelismektedir (99,
100). Diabet hastalarinda, ankrin ve spektrin gibi eristosit iskelet proteinleri de
enzimatik olmayan glikozilasyon ve artmis oksidatif yiikten etkilenmektedir. Bu
etkilenim eritrosit duvar kirillganligin1 arttirmakta ve reolojik bozukluklar
gelismektedir (101). Yine endotelde gelisen diabetik etkilenim sonucu trombosit
agregasyonu ve adezyonu artmaktadir (102, 103).

Immiinolojik Bozukluklar: Yara iyilesmesi siirecinde inflamasyon énemli
yer tutmaktadir. Bu evrenin diizenlenmesinde bozukluklar ciddi iyilesme sorunlarina
yol a¢gmaktadir (104). Yaralanmadan sonra erken donemde yara bolgesinde akut
inflamasyon 6zellikleri baskinken, 48. saatten sonra yavas yavas kronik inflamasyon
hiicreleri ¢ogunlugu ve kontrolii ele gegirir. Normal yara iyilesmesinde izlenen bu
yapay akis semasi, diabetiklerde degisiklikler gostermektedir (105).

Diabetiklerde kemotaksis, diapedez fonksiyonlarinda izlenen bozukluklar,
tim bagisiklik fonksiyonlarinda genel baskilanmaya neden olmaktadir. Bu
bozukluklar yara iyilesmesinde kendini gostererek, inflamasyon asamasinda
yetersizlikle sonuglanmaktadir (106, 107). Diabetik yaralarda, inflamasyon geg
baslamakta, diisiik siddetle uzun siire devam etmektedir (106). Makrofaj ve B
lenfositlerden zengin kronik hiicresel infiltrasyon yara iyilesmesinde 6nemli rolii
olan CD4" T lenfositlerinin sitokinleri iyilesmeye yardime1 sekilde yonlendirmesini
engeller (108).

Fenotipik olarak farkli tiplerinden olan inflamatuar, tamir ve hiicre dldiirticti
tip makrofajlarin orani degiserek inflamatuar makrofajlarin sayisi artar (58). Diabetik
yaralarda TNF-a ve IL-1B diizeyleri artmistir (109). Bu artistan MMP artisindan
sorumlu tutulmaktadir. Enzimatik olmayan glikozilasyon iirlinlerine karsi gelisen

reaksiyonlar nedeniyle otoimmiin hastaliklar goriilebilir (99, 100).
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Hiicresel bozukluklar: Hiperglisemi ve onun yol ac¢tifi biyokimyasal
bozukluklarin temelinde, simdiye kadar bahsedilen sistemlerin yami sira pek cok
hiicre tipi ve bunlarin islevlerinde bozukluklar gozlenir. Yara iyilesmesi siirecinde,
en onemli rollerden birine sahip olan fibroblastlar ve keratinositler de bu grup
icindedir. Diabetik farelerde yapilan in vitro ¢alismada (12), diabetik fibroblastlarin
hiicresel go¢ yeteneklerinin normal fibroblastlarla karsilastirildiginda daha zayif
oldugunu gostermistir. Ayrica, diabetik fibroblastlarin artmis MMP-9 sentezi ve
azalmis VEGF salinimi da in vitro olarak gosterilmistir. Fibroblast fonksiyonlarindan
bir digeri de MMP diizenlemesidir. Diabetiklerde MMP-1, MMP-2, MMP-§, MMP-
9 sentezinde artis, MMP aktivitesini kontrol eden doku metalloproteaz inhibitorii-2’
de ise (TIMP-2) azalma saptanmistir (100, 109, 110).

Fibroblastlar kadar onemli diger bir hiicre tiirii de keratinositlerdir. Yara
tyilesmesinde VEGF’nin en Onemli kaynaklarindandir. Genetik olarak diabetik
farelerde keratinositlerde VEGF mRNA’sinin sentezinin belirgin derecede diistiigii
gosterilmigtir (110). Terashi ve ark, hipergliseminin keratinositlerin ¢cogalmasina

negatif etkisini in vitro olarak gostermislerdir (111).

2. 6. Yara lyilestirmede Kullamlan Maddeler

Yara iyilesmesinde cok cesitli maddeler kullanilir (112). Bitki veya
hayvanlardan elde edilen polisakkaritler tek baglarma (113, 114), polisakkaritlere
cesitli biiyiime faktorleri baglanarak (115), veya sadece biiylime faktorlerini
uygulayarak (116) yara iyilestirme ¢alismalar1 yapilabilmektedir. Tiim bu maddeler

icinde kitosan, yara iyilestirme siirecinde ¢ok 6nemli bir yere sahiptir.

2. 6. 1. Kitosan

Kitin, [B-(1-4)-poli-N-asetil-D-glukozamin], eklembacaklilarin iskeletlerinin
temel maddesi olup bazi bakteri ve mantarlarin hiicre duvarinda da yer almaktadir.
Seliilozda C2 karbonundaki hidroksil grubu yerine kitinde asetamido grubu yer alir
(Sekil 4) (117, 118). Kitosan ise kitinin alkali ortamda deasetilasyonu sonucu elde

edilen (1-4) bagh D-glukozamin iinitelerinden olusan lineer bir polisakkarittir.

21



OH OH

e
OH O
0
NH H
¢=0 =0
CHg CH3
OH OH OH
v
0 )
HO HO %o
NH5 NH5

Sekil 4. Kitin ve kitosanin kimyasal yapis1 (117).

Kitosan, nétral ve alkali pH’da ¢6ziinmez, fakat glutamik asit, hidroklorik
asit, laktik asit ve asetik asit gibi inorganik ve organik asitlerle suda ¢oziinebilen
formlara doniisiir. Asidik ortamda ise, ¢oziinmeyi takiben polimerin amino gruplari
protonlanir, béylece molekiil pozitif yiiklenir. Her glukozamin {initesinde bir yiik
oldugundan kitosan yiiksek yiik dansitesine sahiptir, negatif yiizeylerle gii¢lii bir
sekilde etkilesir. Bir¢ok metal iyonlar1 ile birlesir. Genel olarak, kitin ve kitosanin
¢Oziinirliiglh molekiil agirliginin  artmasiyla azalmaktadir. Kitosanin pH 7’nin
tizerindeki sulu c¢ozeltilerde c¢oziinmemesinin nedeni sabit kristal yapisindan
dolayidir (118, 119).

Yiiksek molekiil agirhigr ve dallanmamis diiz yapist kitosan1 asidik
ortamlarda miikkemmel bir viskozite artirici madde yapmaktadir. Kitosan
psodoplastik davranis gosterir ve kayma hizinin artmasi ile viskozite azalir.
Kitosan’in derigimi arttik¢ca, ortam sicakligi azaldikca veya asetilasyon derecesi
arttikca viskozitesi degisir. Kitosan ¢ozeltisinin hazirlandigi asit tiirline bagl olarak
da viskozite degisir (119). Biyopargalanabilir ve biyoadezif bir polimer olan kitosan,
toksik, irritan ve alerjik degildir (120, 121). Bu 6zellikleriyle kitosanin, farmakoloji
ve tipta 6nemli kullanim alanlari mevcuttur. Bunun yam sira veterinerlik, tarim,
ziraat, tekstil, kozmetik, dis¢ilik, besin endiistrisi, fotografcilik gibi alanlarda ¢ok

sayida uygulamalar1 vardir. Kitosan farmakoloji alaninda tablet iceriginde ve ilag
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tastyict sistemlerin hazirlanmasinda; kozmetik alanda, sag, deri ve dis bakim
tiriinlerinde; tip/dis¢ilik alaninda yapay deri, cerrahi iplik, kontakt lens, antikoagiilan,
dis dolgu maddesi olarak; biyoteknoloji alaninda, enzim, canli hiicre
immobilizasyonu, hiicre enkapsiilasyonu gibi alanlarda kullanilmaktadir (118, 122-

124).

2. 6. 2. Kitosan Uygulama Sekilleri
Farmakolojide kitosan jel, film, siinger, tablet ve mikropartikiiler sistemler

(mikrokiire, mikroboncuk vb.) seklinde hazirlanabilir (125).

2.6.2.1. Jel

Hidrojeller, ii¢ boyutlu, su ve biyolojik sivi varliginda sisebilen, ¢ok
miktarda siv1 tutabilen hidrofilik polimer yapilardir (126, 127). iyonik, kovalent ve
kovalent olmayan c¢apraz baglama gibi yontemlerle kitosan hidrojeller
hazirlanmaktadir (128, 129). Hidrojellerdeki su igerigi, hidrojelin permeabilitesini,
mekanik ve yilizey Ozelliklerini ve biyouyumlulugunu etkilemektedir (126, 127).
Hazirlanan kitosan jellerde kitosan konsantrasyonu jelin viskozitesini ve madde

salimin1 etkilemektedir (130).

2.6.2.2. Film

Kitosan filmler genellikle kitosan ¢ozeltisinden hareketle ¢oziicii ugurma
yontemiyle hazirlanir. Kurutma, etiivde, infrared yardimiyla ya da oda sicakliginda
30-36 saat bekletilerek yapilir (131). Filmler, kitosan ¢dzeltisinin belli bir siire ¢apraz
baglayici ¢cozeltiye batirilmasi ile capraz baglanmaktadir (130, 132).

2. 6. 2. 3. Siinger

Stingerler, polimer dispersiyonlar1 veya c¢ozeltilerinin poréz yapinin
olusmas1 ve korunmasi i¢in uygun sartlar altinda kurutulmasi (liyofilizasyon) ile
olusan kserojeller (kuru jeller) olarak tanimlanabilir. Siingerler, diisiik agirlik/hacim
orani gostermekte olup poroziteleri, elastikiyetleri ve biyoparcgalanabilirlikleri iiretim

parametrelerinde yapilan degisikliklerle modifiye edilebilir (133-135). Son
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zamanlarda farmakoloji ve biyomedikal alanlarda, 6zellikle kontrollii ilag tasiyici
sistemlerde matriks olarak, yara bandaji olarak, doku miihendisligi alaninda hiicre
biliylimesi i¢in iskelet (scaffold) olarak silingerlerin kullanimi 6nem kazanmistir.
Kitosan ile hazirlanan siingerler diisiik toksisiteleri, 6nemli mekanik 6zellikleri (135)
ve igerdigi maddelerin biyorezorpsiyon kapasiteleri nedeniyle yaygin olarak

kullanilmaktadir (135-137).

2. 6. 2. 4. Mikropartikiiler Sistemler

Mikropartikiiler sistemler, caplar1 birka¢ nm’den birka¢ yiiz pm’ye kadar
degisebilen, farkli yapidaki matriks maddelerinin kullanilmasi ile hazirlanan dozaj
sekilleridir. Mikrokiireler, mikrokapsiiller, boncuk ve mikrograniiller bu tip dozaj
sekilleri arasindadir. Kitosan, mikropartikiiler sistemlerin hazirlanmasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Kitosan mikrokiirelerinde ila¢ ylikleme etkinligini etkin
maddenin 6zellikleri, kitosan yogunlugu, ilag polimer orani gibi faktorlerin etkiledigi
bildirilmistir. Kitosan mikrokiirelerden etkin madde salinimin1 etkileyen parametreler
arasinda kitosanin molekiil agirligi, yogunlugu, mikrokiirelerin herbirine ytiklenen
etkin madde miktari, ¢apraz baglanma orani, kullanilan ¢apraz baglayici ve ilag-

kitosan orani oldugu bildirilmistir (138).

2.6.2.5. Tablet
Kitosan, tablet imalatinda yardimci1 madde olarak dolgu maddesi, dagitici,

baglayici, kaydirici olarak ve kontrollii salim amaciyla kullanilmaktadir (139).

2. 6. 3. Kitosanin Uygulama Alanlari

2. 6. 3. 1. Kitosanin Yara Iyilesmesine Etkisi

Kitosan, yara iyilesmesinde etkilidir. Yara iyilesme silirecini hizlandirr,
tedavi frekansini ve agriy1 azaltir, yara yiizeyini koruyarak rahatlik ve uygulama
kolaylig1 saglar. Kitosan yara iyilesme silirecinde; kompleman aktivasyonu,
polimorfoniikleer hiicre (PMN) ve makrofajlarin aktivasyonu, fibroblast aktivasyonu,

sitokin iiretimi, dev hiicre gocii ve tip IV kollajen sentezini uyarma gibi asamalarda

24



onemli rol oynar. Ayrica, mikroorganizmalara kars1 koruyucu etki gostermekte ve
anjiyogenez ile graniile olan doku seklini uyarmaktadir (140).

Japonya’da yara iyilestirici amagla kullanilmak {iizere piyasada pamuk
benzeri kitosan (Chitopack C® ; DD: % 82, MA: 80 000 Da), siinger benzeri kitin
(Chitipack S® ; DD: %9, MA>100 000 Da), kompozit kitin tabakas1 (Chitipack P® ;
DD: %9, MA>100 000 Da), Chitofine P®, Chitofine liriinleri mevcuttur (141, 142).

Kitosan hidrojeller, yara ylizeyini korumada, nemli ve uygun bir iyilestirici
cevre saglamaktadir. Yara kapanmasinda ve yara kontraksiyonunda etkilidir (143).
Biyopargalanabilir ve biyouyumlu olmasinin yami sira doku yenilenmesini
hizlandiric1 olmasi nedeniyle kitosan ve tlirevleri kemik ve kikirdak iyilesmesinde

kullanim yeri bulmustur (144).

2. 6. 3. 2. Antimikrobiyal Etkisi

Kitosan, gram pozitif, gram negatif, anaerob bakteriler ve mantarlarin
birgok tiirtine kars1 etkilidir. Kitosanin bu antimikrobiyal etkisi, molekiil agirligi,
deasetilasyon derecesi, pH’s1, ortam sicakligi gibi faktdrlerden etkilenmektedir.
Kitosan, kitosan oligomerlerine gore bakteri cogalmasim1 engellemede daha etkin
olup inhibitdr etkisi kitosanin molekiil agirligina ve bakteri tiirline gore
degismektedir (145-147). Genel olarak kitosan, gram pozitif bakterilere kars1 daha
etkilidir etkindir (145). Genellikle bakteri yiizeyi negatif yiikli oldugundan
kitosandaki pozitif yiikli serbest amino gruplarinin miktar1 antibakteriyel etkide
onemlidir. Daha yiliksek derisim ve deasetilasyon derecesine sahip kitosanin
antibakteriyel etkisi daha fazla olmaktadir (146, 147).

Kitosanin antibakteriyel etkinligi pH’dan da etkilenmektedir (148). Diisiik
pH degerlerinde daha yiiksek aktivite gozlenmektedir. Bunun nedeni, seyreltik asit
coOzeltilerinde kitosanin pozitif yiiklenmesi ve bakteri hiicre duvarindaki
makromolekiillerin negatif yiiklii kalintilar1 ile etkilesmesidir. Daha etkin bir
antimikrobiyal aktivite i¢in kitosanin molekiil agirliginin 10.000’in iizerinde olmasi

gerektigi bildirilmistir (149-150).

25



2. 6. 3. 3. Hemostatik Etkisi

Kitosan hemostatik 6zellige sahiptir. Hemostatik mekanizmas: klasik
pihtilagsma yolundan bagimsiz olup eritrosit hiicre membrani ile kitosan arasindaki
etkilesmime baghdir (121). Kitosan, yara iyilesmesinde onemli rol oynayan
trombosit kokenli biiyiime faktori-AB (PDGF-AB) ve TGF-f1’in  salimimi
artirmaktadir (151).

2. 6. 3. 4. Analjezik Etkisi
Kitosanin inflamatuvar agri iizerine analjezik etkisi oldugu gosterilmistir.
Farelerle yapilan agri1 ¢aligmalarinda kitosanin inflamatuar bdlgede salinan proton

iyonlarin1 absorblayarak agriy1 azalttigr bildirilmistir (152).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuarinda tiretilen yaklagik 250-300 gram agirhigindaki, 51 adet disi ve erkek
Wistar albino tiirii sicanlar kullanildi. Siganlar standart sartlar altinda, su ve yiyecege
serbest erisim imkan1 saglanarak 15’er, kontrol grubunda ise 6’sar hayvandan olusan
4 gruba ayrildi. Tim hayvanlara, deney hayvanlar1 bakim kurallarina uygun
muamele edildi (151). Calisma i¢in Cumhuriyet Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik
Kurulu’ndan 01/11/2007 tarih ve B.30.2.CUM.0.01.00.00-50/214 say1l1 onay belgesi
alimmistir (Onay belgesi EK 1°de verilmistir.)

3. 1. Kontrol ve Deney Gruplar:

Diabetli+Kitosan (DC) (n=15): Diabetik sicanlarin sirtlarinda 2 cm tam kat
kesi olusturularak kesi bolgesine her giin kitosan (Sigma) uygulandi.

Diabetli+Asetik asit (DA) (n=15): Diabetik siganlarin sirtlarinda 2 cm tam
kat kesi olusturuldu. Kesi bolgesine sadece asetik asit her giin uygulandi.

Diabetli+Kontrol (DO) (n=15): Diabetik siganlara sitrat tampon verildi, 2
cm tam kat kesi olusturuldu ve herhangi bir sey uygulanmadi.

Kontrol (K) (n=6): Sadece sitrat tampon verildi, sirtlarinda 2 cm tam kat
kesi olusturuldu ve kesi bolgeleri iizerine deney siiresince batikon (betadin) her giin

uygulandi.

3. 2. Deneysel Diabet Olusturulmasi

Deney Oncesi siganlar bir gece a¢ birakildiktan sonra kan sekerleri (Lever
Check TD-4222) olgiildii. Kan glikoz degeri 80-110 mg/dl olanlar normal kabul
edildi.

Cinsiyet ayrimi yapilmadan deney grubu hayvanlarda diabet olusturmak icin
pH=4.5 0.1 M sitrat tamponda ¢oziilmiis 60 mg/kg streptozotosin (STZ; Sigma
Chemical Co., St. Louis Missouri, ABD), intraperitonal yolla tek doz olarak
uygulandi (5, 143, 151-158). Streptozotosin enjeksiyonundan 48 saat sonra

siganlarin kuyruklarindan intravendz yolla alinan kanlarin seker diizeylerine bakildi.
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Kan gekerleri 250 mg/dl’nin iizerinde olanlar diabetik olarak kabul edildi. STZ

uygulamasindan sonra yem ve su alimi serbest birakilmistir (153).

3. 3. Kitosan Hazirlanmasi

%1°lik 100 cc asetik asitte 1 g kitosan birka¢ saat karistirilarak % 0.8’lik
kitosan ¢ozeltisi hazirland1 (159, 160). Cézeltinin pH’s1 5,5’a ayarland1. I¢indeki
hava kabarciklarindan arindirilmasi ve sterilizasyon i¢in 1 gece UV de birakild.
Sonugcta jel formda hazirlanan kitosan, agz1 kapali steril cam kavanozlara alinarak

uygulamaya hazir hale getirildi.

3. 4. Cerrahi islem

Deneye baslamadan Once tiim siganlara 90 mg/kg ketamine hidroklorid, 3
mg/kg xylazine hidroklorid sol 6n ayak adalesine intramuskiiler yolla uygulanarak
anastezi yapildi. Islem boyunca sicanlar solunumlari spontan olarak devam edecek
sekilde uyutuldular. Operasyondan sonra siganlarin agri duymamasi igin rimadyl 3
giin siireyle 4 mg/kg dozunda subkutan olarak uygulandi. Sicanlarin sirtlarinda 10
nolu cerrahi bigak ile 2 cm’lik tam kat kesi (161) olusturuldu. Agilan yara deney
siiresince kapatilmadi. Yara bolgelerine her giin kitosan, asetik asit ve betadin
uygulanan hayvan gruplar1 operasyondan sonraki 3., 7. ve 14. giinlerde, her grupta
5’er tane hayvan olacak sekilde, yliksek doz sodyum penta-barbital (200 mg/kg)
intraperitoneal yolla verilerek sakrifiye edildiler. Kesi bdolgelerinden oOrnekler

alinarak 11k mikroskobu incelemesi i¢in hazirlandi.
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Resim 1. Siganin sirt bolgesinde olusturulan 2 cm’lik kesi alani.

3. 5. Isik Mikroskopi

Yarali alandan alinan deri Ornekleri %10’luk tamponlanmis noétral
formalinde 48 saat fikse edildi ve rutin histolojik yontemler uygulanarak dokular
bloklandi. Dokulardan Leica RM 2125 RT marka mikrotom ile histokimyasal
boyamalar i¢in 3-4 pm ve immiinohistokimyasal boyamalar i¢in 2-3 pm kalinliginda
kesitler alindi. Doku, gormek istedigimiz yapiya ozgiin histolojik boyalar ve
immiinohistokimyasal boyalar ile boyandi (Tablo 1). Doku kesitleri, Olympus BX51
(Japan) marka 151k mikroskobu kullanilarak histolojik acidan degerlendirildi.
Domini¢i boyama teknigi ile mast hiicrelerinin yogunlugu skorlama ydntemi

uygulanarak her grup i¢in ayr1 ayri saptandi.
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Tablo 1. Uygulanan Histolojik Boyalar

Boyalar Ozgiin bolge Firmalar
Hematoksilen Genel goriiniim Merck (Germany)
Eozin Y Genel goriiniim Bio Optica (Italy)
Periyodik asit-Schiff (PAS) Bazal membran Scy Tek (USA)

Dominigi * Mast hiicreleri Laboratuarda hazirlandi
Giimiisleme Retikiiler lifler Bio Optica (Italy)
Azan Trikrom Genel bag dokusu Bio Optica (Italy)

*Dominici boyasi hazirlama yontemi EK 2’de verilmistir.

3. 6. Immiinohistokimya

Yara alaninda VEGF ve FGFR-3 belirlenmesi i¢in immiinohistokimyasal

boyama yapildi. Parafin bloklardan alinan kesitler poly-L-lysine kapli adhezivli

lamlar (Marienfeld) iizerine alindi.

giderildi. Kesitler asagidaki serilerden gegcirilerek saf suya indirildi.

e %70 Alkol ...
e Distilesu....
e %70 Alkol ...
e Distilesu....
e %70 Alkol ...
e Distilesu....
e %70 Alkol ...
e Distilesu....
e %70 Alkol ...

e Distilesu.....

5dk
1-2 dk
5 dk
1-2 dk
5 dk
1-2 dk
5dk
1-2 dk
5 dk
5dk

Bir gece 56 °C’lik etiivde tutularak parafini

e Endojen peroksidazi maskelemek i¢in kesitler oda 1sisinda H,O, de

(hidrojen peroksit) 10 dakika bekletildi.

e 2 defa PBS ile yikandi.
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e Antijenin geri doniisiimiinii saglamak i¢in kesitler, icinde EDTA
tamponu (pH=8.5) olan saleye konarak mikrodalga firinda maksimum ayarda 5
dakikalik, orta ayarda 15 dakika periyotlarla kaynatildi.

e Mikrodalga firindan c¢ikarilan kesitler oda sicakliginda 20 dakika
sogumaya birakildu.

e 2 defa PBS ile yikandu.

e Immiinohistokimya kabina konulan kesitlere 30 dakika Ultra V Block
(Lab Vision marka UltraVision Large Volume Detection System Anti-rabbit, HRP)
uygulandi.

e 90 dakika kullanima hazir primer antikor (VEGF Ab-1 ve FGFR-3)
uygulandi.

e 2 kere PBS ile yikandu.

e 20 dakika Biotinlated Goat anti-Rabbit (LabVision marka UltraVision
Large Volume Detection System Anti-rabbit, HRP) sekonder antikoru uyguland.

e 2 kere PBS ile yikandu.

e 20 dakika Streptavidin Peroxidase (LabVision marka UltraVision Large
Volume Detection System Anti-rabbit, HRP) uygulanda.

e 2 kere PBS ile yikandu.

e 20 dakika kromojen (LabVision marka AEC Substrat System) dokulara
uyguland1 (20 ml AEC kromojen + 1 ml AEC substrat iyice karistirildi).

e Saf su ile ¢alkalandi.

e 10 dakika Hematoksilen ile zit boyama yapildi.

e (Cesme suyunda yikandi.

e Preperatlar kurulanip kapatict (ScyTek marka Aqueous Mounting
Medium) ile kapatildi.

e VEGF ve FGFR3 immiinolokalizasyonlari skorlama yontemi ile her grup

i¢in ayr1 ayr1 saptandi.
3. 7. Istatistiksel Yontem

Calismamizin verileri; SPSS (Ver 14.0) programina yliklenerek verilerin

degerlendirilmesinde agirlik ve kan sekeri yoOniinden gruplar arasi farkliliklar
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arastirilirken Kruskal-Wallis ve Man Whitney U testleri kullanilmistir. Her grupta
farklr giinlerdeki 6l¢iim agirlik ve kan sekerleri degerleri i¢in Friedman ve Wilcoxon

testleri uygulanmistir. Yanilma diizeyi 0.05 olarak alinmustir.
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4. BULGULAR
4. 1. Makroskobik Bulgular

Deney gruplarindaki hayvanlarda, deneysel diabet olusturulmasinin ardindan
sirt bolgelerine 2 cm tam kat kesi olusturuldu. Hazirlanan kitosan bu bolgeye her
giin uyguland1 ve yara iyilesmesine bakildi. Deneysel ¢calismamizda STZ verildikten

sonra 24 saat i¢inde hayvanlarin 4 tanesi 6lmiistiir.

Deney gruplarindaki siganlarin 1. giin, 3. giin, 6. giin, 10. giin ve 17. giinde
deney gruplarindaki si¢anlarin viicut agirligi ve kan glikoz degerlerine bakilmistir.

Buna gore grafikler olusturulmustur (Grafik 1, 2, 3, 4).

ruplar
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Grafik 1. Gruplara ait agirlik degerlerinin zamanla degisimi
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Gruplara ait agirlik degerleri karsilastirildiginda 1., 3. ve 6. giinlerde
gruplar arasi farklilik 6nemsiz bulunmustur (p>0.05). Gruplara ait 10. giin degerleri
karsilastirildiginda farklilik 6nemli bulunmustur. Gruplara ait 2’serli karsilastirmada
Diabet + Kitosan (Dc) grubu ile Diabet + Asetik asit (Da), Diabet + Asetik asit (Da)
ile Diabetli kontrol (Do) arasinda fark onemli bulunurken (p<0.05), diger gruplar
aras1 fark onemsiz bulunmustur (p>0.05). 17. giin degerleri karsilastirildiginda
farklilk  6nemli  bulunmustur (p<0.05). Gruplara ait degerler 2’serli
karsilastirildiginda Diabet + Asetik asit (Da) ile Diabet + Kontrol (Do) arasinda fark
onemli bulunurken (p<0.05), diger gruplar aras1 fark énemsizdir (p>0.05). Kontrol

grubunda 17. giinde 2 deney hayvani analiz dig1 birakilmistir.

ruplar
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Grafik 2. Gruplara ait kan seker seviyelerinin zamanla degisimi.

Gruplara ait 1.glin kan seker seviyeleri karsilastirildiginda fark onemsiz
bulunmustur. Gruplara ait 3.giin kan seker seviyeleri karsilastirildiginda gruplar arasi

farklilik 6nemli bulunmustur (p<0.05). Gruplar 2’serli karsilagtirildiginda Diabet +
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Kitosan (Dc) ile kontrol, Diabet + Asetik asit (Da) ile kontrol, Diabetli kontrol (Do)
ile kontrol degerleri aras1 fark 6nemli bulunurken (p<0.05) diger gruplar aras1 fark
onemsizdir (p>0.05). Gruplara ait 6. giin kan seker degerleri karsilastirildiginda
farklilik 6nemlidir (p<0.05). Gruplara ait degerler 2’serli karsilastirildiginda Diabet +
Kitosan (Dc) ile kontrol, Diabet + Asetik asit (Da) ile kontrol, Diabetli kontrol ile

kontrol arasinda fark 6nemli bulunmustur (p<0.05).

tinler
300,00 — g

. agirlikl.gin
. agirlik3. gin
I:l agirlik6. gin
B :5:r1:%10. gin
adirlikl7. gilin

N
o
o
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,00 7

dc da do kontrol

gruplar

Grafik 3. Agirligin gruplar arasi degisimi

Diabet + Kitosan (Dc) ve Diabet + Asetikasit (Da) grubunda degisik
zamanlarda ol¢iilen agirlik degerleri karsilastirildiginda ol¢timler arasi fark onemli
bulunmustur (p<0.05). Gruba ait degerler 2’serli karsilastirildiginda; Diabet +
Kitosan, 1.giin ve 3.giin, 1.glin ve 6.glin, 3.giin ve 6.giin arasinda fark onemli
bulunmustur (p<0.05). Diabetli kontrol (Do), 1.giin ve 3.giin, 1.glin ve 6.gilin arasi
farklilik bulunurken (p<0.05), 3.giin ve 6.giin arasi arasit farklilik Onemsizdir

(p>0.05).
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Grafik 4. Kan seker degerinin gruplar aras1 degisimi

Diabet + Kitosan (Dc), Diabet + Asetikasit (Da), Diabetli kontrol (Do)
gruplarinda kan seker degerleri 2’serli karsilastirildiginda 1.gilin ile 3.giin, 1.giin ile
6.giin, 3.giin ile 6.giin arasindaki fark dnemlidir (p>0.05). Kontrol grubunda farklilik
Onemsiz bulunmustur (p<0.05).

Deney hayvanlarinin yara kapanma diizeyleri fotograflanmistir. Buna gore 3.
giinde Diabet + Kitosan (Dc), Diabet + Asetik asit (Da), Diabetli kontrol (Do) ve
kontrol gruplarinin yaralarinda herhangi bir fark belirlenmemistir. Yedinci giinde,
Diabet + Kitosan (Dc) ile kontrol, Diabet + Asetikasit (Da) ile Diabetli kontrol (Do)
gruplarina gore daha hizli iyilesmistir (Resim 1). Onuncu giinde Diabet + Kitosan
(Dc) ile kontrol gruplarinin yaralarinda tam iyilesme saglanirken Diabet + Asetik asit

(Da), Diabetli kontrol (Do) gruplarinda iyilesme daha yavastir (Resim2).
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Diabet +Asetik asit Diabet +Kontrol

Diabet +Kitosan Diabet +Kontrol

Resim 2. Yara iyilesme siirecinin 7. giiniinde yara alaninda gruplar arasi farklilik.

Diabet +Asetik asit Diabet +Kontrol

Diabet +Kitosan Diabet +Kontrol

Resim 3. lyilesme siirecinin 10. giiniinde yara alaninda gruplar arasinda farklilik.
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4. 2. Mikroskobik Bulgular

4.2. 1. Kontrol Grubu 3 Giinliik Yara Iyilesmesi

Isik mikroskobik olarak Azan trikrom (AT) boyasi ile yara alaninin sinirlar
goriilmektedir. Iyilesme alaninda karsilikli olarak hem epidermis hem de dermis
bolgeleri heniiz birbiri ile kaynagmamistir. Yaranin iist kisminda trombositlerden
olusan kabuk (skab) bulunmaktadir (Sekil 5). Periyodik asit Schiff (PAS) reaksiyonu
ile yara alaninda deforme olmus epitelde herhangi bir bazal membran olusumu
izlenmezken, yara alan1 yakininda epitel altinda diizeni bozulmus sekilde bazal
membran izlendi (Sekil 6). Papiller dermiste az sayida inflamatuar hiicre bulunurken,
dermal tabakada kollajen lif demetlerinin yogunlugu az sayida ve acik renkte
boyanmisti (Sekil 7). Dermiste kollajen lifler arasinda fibroblastlar, yogun kan
hiicreleri, inflamatuar hiicreler (Sekil 8a, b) ve az miktarda retikiiler lif goriildii

(Sekil 9). Mast hiicreleri iyilesme alaninda az sayida izlenmistir (Sekil 10).

: . = ‘-"!2-\ NN N
Sekil 5. Kontrol 3.giinde heniiz kaynasmamis yara alam (<), iyilesme alan1 (1), epidermis (E),
dermis (D) bolgeleri ve kabuk (skab) (S). AT, X40.
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Sekil 6. Kontrol grubu 3.giinde yara alanina yakin epitel (E), dermis (D), diizensiz bazal membran
(=) (BM), yag bezi (YB). PAS, X40.

Sekil 7. Kontrol grubu 3.giinde papiller dermiste ( *), epidermis (E) dermis (D), kollajen lifler
(=), yag bezleri (YB). AT, X20.

39



Sekil 8a, b. Kontrol grubu 3.giinde dermiste (D) kollajen lifler (=) arasinda fibroblastlar (**# ), kan
hiicreleri. a) H&E , X40, b) AT, X40.

Sekil 9. Kontrol grubu 3.giinde epitel (E), dermis (D) ve yara alaninda () retikiiler lifler.
Glimiigleme, X4.
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Sekil 10. Kontrol grubu 3.giinde iyilesme alaninda mast hiicreleri (==p) . Dominici, X40.

4. 2. 2. Kontrol Grubu 3 Giinliik Yara Iyilesmesinde
Immiinohistokimyasal Bulgular

Kontrol grubu 3 giinliik yara iyilesmesinde VEGF, iyilesme alaninda yogun
(Sekil 11,12), epidermiste ve epitelin altindaki bag dokuda (Sekil 11) az yogun
immiinolokalizasyon gdsterdi. Dermis bdlgesinde, kil follikiilleri ¢evresinde, yag
bezlerinde VEGF lokalizasyonu izlendi (Sekil 13). Yapilan FGFR3 immiino-
histokimyasal boyamasi ile, yara yiizeyinde, inflamasyon alaninda, fibroblast
sitoplazmalarinda (Sekil 14), epitelin stratum bazale tabakasinda, kil follikiillerinin
epidermal kok kilifinda (Sekil 15), kan damarlari g¢evresinde (Sekil 16a), yag
bezlerinde (Sekil 16b) lokalizasyon belirlendi.
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Sekil 11. Kontrol grubu 3.giinde yara alani ( < ), iyilesme alam (1), epidermis (E), dermiste (D)

VEGF immiinolokalizasyonu, X4.

Sekil 12 . Kontrol grubu 3.giinde iyilesme alaninda () VEGF immiinolokalizasyonu, X40.
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Sekil 13. Kontrol grubu 3.giinde yag bezleri (YB) ve kil follikiillerinde (KF) VEGF
immiinolokalizasyonu, X40.

Sekil 14. Kontrol grubu 3.giinde iyilesme alaninda (I) FGFR3 immiinolokalizasyonu, X40.
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Sekil 15. Kontrol grubu 3. giinde epidermiste (E) ve kil follikiiliinde (KF), FGFR3

immiinolokalizasyonu, X100.

Sekil 16 a, b. Kontrol grubu 3.glinde kan damari ¢evresinde ( A) (a), yag bezinde (YB) (b) FGFR3

immiinolokalizasyonu, X100.
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4. 3. 1. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 3 Giinliik Gruplar

Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol gruplarindan alinan doku 6rneklerinde
benzer bulgular goriilmiistiir. Bu nedenle bu iki grup ortak degerlendirilmistir. 3.
giinde iyilesme alani iizerinde olugmasi gereken kabuk (skab) dar bir alanda izlendi
(Sekil 13). Yara alanina yakin epitelin bazal membran1 diizensiz halde (Sekil 14) ve
papiller dermiste az sayida inflamatuar hiicre bulundu. Kollajen lif demetleri gevsek
halde gériildii (Sekil 15). Tyilesme alaninda zayif kollajen lifler arasinda fibroblastlar,

kan hiicreleri ve ¢ok miktarda retikiiler lif izlendi (Sekil 16). lyilesme alaninda mast

hiicresi bulunmamakta ancak iyilesme alanina yakin yerlerde mast hiicresi

bulunmaktaydi (Sekil 17).

Sekil 17. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol gruplari 3. giinde yara kabugu (skab) (S), epitel (E),
dermis (D), yag bezleri (YB), kil follikiilleri (KF). AT, X4
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Sekil 19. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol gruplari 3. glinde papiller dermiste ({{)
inflamatuar hiicreler, AT, X20.
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Sekil 20. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol gruplar1 3. giinde iyilesme alaninda kollajen lifler
(=ep-), fibroblastlar (..y. ). Dominigi, X40.

Sekil 21. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol gruplari 3. giinde epitel (E), dermis (D) ve
iyilesme alaninda (I) retikiiler lifler. Giimiisleme, X4.
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4. 3. 2. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 3 Giinliik Gruplarda

Yara lyilesmesinde Iimmiinohistokimyasal Bulgular

Yapilan VEGF boyamasi ile, iyilesme alaninda (Sekil 22), epitelde (Sekil 23),
kan damarlar1 ¢evresinde (Sekil 24 a), yag bezlerinde az yogun immiinolokalizasyon
izlendi (Sekil 24 b). FGFR-3 boyamasinda ise; genel olarak iyilesme alaninda (Sekil
25), epitelin yara alanina yakin tiim tabakalarinda (Sekil 26), kil follikiillerinin

dermal tabakalarinda lokalizasyonlar goriildii (Sekil 27).

Sekil 22. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol gruplar1 3. giinde iyilesme alaninda (I) VEGF

immiinolokalizasyonu, X10.
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Sekil 23. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol gruplar1 3. giinde epitel (E), dermis (D), yag
bezlerinde (YB) ve kil folikiiliinde (KF) VEGF immiinolokalizasyonu, X20.

Sekil 24 a, b. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol gruplari 3. giinde kan damar1 ¢evresinde (A) (a),
kil follikiillerinde (KF) ve yag bezlerinde (YB) (b) VEGF immiinolokalizasyonu, X40.
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Sekil 25. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol gruplar1 3. giinde iyilesme alaninda (I), FGFR3

immiinolokalizasyonu, X40.

Sekil 26. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol gruplari 3. giinde epidermis (E) ve iyilesme alaninda
(I) FGFR3 immiinolokalizasyonu, X40.
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Sekil 27. Diabett+Asetikasit ve Diabet+Kontrol gruplari 3. giinde, kil follikiilinde FGFR3

immiinolokalizasyonu, X100.

4. 4. 1. Diabet+Kitosan 3 Giinliik Grupta Yara lyilesmesi:

Epidermis ve dermiste kaynagmanin olmadigr goriilmektedir (Sekil 28).
Graniilasyon dokusu ve yeni kan damarlarinin olusumu belirgin sekilde
izlenmektedir (Sekil 29). Epitelin stratum bazale tabakasinin tek katli algak prizmatik
veya kiibik olan epitel tabakasinin ayrimi secgilmekte ve epitel altt bazal membran,
yara alanina yakin bolgelerde diizenini kaybetmistir (Sekil 30). Papiller dermiste ¢ok
saylda inflamatuar hiicre, dermal tabakada yogun ve kalin kollajen lif demetleri
izlenmistir (Sekil 31). Yara yiizeyinin altindaki tabakada yogun ancak iyilesme
alaninda az, ince retikiiler lifler goriilmiistiir (Sekil 32). Mast hiicreler iyilesme alani

altinda izlenmistir (Sekil 33).
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Sekil 28. Diabet+Kitosan 3 giinliik grupta yara alani (%), kaynasmamis epidermis (E) ve dermis (D),
graniilasyon dokusu (=»). H&E, X4.

Sekil 29. Diabet+Kitosan 3 giinliik grupta yara iyilesme bolgesinde graniilasyon dokusu ( {), yara
kabugu (skab) (S) ve kan damarlar ( A). AT, X20.
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Sekil 30. Diabet+Kitosan 3 giinliik grupta epiteldeki (E) hiicreler, yara alanina yakin bolgede diizensiz
=) bazal membran (BM). PAS, X40.

Sekil 31. Diabet+Kitosan 3 giinliik grupta papiller dermiste yogun inflamatuar hiicreler (*), retikdiler
dermiste kollajen lifler ( =$). AT, X40.
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Sekil 32. Diabet+Kitosan 3 giinliik grupta, epitel (E), dermis (D) ve iyilesme alaninda (1), retikiiler
lifler. Giimiisleme, X4.

Sekil 33. Diabet+Kitosan 3 giinliik grupta iyilesme alaninda mast hiicreleri ( =—p). Dominig¢i, X100.
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4. 4. 2. Diabet+Kitosan 3 Giinliik Grubun Immiinohistokimyasal
Bulgular
VEGF, yara alanina yakin epitelde (Sekil 34 a,b), iyilesme alaninda (Sekil
35), yag Dbezlerinde (Sekil 36) ve kan damart duvarinda (Sekil 37)
immiinolokalizasyon gosterdi. Yapilan FGFR-3 boyasi ise yara alanina yakin
bolgedeki epitelde (Sekil 38), kil follikiilleri, yag bezleri, kan damarlar1 ¢evresinde
lokalizasyon izlendi (Sekil 39 a, b).

Sekil 34 a, b. Diabet+Kitosan 3 giinliik grupta, epitelde (E) VEGF immiinolokalizasyonu,

a) X20, b) X100.
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X10.

Sekil 36. Diabet+Kitosan 3 giinliik grupta, yag bezlerinde (YB) VEGF immiinolokalizasyonu, X40.
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Sekil 37. Diabet+Kitosan 3 giinliik grupta kan damar1 duvarmda ( A) VEGF immiinolokalizasyonu,

X100.

3 immiinolokalizasyonu, X100.

Sekil 38. Diabet+Kitosan 3 giinliik grupta epitelde (E) FGFR-
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Sekil 39. Diabet+Kitosan 3 giinliik grupta iyilesme alaninda (I) (a), kil follikiillinde (KF) ve yag
bezinde (YB) (b), FGFR-3 immiinolokalizasyonu, X40.

4.5. 1. Kontrol Grubu 7 Giinliik Yara Iyilesmesi:

Isik mikroskobik olarak azan trikrom (AT) boyasi ile yara alaninin sinirlar
goriilmektedir («»). Yara alaninda karsilikli olarak hem epidermis hem de dermis
bolgeleri daha yakin ancak kaynasma olmamis sekilde izlendi. Yaranin iizerindeki
skab, kontrole gore daha genis bir alanda bulunmakta idi (Sekil 40). Epitelin stratum
bazalesinde bulunan yiiksek prizmatik hiicreler (Sekil 41) ve epitel alti bazal
membran diizensiz izlendi (Sekil 42). Yara iyilesmesinin 7. gilniinde
fibroblastlardan, yeni olusan kan damarlarindan, kollajen liflerden zengin
graniilasyon dokusu belirgin sekilde gozlendi. Papiller dermiste fazla sayida
inflamatuar hiicre bulunurken, dermal tabakada kollajen lif demetleri yogun ve kalin
halde bulunmaktaydi (Sekil 43). lyilesme alaninda, kollajen lifler arasinda
fibroblastlar, kan hiicreleri, inflamatuar hiicreler, kan damarlar1 (Sekil 44 a, b) ve
retikiiler lifler yogun halde goriildi (Sekil 45). Mast hiicreleri iyilesme alaninda
izlendi (Sekil 46).
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Sekil 40. Kontrol grubu 7. giinde, yara alant ( <@»epidermis (E), dermis (D) ve yara kabugu (S), AT,
X10.

Sekil 41. Kontrol grubu 7.giinde stratum bazale tabakasinda hiicreler ( @ H&E, X40.
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Sekil 43. Kontrol grubu 7. giinde retikiiler dermiste inflamatuar hiicreler ( *), dermis (D), epidermis
(E), AT, X20.
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Sekil 44. Kontrol grubu 7. giinde iyilesme alaninda (1) , kan damarlari ( A) AT, X20.

Sekil 45. Kontrol grubu 7. glinde grupta, retikiiler lifler. Giimiisleme, X40.
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Sekil 46. Kontrol grubu 7. giinde iyilesme alaninda mast hiicreleri ( =#). Dominigi, X100.

4.5.2. Kontrol Grubu 7 Giinliik Yara Iyilesmesi immiinohistokimyasal
Bulgular

VEGEF, yara alanma yakin epitelde birkag¢ hiicrede (Sekil 47, 48) ve kan
damar1 c¢evresinde (Sekil 49) yogun imminolokalizasyon gosterdi. Dermis
bolgesinde, kil follikiilleri ¢evresinde (Sekil 50), yag bezlerinde lokalize olmus
sekilde izlendi (Sekil 51).

Iyilesme alaninda, yara alanmna yakin epitelin tiim tabakalarinda, yara
alanindan uzaktaki epitelin stratum bazale tabakasinda, kan damarlar1 ¢evresinde, kil
follikiillerinin epidermal kok kilifinda, yag bezlerinde, fibroblast sitoplazmalarinda

yogun FGFR3 immiinolokalizasyon gozlendi (Sekil 51- 53).
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Sekil 47. Kontrol grubu 7. giinde iyilesme alaninda (i), epitelde (E), dermiste (D) VEGF

immiinolokalizasyonu, X4.

Sekil 48. Kontrol grubu 7. giinde yara alanma yakin epitelde (E), yag bezinde (YB), VEGF

immiinolokalizasyonu, X40.
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Sekil 50. Kontrol grubu 7. giinde kil follikiilinde VEGF immiinolokalizasyonu, X100.
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Sekil 51. Kontrol grubu 7. giinde, iyilesme alaninda (1), epidermis (E) ve dermiste (D) FGFR3

immiinolokalizasyonu, X4.

Sekil 52. Kontrol grubu 7. giinde epitelde (E), kil follikiillerinde (KF), yag bezlerinde (YB) FGFR3

immiinolokalizasyonu, X20.
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Sekil 53. Kontrol grubu 7. giinde iyilesme alanminda (i), fibroblast ( =#) sitoplazmasinda FGFR3

immiinolokalizasyonu, X40.
4. 6. 1. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 Giinliik Yara Iyilesmesi:

Yaranin ist kisminda olusan skab dar bir alanda, ince olarak izlenmistir
(Sekil 54). Bu grupta belirgin bir graniilasyon dokusu izlenmedi. Iyilesme bolgesine
yakin alanda kesintiye ugramis bazal membran izlendi (Sekil 55). Papiller dermiste
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda az sayida inflamatuar hiicre oldugu goriildii
(Sekil 56). Dermal tabakada kontrol grubuna gore kollajen lif demetlerinin
yogunlugu daha az ve acik renkte boyanmus idi. lyilesme alaninda daginik ve
diizensiz yerlesim gosteren kollajen lifler arasinda fibroblastlar, yogun kan hiicreleri,
inflamatuar hiicreler, az sayida kan damar1 (Sekil 57) ve az miktarda retikiiler lif

goriildi (Sekil 58). Mast hiicreleri iyilesme alaninda ve az sayida izlendi (Sekil 59).
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Sekil 54. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliik gruplarda yara alani ( <, iyilesme alani (i),
yara kabugu (S), epidermis (E) ve dermis (D). AT, X4.

Sekil 55. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliik gruplarda bazal membran (BM)
(*=). PAS, X40.
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Sekil 56. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliik gruplarda epitel (E), retikiiler dermis (D),
papiller dermis tabakalarinda yogun kan hiicreleri ( 7‘{) AT, X20.

Sekil 57. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliik gruplarda iyilesme alaninda kan damarlar

(/\ ), kollajen lifler (mp) ve fibroblastlar (= ). AT, X20.
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Sekil 58. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliik gruplarda, iyilesme alaninda retikiiler lifler.
Guimiigleme, X40.

Sekil 59. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliik gruplarda iyilesme alaninda mast hiicreleri.
Dominigi, X100.
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4. 6. 2. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 Giinliik Yara

Iyilesmesine Ait immiinohistokimyasal Bulgular:

VEGF, iyilesme alaninda fazla (Sekil 60), epitelde (Sekil 61), kan damarlari
cevresinde (Sekil 62), yag bezlerinde (Sekil 61) az yogun immiinolokalizasyon
gosterdi.

Yara alanina yakin alanlarda (Sekil 63), epitelin tiim tabakalarinda kil

follikiillerinin dermal tabakalarinda az yogun FGFR3 lokalizasyonu goriildi (Sekil
64, 65).

Sekil 60. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliik gruplarda iyilesme alaninda (1), epitelde (E),
dermiste (D), kil follikiillerinde (KF), VEGF immiinolokalizasyonu, X4.
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Sekil 61. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliik gruplarda epitelde (E), kil follikiillerinde
(KF), yag bezlerinde (YB) VEGF immiinolokalizasyonu, X20.

Sekil 62. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliik gruplarda iyilesme alaninda (), kan
damarlarinda ( A) VEGF immiinolokalizasyonu, X40.
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Sekil 63. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliik gruplarda iyilesme alaninda (1), epidermiste
(E), dermiste (D), kil follikiillerinde (KF), yag bezlerinde (YB) FGFR3

immiinolokalizasyonu, X4.

Sekil 64. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliik gruplarda iyilesme alaninda (I), epitelde (E),
FGFR3 immiinolokalizasyonu, X40.
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Sekil 65. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 7 giinliik gruplarda kil follikiilinde (KF), yag bezinde
(YB), FGFR3 immiinolokalizasyonu, X40.

4.7. 1. Diabet+Kitosan 7 Giinliik Yara lyilesmesi

Yara alani, epidermis ve dermiste kaynagmanin olmadigi goriilmektedir
ancak yara alani birbirine yaklagmis, skab azalmistir (Sekil 66). Epitel tabakasinin
stratum bazale hiicrelerinin ayrimi daha iyi yapilabilmekte ve epitel altinda yara
alanina yakin alanlarda daha diizenli bazal membran bulunmaktaydi (Sekil 67).
Papiller dermiste ¢ok sayida inflamatuar hiicre, dermal tabakada yogun ve kalin
kollajen lif demetleri goriildii (Sekil 68). Retikiiler lifler iyilesme bolgesinin iist
katlarinda bulunmaktaydi (Sekil 69). lyilesme alaminda daha fazla mast hiicresi
izlenmistir (Sekil 70).
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Sekil 66. Diabet+Kitosan grubunda 7. giinde, yara alan1 (<, iyilesme alami (1), skab (S), graniilasyon
dokusu (1 ). AT, X4.

- f fi ¥ 1" UK, - f".f.' :

Sekil 67. Diabet+Kitosan grubunda 7. giinde, epitel (E), stratum bazalede hiicreler @), bazal membran
(BM). PAS, X40
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Sekil 69. Diabet+Kitosan grubunda 7. giinde epitel (E), dermis (D) ve retikiiler lifler.

Giimiisleme, X4.
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Sekil 70. Diabet+Kitosan grubunda 7. giinde iyilesme alaninda mast hiicreleri (= ).
Dominici, X100.
4.7. 2. Diabet+Kitosan 7 Giinliik Yara Iyilesmesinde
Immiinohistokimyasal Bulgular
VEGF, iyilesme alaninda (Sekil 71), epidermiste (Sekil 72) az yogun
immiinolokalizasyon gostermektedir. Iyilesme alanmin alt tabakalarinda &zellikle
yeni olusan kan damarlar1 ¢gevresinde (Sekil 73) ve yag bezlerinde (Sekil 74) biraz

daha yogun lokalizasyon izlenmektedir.

Iyilesme alaninda, yara alanma yakin epitelde, kil follikiilleri (Sekil 75), ve
yag bezlerinde (Sekil 76) ve iyilesme alanindaki kan damarlar1 ¢evresinde (Sekil 77)

yogun FGFR3 immiinolokalizasyonu izlenmistir.
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Sekil 71. Diabet+Kitosan grubunda 7. giinde iyilesme alaninda (1) VEGF immiinolokalizasyonu, X4.

Sekil 72. Diabet+Kitosan grubunda 7. giinde epitelde (E) VEGF immiinolokalizasyonu, X100.

77



Sekil 73. Diabet+Kitosan grubunda 7. giinde iyilesme alaninda ve kan damarlarinda (/) VEGF

immiinolokalizasyonu, X20.

Sekil 74. Diabet+Kitosan grubunda 7. giinde kil follikiilinde (KF), yag bezinde (YB) VEGF

immiinolokalizasyonu, X40.
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Sekil 75. Diabet+Kitosan grubunda 7. giinde epitelde (E), kil follikiilinde (KF) FGFR3

immiinolokalizasyonu, X100.

Sekil 76. Diabet+Kitosan grubunda 7. giinde kil follikiiliinde (KF), yag bezinde (YB) FGFR3

immiinolokalizasyonu, X40.

79



Sekil 77. Diabet+Kitosan grubunda 7. giinde iyilesme alaninda kan damarlar1 ¢evresinde (A)
FGFR3 immiinolokalizasyonu, X40.

4. 8. 1. Kontrol Grubu 14 Giinliik Yara Iyilesmesi

fyilesme siireci neredeyse tamamlanmustir. Epidermis ve dermis birbirine
yaklasmig, epitel yenilenmistir. Iyilesme alaminda graniilasyon dokusu
bulunmaktadir ve graniilasyon dokusu cevresinde dermisin kalin kollajen lifleri
olugmustur. Graniilasyon dokusunda kan damarlar1 yogun halde izlenmektedir (Sekil
78). Epitel altinda bazal membran diizenli ve stratum bazaledeki hiicreler yiiksek
prizmatik sekilli olarak goriilmektedir. Papiller dermiste inflamatuar hiicre sayisi
(Sekil 79 a, b) ve retikiiler lif miktar1 az izlenmektedir (Sekil 80). Mast hiicreleri
graniilasyon dokusunun altinda az yogun halde bulunmaktadir (Sekil 81).
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Sekil 78. Kontrol grubu 14. giinde epitel (E), dermis (D), graniilasyon dokusunda ({ )kollajen lifler
(==p). AT, X20.

Sekil 79. Kontrol grubu 14. giinde a) Epitel altinda bazal membran (BM). PAS, 40X. b) Stratum
bazaledeki hiicreler (Q). AT, X40.
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Sekil 80. Kontrol grubu 14. giinde epitel (E), dermis (D) retikiiler lifler. Giimiisleme, X40.

Sekil 81. Kontrol grubu 14 giinde iyilesme alaninda mast hiicreleri (==). Dominici, X40.
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4. 8. 2. Kontrol Grubu 14 Giinliik Yara Iyilesmesinde

Immiinohistokimyasal Bulgular

VEGF immiinolokalizasyonu epidermiste, kil follikiillerinde ve yag
bezlerinde (Sekil 82) izlenmezken, graniilasyon dokusu yerini skar dokusuna

birakmistir. Skar doku i¢inde, kan damarlar1 ¢cevresinde (Sekil 79) zayif izlendi.

FGFR3 immiinolokalizasyonu, stratum bazale tabakasinda, iyilesme

alanindaki graniilasyon dokusunda, kil follikiillerinde az yogun izlenmekteydi (Sekil
83, 84).

Sekil 82. Kontrol grubu 14 giinde epitelde (E), dermiste (D), graniilasyon dokusunda ( «— ), kil
follikiillerinde (KF), yag bezlerinde (YB), VEGF immiinolokalizasyonu, X10.
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Sekil 84. Kontrol grubu 14. giinde epitelde (E), graniilasyon dokusunda ( ), kil follikiiliinde (KF),
yag bezinde (YB), FGFR3 immiinolokalizasyonu, X20.
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Sekil 85. Kontrol grubu 14. giinde graniilasyon dokusunda FGFR3 immiinolokalizasyonu, X40.

4. 9. 1. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol Grubu 14 Giinliik Yara

Tyilesmesi

Iyilesme siireci tamamlanmams (Sekil 86 a, b), epidermis ve dermis
birbirine yaklasmamis ve iyilesme alani graniilasyon dokusundan zengin halde
bulunmaktaydi. Graniilasyon dokusu c¢evresinde dermiste, az, ince kollajen lif
izlendi (Sekil 87). Epitel altinda bazal membran ve stratum bazale hiicreleri diizensiz
gbzlendi (Sekil 88). Papiller dermiste inflamatuar hiicreler ¢ok (Sekil 89) ve retikiiler
lifler fazlaydi (Sekil 90). Mast hiicreleri graniilasyon dokusunun altinda ¢ok sayida
idi (Sekil 91).
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Sekil 86. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda yara alani (), iyilesme alan
(D), epitel (E), dermis (D). AT, X4.

Sekil 87. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda graniilasyon dokusu, kan
damarlar1 (), kollajen lifler. AT, X40.
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Sekil 88. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinlik gruplarda bazal membran (BM) (==p>),
stratum bazale hiicreleri (0). PAS, X40.

Sekil 89. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda papiller dermiste inflamatuar
hiicreler §%). AT, X20.
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Sekil 90. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda epitel (E), dermis (D)

ve retikiiler lifler. Glimiisleme, X100.

Sekil 91. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda iyilesme alaninda mast hiicreleri.
Dominigi, X40.
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4. 9. 2. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 Giinliik Gruplarda

Yara lyilesmesinde immiinohistokimyasal Bulgular

Iyilesme siireci tamamlanmanus olan bu grubun yara alanina yakin
epitelinde (Sekil 92, 93), iyilesme alaninda (Sekil 94), yag bezlerinde (Sekil 95), kan

damarlari ¢evresinde (Sekil 96) VEGF immiinolokalizasyonu yogun izlendi.

FGFR3 immiinolokalizasyonu, epitelin stratum bazale tabakasinda (Sekil
97), iyilesme alaninda graniilasyon dokusunda (Sekil 98) orta yogunlukta ve kil

follikiillerinde (Sekil 99) az yogun izlendi.

Sekil 92. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinlik gruplarda epitelde (E), dermiste (D),
graniilasyon dokusunda ( { ) VEGF immiinolokalizasyonu, X4.
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Sekil 93. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda yara alanindan uzaktaki epitelde
(E) VEGF immiinolokalizasyonu, X40.

Sekil 94. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda, iyilesme alaninda kan damarlar
( /\) ve fibroblastlarda ¢ « ) VEGF immiinolokalizasyonu, X100.
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Sekil 95. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda yag bezinde (YB) VEGF

immiinolokalizasyonu, X40.

Sekil 96. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinlilk gruplarda graniilasyon dokusundaki kan
damarlarinda ( /A VEGF immiinolokalizasyonu, X40.
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Sekil 97. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda epitelde (E) FGFR3

immiinolokalizasyonu, X40.

Sekil 98. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinlilk gruplarda graniilasyon dokusu iginde kan
damarlarinda ( ﬂ FGFR3 immiinolokalizasyonu, X40.
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Sekil 99. Diabet+Asetikasit ve Diabet+Kontrol 14 giinliik gruplarda kil follikiilinde FGFR3

immiinolokalizasyonu, X40.

4. 10. 1. Diabet+Kitosan Grubu 14 Giinliik Yara Iyilesmesi

Iyilesme siireci tamamlanmus, epidermis ve dermis birbirine yaklasmus, epitel
yenilenmesi tamamlanmis, iyilesme alaninda graniilasyon dokusunun yerini kollajen
ve fibroblastlardan zengin skar doku almis halde izlendi. Skar dokusu g¢evresinde
dermisin kalin kollajen lifleri, kan damarlar1 goriilityordu (Sekil 100, 101). Epitel
altinda bazal membran diizenli, stratum bazaledeki hiicreler yiiksek prizmatik sekilli
gbzlendi (Sekil 103). Papiller dermiste inflamatuar hiicreler (Sekil 102), retikiiler
lifler az sayida goriildii (Sekil 104). Mast hiicreler skar doku altinda yerlesmekteydi
(Sekil 105).
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Sekil 100. Diabet + Kitosan 14 giinliik gruplarda iyilesme alani (I) skar doku ( 54, epidermis (E),
dermis (D). AT, X10.

Sekil 101. Diabet + Kitosan 14 giinliik gruplarda skar dokusunda fibroblastlar ( * % ), kan damarlar
). AT, X4o0.
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Sekil 102. Diabet + Kitosan 14 giinliik gruplarda bazal membran (BM) (<=). PAS, X40.

Sekil 103. Diabet + Kitosan 14 giinliik gruplarda papiller dermiste inflamatuar hiicreler (7“.{). AT,
X100.
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Sekil 104. Diabet + Kitosan 14 giinliik gruplarda epitel (E), dermis (D) ve

retikiiler lifler. Giimiisleme, X20.

Sekil 105. Diabet + Kitosan 14 giinliik gruplarda mast hiicreleri (==). Dominigi, X40.
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4. 10. 2. Diabet+Kitosan Grubu 14 Giinliik Yara Iyilesmesinde

Immiinohistokimyasal Bulgular

Iyilesmis bolge iizerindeki epidermiste lokalizasyon izlenmezken, bu alana
yakin epidermisin stratum spinozum bolgesinde, graniilasyon dokusu ¢evresinde yer
yer VEGF immiinolokalizasyonlar1 bulunuyordu (Sekil 106). Kil follikiillerinde, yag
bezlerinde VEGF lokalizasyonu izlenmezken hipodermiste bazi kan damarlarinda
izlendi (Sekil 107).

Tam olarak kapanmis epitelin sadece stratum bazalesinde FGFR3

lokalizasyonu izlendi. Inflamasyon alaninda lokalizasyon gériilmedi (Sekil 108,

109).

Sekil 106. Diabet + Kitosan 14 giinliik gruplarda iyilesmis alanda (1), epidermiste (E), dermiste (D),
kil follikiillerinde (KF), yag bezlerinde (YB) VEGF immiinolokalizasyonu, a) X4, b)
X10.
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X40.

Sekil 108. Diabet + Kitosan 14 giinlik gruplarda epitelin stratum bazale tabakasinda FGFR3

immiinolokalizasyonu, X40.
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Sekil 109. Diabet + Kitosan 14 giinliik gruplarda skar doku altinda FGFR3 immiinolokalizasyonu,
X40.
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Cizelge 1. Deney gruplarinin 3. 7. ve 14 . giinlerde hisyokimyasal ve immiinohistokimyasal olarak

bulgularin toplu olarak degerlendirmesi.

3K 3DA-DO 3DC
Yara alan1 genisligi ++++ 4+ -
Skab -+ ++++ -+
Reepitelizasyon - - -
Bazal membran - - -
Papiller dermiste +++ ++ T+
inflamatuar hiicreler
Iyilesme alaninda +++ + Tt
kollajen lifler,
fibroblastlar
Iyilesme alaninda o+ R ot
inflamatuar hiicreler
Anjiogenez ++ + T+
Graniilasyon dokusu - - +
Skar - - -
Retikiiler lifler +++ 4+ +++
Mast hiicreleri ++ + T+
VEGF 3K 3DA-DO 3DC
GENEL 4+ ++ T+
LOKALIZASYON
FGFR3 3K 3DA-DO 3DC
GENEL ++++ + A
LOKALIZASON
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7K 7DA-DO 7DC
Yara alani genisligi ++ ++ ++
Skab +++ A+ T+t
Reepitelizasyon ++ + T+
Bazal membran ++ + T+
Papiller dermiste +++ ++ T+
inflamatuar hiicreler
Iyilesme alaninda ++ T+ Tt
kollajen lifler,
fibroblastlar
Iyilesme alaninda -+ ++++ +++
inflamatuar hiicreler
Anjiogenez 4+ + 4+
Graniilasyon dokusu + - T+
Skar - - -
Retikiiler lifler ++ o+ 4+
Mast hiicreleri 4+ +++ o+
VEGF 7K 7DA-DO 7DC
GENEL +++ +H+ 4+
LOKALIZASYON
FGFR3 7K 7DA-DO 7DC
GENEL +++ +++ ++
LOKALIZASON
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14K 14DA-DO 14DC
Yara alan1 genisligi + ++ -
Skab - + _
Reepitelizasyon A+ +++ o+
Bazal membran -+ -+ A+
Papiller dermisde + ++ -
inflamatuar hiicreler
Iyilesme alaninda o - et
kollajen lifler,
fibroblastlar
Iyilesme alaninda + + i
inflamatuar hiicreler
Anjiogenez - +++ -+
Graniilasyon dokusu ++ b +
Skar 4+ - 4+
Retikiiler lifler + ++ T
Mast hiicreleri +++ ++ T+
VEGF 14K 14DA-DO 14DC
GENEL ++ ++++ ++
LOKALIZASYON
FGFR3 3K 14DA-DO 14DC
GENEL 4+ +++ T
LOKALIZASON

+++++ ¢ok yogun, ++++ yogun, +++ orta, ++az, + ¢cok az
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5. TARTISMA

Diabet diinya niifusunun 6nemli bir kismini etkileyen kronik metabolik bir
hastaliktir. Pankreasin insiilin yetersizligi ve/veya dokularin insiilin cevabinin
bozulmasiyla olusan protein, yag ve karbonhidrat metabolizmalarini etkileyen bir
hastaliktir (19, 158, 162). Diabetli insan sayisi; niifus artisi, yaslanma, kentlesme,
fiziksel aktivite ve obesite sikligimin yiikselmesi gibi faktorlere bagli olarak
artmaktadir. Diabet sikligindaki artigla birlikte, diabetin tiim komplikasyonlarinin
sitkligt da artmaktadir (22-25). Diabetli hastalarda ortaya c¢ikan ciddi
komplikasyonlardan birisi de bozulmus yara iyilesmesidir (162, 163).

Yara iyilesmesi esas olarak hemostaz - inflamasyon, yeni doku olusumu ve
yeniden modellenme olmak iizere 3 ana olay ¢evresinde gerceklesir (45-47, 52, 54).
Olaylar, ardisik bir diizen i¢inde degil, birbiri icerisine girmis, sinirlari tam olarak
ayirt edilemeyecek sekilde gerceklesir. Inflamasyon siireci yaralanmadan 48 saat
sonraya kadar siirer. Yara, bir fibrin tikagla kapatilmig olan hipoksi (iskemi) durumu
ile karakterizedir. Bakteri, ndtrofil ve trombositler yarada bol miktarda bulunur.
Normal deri ekleri (kil follikiilleri ve ter bezleri) yara alan1 disinda yer alir. Yeni
doku olusum siireci yaralanmadan sonra 2-10 giin kadar devam eder. Yara
yilizeyinde bir yara kabugu (escar, scab) olusur. Pek ¢ok hiicre, bir 6nceki fazdan
yaraya dogru go¢ eder ve artik yeni kan damarlar1 da bu alanda goriilmeye baglar.
Yeniden modelleme (remodelling) fazi bir yi1l veya daha fazla siirebilir.
Organizasyonu bozulmus kollajenler yara alanina go¢ eden fibroblastlar tarafindan
olusturulur. Yara kendine yakin ylizeyi kasar ve artik yara daha derinlerdedir. Yara
epitelinin yeniden olusmasiyla tamir edilen bolge ¢evredeki yara olmayan bolgelere

gore daha yukaridadir ve iyilesmis alan normal deri eklentilerini igermez (42).

Hemostazi ve inflamasyon, yeni doku olusumu (graniilasyon doku olusumu,
anjiogenez, epitelizasyon) ve yeniden modelleme gibi normal yara tamir siirecleri
icin ihtiya¢ duyulan molekiiler ve hiicresel sinyallerde diabete bagli olarak meydana
gelen eksiklik, yaralarin iyilesme siirecini negatif yonde etkiler (3, 15, 164, 165).

Sitokinler, 6zellikle de gesitli biiyiime faktorleri normal iyilesme siireci i¢in gerekli
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molekiiler ve hiicresel sinyalleri saglar ancak diabetik yaralarda etkileri daha azdir
(3, 15,162, 164).

Diabetik yaralarin tedavisindeki zorluklarin {istesinden gelebilmek
amaciyla, tedavi olanaklarini incelemek i¢in deney hayvan modelleri gelistirilmistir.
Cok cesitli deneysel diabet modelleri vardir. En ¢ok tercih edilen Streptozotosin ve
Alloksan’in kullanildig1 yontemlerdir. Beta hiicre yikimi ile insanlardaki tip I
diabet’e benzer sekilde diabet olustururlar (4, 29-33). Streptozotosin, Langerhans
adaciklarimin f hiicreleri igin 6zgiin toksik etki gosteren bir maddedir (4, 29, 30-33,
158). Streptozotosinin sican, fare, hamster, kopek, kuzu ve maymunlarda diabet
yapici etkisi gosterilmis ve B hiicrelerine etkisinin alloksan’dan daha kuvvetli oldugu
bilinmektedir (166). Biz de ¢alismamizda pH=4.5, 0.1 M sitrat tamponda (158, 167)
¢Oziilmiis streptozotosin (STZ), 60 mg/kg (15, 168) intraperitonal tek doz olacak
sekilde uyguladik. Kontrol grubuna ise sadece pH=4.5, 0.1 M sitrat tampon
uygulandi. Deney Oncesi siganlar bir gece ag¢ birakildiktan sonra kan sekerleri
Olgiilerek, kan glikoz degeri 80-110 mg/dl olanlar normal kabul edildi ve
streptozotosin enjeksiyonundan 24 saat sonra kan seker seviyelerine bakildiginda 250
mg/dl olanlar diabetli kabul edilerek deneye dahil edildi (165). Deneysel diabet
olusturulduktan sonra sigcanlarin sirt derilerine tam kat kesi (161) olusturuldu.

Gilinlimiizde diabetik yara iyilesmesine yardimci pek ¢ok biyomateryal
kullanilmaktadir. Kitosan bunlardan birisidir ve kitosan; kitin maddesinden elde
edilebilen dogal bir polimerdir. Dogada seliilozdan sonra en ¢ok bulunan protein olan
kitin, deniz kabuklularinin ve mantarlarin hiicre duvarinda yer alir (139). Kitosan,
kristalin yapida bir amino-polisakkarit olup pH:7’nin {istiinde suda ¢oziinmez
yapidadir. Bununla beraber, seyreltik asitlerde (pH<6), serbest amino gruplari proton
kazanir ve kitosan suda ¢oziinebilir. Bu pH bagimli ¢oziiniirlik, kitosana kolay
islenebilme 6zelligi saglamaktadir (118). Herhangi bir toksisitesinin bulunmamasi,
alerji ve iritasyon yapict olmamasi, biyopargalanabilir ve biyouyumlu olmasi
farmakoloji ve medikal alanda kitosan1 onemli ve vazgecilmez bir biyomateryal
yapmaktadir. Kitosan ayn1 zamanda 6nemli biyoaktif 6zelliklere sahiptir. Bunlardan
bazilari, hemostatik, antibakteriyel, antifungal, yara iyilesmesini hizlandirici, kemik

tyilesmesini hizlandirict ve immiin sistem uyarici olmasidir. Biyopargalanabilir ve
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biyoadezif bir polimer olan kitosan, toksik, iritan ve alerjik degildir (120, 121).
Kitosan pek cok hazirlama sekline sahiptir (125). Calismamizda hazirlama ve
kullanim kolaylig1 agisindan jel formu tercih edilmistir.

Yara iyilesmesinin ilk asamasi hemostaz ve inflamasyondur. Hemostaz,
birbirini takip eden, karmasik bir mekanizmadir. Yaralanmadan 1-2 saniye sonra
zedelenen damarda vazokonstriiksiyon ile kan akimi yavaslar. Dolagimdaki
trombositler, endoteldeki hasari, reseptorleri aracilifi ile fark eder ve damar
endoteline yapisir. Trombositlerin graniillerinden salinan faktorlerle sekil degisimi
meydana gelir ve kiime olusturabilme 6zelligi belirginlesir. Bundan sonra inaktif
pihtilasma proteinleri aktif hale gelir ve bir dizi olayr baslatir. Fibrinojen fibrine
doniiserek piht1 olusur. Piht1 daha sonra trombositlerin ve endotel yardimiyla ortadan
kaldirilir (169). Diabette endotel hiicrelerinde, trombositlerde, makrofajlarda,
bunlardan salman biiyiime faktorlerinde, fibrin yapida, lipid ve glikoz
metabolizmasindaki bozukluklar yara iyilesmesinin ilk asamasini etkilemektedir (8,
13, 170). Yara iyilesmesinin ilk asamasinda trombositler skab (yara kabugu)
olustururlar (42). Caligmamizda 3. giinde kontrol, diabet+kontrol, diabet+asetik asit
gruplarinda, histolojik olarak skab dokusu izlenmemistir. Bu gruplarda 7. giinde
skab dokusu izlenmeye baslanmistir. Diabette hemostazi siirecinde trombositlerin ve
endotel hiicrelerinin fonksiyonundaki degisimden kaynakli olarak skab dokusu
olusumu da gecikmis olabilir. Diabetik yara iyilesmesinin ilk evresindeki eksiklikleri
anlayabilmek i¢in yapilan deneysel c¢alismalar, biliylime faktorlerinin eksikligini
ortaya koymaktadir. Damarlardan yeterli kanlanma saglanamamakta, bdylece
yeterince trombosit yara alanina gelememekte, yapisindaki anormallikler nedeniyle
trombositler yara alaninda toplanamamakta ve fibrin tika¢ olusamamaktadir. Diabetli
hastalarin %98’inde kapiller endotelinin bazal membraninin sertligi yiiziinden damar
genisletici cevap bozuktur (11). Bu sertlesmenin sebebi protein glikolizasyonudur
(11, 170-172). Kitosan uyguladigimiz grupta ise, skab dokusu 3. giinden itibaren
belirgin bi¢cimde izlenmistir. Bu bulgu bize kitosanin, yara alanina trombositleri ve
endoteli aktive eden biliylime faktorlerini hizla g¢ektigini bdylece skab dokusunu
olusturarak yaray1 kapattigimi diisiindiirmiistiir. Yapilan calismalar hemostatik

mekanizmada kitosanin eritrosit hiicre membrani ile etkilestigini bildirir (121).
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Epoprostenol ile indiiklenerek trombosit fonksiyonu engellenen tavsanlarin dillerinde
yapilan kesiklerde kitosan uygulanan grupta, kitosan icermeyen ¢ozelti uygulanan
gruba gore kanama zamaninda azalma oldugu gosterilmistir (173). Heparin verilmis
ratlarda ve kopeklerde mikrokristal kitosan ¢abuk ve giivenli bir arteriyel hemostazis
saglamistir (174). Foto c¢apraz baglanabilen kitosan ¢dozeltisine UV radyasyon
uygulanmasiyla hazirlanan hidrojelin farenin kesik kuyrugunda kanamayi1 tamamen
durdurdugu gosterilmistir (17). Kitosanin kanin pihtilagsmasini arttirict etkisi kitine
gore daha belirgindir buna karsin, kitinin trombositleri bir araya getirme O6zelligi
kitosandan daha fazladir. Kan pihtilagma zamaninin kitosan tarafindan
kisaltilmasinin nedeni trombosit ve eritrositlerin bir araya toplanmasidir. Kitin ve
kitosan, yara iyilesmesinde 6nemli rol oynayan trombosit kokenli biiylime faktorii-
AB (PDGF-AB) ve TGF- B1’in salinimini artirmaktadirlar. Kitin ve kitosan, kdpek
kaninda pihtilagma zamanini doza bagimli olarak azaltmistir (150). Tavsan trombosit
siispansiyonlarinda kitosanin trombosit tutunmasini, bir araya gelmesini etkin bir
sekilde artirdig1 gosterilmistir. Kitosan bu etkisini, hiicre i¢i serbest kalsiyumun
artisi, trombosit membran yiizeylerine GPIIb/IIla (platelet glikoprotein IIb/Illa)
ekspresyonunu ve mobilizasyonunu artirmasi yoluyla saglamaktadir (175). Kitosana
stilfat ve karboksil gruplar1 eklendiginde heparine benzer bir 6zellik gosterdigi ve
antikoagiilan etkiye sahip oldugu tespit edilmistir (176-178).

Bazal membran pek cok hastalikta temel olaylarin goriildiigii bolgedir.
Bazal membranin temel fonksiyonu epidermis ile dermis arasindaki baglantiy1
saglamak, ¢ok katli epidermis hiicreleri ile dermisi birbirinden ayirmak ayni1 zamanda
secici permeabilite bariyeri olusturmaktir. Derinin yapisal acidan en karmagsik
bolgesi olan bazal membranda tip IV kollajen, laminin, nidojen ve heparan siilfat
bulunur (179). Bazal membran viicuttaki en biiyiik epitelyomezenkimal bileske olup,
epidermis ve dermis arasinda ¢ok genis bir yiizey saglar. Bu bileskenin baglica
hiicresi bazal keratinositlerdir. Bu hiicreler, keratin 5 vel4 igeren tonofilamentler
araciligiyla hemidesmozomlara baglanir. Hemidesmozomlar bazal membran boyunca
aralikli olarak bulunurlar. Membran kalinlasmasindan sorumlu goriinmekle birlikte
oldukca karmasik bir yapiya sahiptirler. Bazal membran yapisinda bulunan yogun

ndtral polisakkaritler nedeniyle, PAS pozitif boyanma gosterir (180). Bazal membran
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lamina lusida, lamina densa, lamina fibroretikularis olmak {izere {li¢ tabakadan olusur.
Lamina lusida 20-40 nm kalinli§inda, en zayif bolgedir. Laminin 1, fibronektin, tip 5
kollajen ve nidojen igerir (180-182). Lamina densa yogun bir tabakadir. Tip IV
kollajen yogun olmak {izere, ankoring fibrillerin temel bileskesi olan tip VII kollajen
bulunur. Lamina densadan baglayarak iist dermise kadar uzanir ve burada ankoring
plaklar1 olusturur. Bu tabakadaki bir diger yapi elastik mikrofibrillerdir. Epidermis
ve dermis arasindaki baglanmada ankoring fibriller ve elastik mikrofibriller rol
oynamaktadir (182-184). Diabetik hayvanlarla yapilan c¢alismalarda bazal
membranin énemi belirtilmistir. Deneysel diabet olusturulmus ratlarda kornea epitel
hiicrelerinde ve bazal membranda degisimler gozlenmistir. Streptozosin
enjeksiyonundan 1 ay sonra bazal epitelde glikojen graniillerinde herhangi bir artis
ve bazal membranda da bir degisim izlenmemistir. Ancak 8 ay sonra bazal epitelin
glikojen graniillerinde artis ve bazal membranda kalinlasma izlenmistir (185). Bizim
calismamizda tiim gruplarda bazal membranda kalinlagsma izlenmedi. Bunun nedeni
deneysel diabet ile yara iyilesmesi ¢aligmasinin iki hafta siirdiiriilmesi ve bu siirenin
bazal membranda kalinlagsma olmasi i¢in yetersiz bir siire olmasi olabilir. Bagka bir
calismada ise STZ ile diabet olusturulmus ratlarda, bazal membranda bulunan
hemidesmozomlarda azalma, hiperglisemi nedeniyle bazal membranin ECM
iceriginin biyokimyasal bilesenlerinde degisiklik histolojik olarak gosterilmistir
(186). Calismamizda kitosan uygulanmamis diabetli gruplarda, yara alanina yakin
epitelin altinda bazal membranda kontrole gore daha diizensiz bir yap1 izlenmistir.
Epidermis ve dermis birbirinden ayrilmis halde idi. Kitosan uyguladigimiz diabetli
gruplarda ise yara alanina yakin bolgedeki bazal membranda, ¢ok daha diizenli bir
yapt izlenmektedir. Diabette hiperglisemi bazal membranin ECM bilesenlerinde
degisime neden oldugu i¢in epidermis-dermis biitiinligii saglanamiyor olabilir.
Kitosan bazal membranin bilesenlerinden biri olan tip IV kollajen olusumunu aktive
etmektedir. Sato ve ark. (171) korneada yara iyilesmesi lizerine yaptiklar1 ¢caligmada
kriyostat kesitlerde immiinfloresan teknigi ile bazal lamina proteinlerinin liretimini
incelemigler ve kontrol grubuna gore diabetlilerde tip IV kollajen olusumunun

geciktigini ve diizensiz oldugunu gostermislerdir.
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Yara iyilesme siirecinde kollajen lif sentezi sirasinda iyilesmenin ilk
asamalarinda olusan lifler, tip III kollajen bakimindan zengin iken ilerleyen evrelerde
liflerin olgunlagmasi ile tip III kollajen yerini tip I kollajene birakir. Rapor edilen bir
calismada yaralanma sonrast sentezlenen tip I ve tip III kollajen oranlarn
belirlenmistir. Bulgular tip III kollajen sentezinin yaralanmayi takiben ilk 10. saatte
basladigini ve 24. saatten sonra iiretimin normal derideki diizeyine indigini
belirtmistir (187). Calismamizda tip III kollajen belirteci olarak giimiisleme boyasi
kullanilmistir. Diabet+kontrol, diabet+asetik asit ve kontrol grubunda yara
tyilesmesinin 3. giliniinden itibaren retikiiler lifler agisindan fark gézlenmedi. Ancak
7. glinden itibaren kontrol grubunda ¢ok belirgin retikiiler lif birikimi izlenmistir. Bu
bulgu da diabetin yara iyilesmesini geciktirdigini diisiindiirmektedir. Diabetlilerde
kollajen liflerin iiretimindeki eksiklik, yara bolgesinde yetersiz biiyiime faktorlerinin
bulunmasi, fibroblastlarda apoptosisin artmasi (10, 188), bu hiicrelerin ¢ogalma
kapasitelerinin azalmasi ya da kollajen sentez kapasitelerinin yetersiz olmasi gibi
bir¢ok faktore baglanabilir. Darby ve ark.’nin (10) genetik agidan diabetli sicanlar
lizerinde yaptiklart yara iyilesmesi ¢alismasinda, BrdU (Bromodeoxyuridine) ile
isaretlenmis fibroblast hiicrelerinin az sayida oldugu bildirilmistir. Ayrica TUNEL
metodu kullanilarak hiicrelerde apoptosisin arttigi ve bu bulgulara bagli olarak
prokollajen I iiretiminin azaldig1r rapor edilmistir. Liu ve ark. (188) yaptiklar
calismada TUNEL metodu ile belirlenen apoptosisin ve apoptosiste 6nemli rol
oynayan kaspaz-3 ile immiinohistokimyasal olarak isaretlenmis hiicrelerin diabetli
farelerde kontrol grubu farelerden daha fazla oldugu belirtilmistir. Kitosan uygulanan
grupta kontrol grubuyla karsilastirildiginda, 3. giinde, retikiiler lifler daha yogun
izlenmistir ve ilerleyen giinlerde yerini daha erken kollajen liflere birakmustir.
Yapilan ¢alismalarda kitosanin tip I, III ve tip IV kollajen sentezini artirdigr ifade
edilmektedir (140, 141, 189-191).

Yara iyilesmesinde retikiiler liflerden sonra kollajen lifler yara alaninda
bulunurlar.  Caligmamizdaki  gruplar, kollajen lif goOriiniimii  agisindan
degerlendirildiginde 3. giinde yara alaninda, diabet+kontrol, diabet+asetik asit ve
kontrolde belirgin kollajen lif birikimi izlenmemistir. Kontrol grubunda, 7. ve 14.

giinlerde kollajen lifler, diabet+kontrol, diabettasetik asit gruplarina goére daha
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belirgin, kalin ve giderek diizenli olarak izlenmistir. Bizim bulgularimiza paralel
olarak daha once yapilan birgok ¢alismada diabetli hayvanlarda kollajen sentezinin
yavagladig1 ve azaldigi goriilmiistiir. Bitar ve ark. (9) yaptiklar ¢alismada, diabetli
sicanlarda PCR ile baktiklar1 tip-I ve tip-III kollajen sentezi takibinde, mRNA
cevrimi diizeylerinin kontrol grubuna gore diisiik oldugunu goéstermislerdir. Ayrica
“Sirius red” boyasi ile diabetli gruplarda yara alaninda yaptiklar1 histolojik
gbozlemlerde kollajen liflerin seyrek oldugu belirlenmistir. Yapilan bir baska
calismada deneysel diabetli siganlarda duodenum ve karin bolgesindeki yaralarda
tyilesme ile artan mekanik dayanikliligin, kollajen igeriginin az olmasi nedeni ile
diisiik kaldig1 sonucuna varilmistir (192). Rapor edilen diger ¢alismalarda deneysel
diabetli siganlarin kemik, kikirdak ve deri dokularindaki kollajen ve prokollajen
mRNA sinin {iretimi incelenmistir. Buna gore diabetli siganlarin kemik, kikirdak ve
deri dokularinda kollajen miktarinin kontrole gore az oldugu belirtilmistir (14, 193).
Diabetlilerde etkinlik gosteremeyen insiilin hormonunun kollajen iiretimi {izerine
etkisi vardir. Insiilinin fizyolojik konsantrasyonu tip 1 kollajen {iretimini artirir (194,
195). Diabetlilerde glikokortikoid miktar1 artar. Glikokortikoidler prokollajen mRNA
tiretimini dolayisiyla tip I ve tip III kollajen iiretimini olumsuz yonde etkilemektedir
(9, 196, 197). C vitamini yara iyilesmesi siirecinde kollajen sentezinde dnemli rol
iistlenir (198). Diabetlilerde goriilen yetersiz C vitamini (199), kollajen sentezinde
capraz baglanmay1 azaltir, 3’lii helix yapisinin olusumu gecikir (11). Diabette
fibroblast sayisindaki azalma da kollajen liflerin az sayida olmasina neden olur.
Yapilan bir ¢alismada, in vitro ortamda kiiltiire edilen diabetik yara fibroblastlarinin
DNA o6lctimleri yapilarak ¢ogalma kapasitelerinin kontrol grubuna gore oldukca
diisiik oldugu rapor edilmistir (13). Baska bir ¢alismada kiiltiire edilen diabetik
fibroblastlarin kontrole gore 151k mikroskop bulgularinda genellikle genis ve yaygin,
hipertrofik fenotipli ve ayni zamanda asimetrik oldugu, elektron mikroskop
bulgularinda ise bozulmus mikrotiibiil yapisinin oldugu belirlenmistir (200, 201). Bu
calismada da yara iyilesme alaninda bulunan fibroblastlar, kontrol grubunda,
diabet+asetik asit ve diabet+kontrol gruplarina gore daha fazla izlenmistir. Diabetli
siganlarda yara iyilesmesinde fibroblastlarin az sayida ve bozulmus yapida olmasi,

hiicrenin kollajen iiretimi ig¢in gerekli olan insiilini kullanamamasi, C vitamini
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eksikligi, yara iyilesme ortamindaki biiylime faktérii lretimi ve salinimindaki
eksikler kollajen liflerin kontrole gore az olmasinin nedeni olabilir.

Calismamizda diabet+kitosan grubunda yara alaninda kollajen lifler 3. 7. ve
14. giinlerde diger deney gruplarina gore ¢cok daha belirgin, diizenli ve kalin sekilde
izlenmigstir. Kitosan iyilesme alaninda kollajen lif miktarini artirmistir. Bunun nedeni
ise, fibroblast sayisinin artisinin yanisira fibroblastlarin kollajen sentez aktivitesinin
artist olabilir. Yapilan bir caligmada kitosana ¢apraz baglanan kollajen ve FGF iceren
stingerlerin diabetik yara iyilesmesine etkisi siganlarda arastirilmis ve kitosan igeren
grubun diger gruplara gore ¢ok daha iyi kollajen sentezledigi belirtilmistir (15).

Diabette yukarida belirtildigi gibi yara iyilesmesinin ilk evresinde
inflamatuar hiicrelerin yara alanina ulasmas gecikir. Ilk evredeki bu eksiklikler diger
evrelerde de aksamalara neden olarak yara iyilesme siirecini uzatir (8, 11, 15, 172).
Kitosan yara iyilesmesi silirecinde; kompleman aktivasyonu, polimorfoniikleer hiicre
(PMN) ve makrofajlarin aktivasyonu, fibroblast aktivasyonu, sitokin iiretimi, dev
hiicre migrasyonu ve tip IV kollajen sentezinin stimiilasyonu gibi asamalarda 6nemli
rol oynar. Ayrica, mikroorganizmalara karsi koruyucu etki gostermektedir (140, 141,
189-191). Polimorfoniikleer hiicre go¢ii yara iyilesmesinde onemli adimlardan birisi
olup, PMN hiicre gogiinde olusan sorunlar yara iyilesmesini geciktirmenin yani sira
bir¢cok enfeksiyonu da indiiklemektedir. Kitin ve kitosanin in vitro olarak kopek
PMN hiicrelerini aktive ettigi, in vivo olarak, direkt ya da kompleman aktivasyonu
yoluyla, kopek PMN hiicrelerinin sitokin iiretimini artirdigi gosterilmistir (202).

Mast hiicresi farklanmamis kemik iliginin kok hiicrelerinden kaynaklanir.
Mast hiicreleri IgE araciligi ile veya ondan bagimsiz olarak aktive edildikleri zaman
cesitli mediatorler salgilarlar. Bu mediatorler kan damarlarini, duyu sinir
sonlanmalarmi ve inflamatuar hiicrelerini etkilemektedir (39). Mast hiicreleri
alerjenler tarafindan aktive edilebilecegi gibi makrofaj inflamatuar protein (MIP)-1
ve C3a, C4a, C5a gibi komplement sistem de mast hiicrelerini uyarabilmektedir.
Mast hiicreleri bagisiklik, doku tamiri ve anjiogenezde rol oynar (203). Mast
hiicreleri ile ¢esitli hastaliklar arasinda iligki olabilecegi diisiiniilmektedir. Mast
hiicreleri akut alerjik cevaplar kadar multiple sklerozis, migren, artrit, kardiovaskiiler

hastaliklar gibi hastaliklar1 da i¢ine alan inflamatuar hastaliklarda rol oynamaktadir
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(204). Mast hiicreleri, aktivasyonda ii¢ grup biyoaktif molekiil salgilar. Bunlar
onceden sentezlenmis ve graniillerinde depo edilmis olanlar (histamin, proteazlar,
proteoglikanlar), yeni olusturulmus membran kaynakli molekiiller (16kotrienler) ve
yeni olusturulmus sitokinlerdir (tiimor nekrozis faktor) (205). Deri mast hiicreleri
baslica papiller dermiste bulunur. Dermiste 6zellikle kilcal damarlar, lenfatik ve
miyelinsiz  sinirler yakininda bulunmaktadir (206). Mast hiicreleri damar
permabilitesini artirir ve plazmada bulunan antikorlar ve diger savunma
molekiillerinin hasar géren dokuya gecmesini, lokositlerin damar duvarindan gegisini
kolaylastirarak hasarli bolgede toplanmalarin1 saglamaktadir (205). Mast hiicreleri
bag dokuda genellikle damarlar yaninda bulunur ve dolagimin diizenlenmesinde ve
dokularda hiicre trafiginde rol oynarlar. Ayrica mast hiicrelerinin yeni damar
olusumuyla ilgili olabilecegi de bildirilmistir (203, 207). Calismamizda kontrol
grubunda 3. giinde iyilesme alani yakinlarindaki bag dokuda, 7. ve 14.gilinlerde
iyilesme alam1  iginde, diabet+asetik asit ve diabettkontrol grubuyla
karsilagtirildiginda daha fazla mast hiicresi izlenmektedir. Bu bulgular bize diabetin
kan akimi ve damarlar iizerindeki negatif etkilerinden dolayr mast hiicrerinin yara
alanina gelmesini geciktirdigini diisiindiirdii. Kitosan uyguladigimiz gruplarda ise 3.,
7. ve 14. gilnlerde iyilesme alaninda mast hiicre sayis1 diger gruplarla
karsilastirildiginda giderek artmistir. Kitosan damar olusumunda etkilidir (208, 209).
Damar olusumu i¢in biiylime faktorlerini iyilesme alania ¢eker. Boylece kitosan
uygulanan gruplarda iyilesme alaninda damarlanma ve buna bagli olarak da mast
hiicrelerinin sayisinin artacag diistiniiliir.

Graniilasyon dokusu, normal yara iyilesme siirecinde, hemostaz ve
inflamasyon evresi sonrasi, 5—7. giinlerde yogun makrofaj, fibroblast, mast hiicreleri,
yeni kan damarlarindan zengin, fibronektin, kollajen ve bol miktarda hiyaluronik asit
iceren gevsek bir bag dokusundan meydana gelir (7, 21, 49, 80). Calismamizda
kontrol grubu 7. giinde diabettkontrol ve diabettasetik asit gruplariyla
karsilagtirildiginda belirgin bir graniilasyon dokusu ve graniilasyon dokusu i¢inde
daha fazla kan damari izlenmistir. Diabetlilerde 7. gilinde olusmasi gereken
graniilasyon dokusunun ve yeni kan damarlarinin olugsmamasi, yara iyilesme

siirecinin baslangic asamalarindan itibaren meydana gelen aksamalarla iligkili
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olabilir. Diabetli gruplarda hasar gérmiis endotel tamir edilirken hiicre ici yiiksek
glikoz, endotel hiicrelerinde bazal membran sentezini uyarir. Asir1 protein birikimi
ile yeni olusan bazal membran kalinlagir ve kapiller gecirgenligi azalir. Sonug olarak
l6kosit ve eritrosit gocli yavaslar (21). Ayrica yara alanmna gelen inflamatuar
hiicrelerin yara alaninmi terk etmeleri gecikir ve kronik inflamasyon olusur (8, 172).
Diabette yara iyilesmesinin erken evrelerinde 16kosit aktivitesinin bozulmasi daha
sonraki evrelere etki eder (172) ve fibroblast cogalmasi ve kollajen sentezini de onler
(11, 13, 14, 21). Boylece diabetli hastalarin yaralarinda bozuk graniilasyon dokusu
olusur (11, 13), graniilasyon dokusu i¢inde kollajen sentezi azdir (13, 14), anormal
capraz baglar goriiliir ve yara gerilim kuvveti azalir (192). Kollajen sentezindeki
bozulma, fibroblastlarin ¢ogalma kapasitelerindeki yetersizlige, hiicrelerin sentez
aktivitelerinin bozulmasina ve yeni sentezlenen kollajenin katabolizmasindaki artisa
baglanabilir (12). Graniilasyon dokusu i¢indeki kan damarlarinin azlig ise, yiiksek
kan seker diizeyinin damar olusumuna olan negatif etkisinden, fibroblast, endotel
gibi yeni damar olusumunda 6nemli hiicrelerin salgiladigi biiyiime faktorlerindeki
azliktan kaynaklanmaktadir (210). Tiim bu etkenlerin birbiriyle iligkisi bozuldugunda
graniilasyon doku olusumu gecikir, graniilasyon dokusu i¢inde yeni olusan kan
damar1 miktar1 azalir. Kitosan uyguladigimiz grupta ise iyilesme alaninda
graniilasyon dokusu 3. giinde az bir bolgede izlenmeye baslanmis 7. gilinde ise
kontrole gore ¢ok daha genis bir alanda izlenmistir. Kitosan, anjiyogenez ile graniile
olan doku formasyonunu biiyiime faktorlerini yara alanmma ¢ekerek stimiile
etmektedir (208, 209). Kitosanin graniilasyon ve organizasyonu aktive etmesi
nedeniyle hayvanlarda biiyiik a¢ik yaralarin iyilestirilmesinde faydali oldugu
bildirilmistir (191). Kitin veya kitosan kapli poliyester kumas (kitin-NWF, kitosan-
NWF) ve kaplanmamigs NWF (kontrol) implante edilen kedi abdominal duvarinda
kitin-NWF, kitosan-NWF tarafindan indiiklenen graniilasyon dokusu makroskopik
ve mikroskopik olarak incelenmis, implant etrafinda doku biiylimesinin en fazla
kitosan-NWF ile oldugu, tip I, III ve IV kollajenlerin, NWF ile daha yiiksek
seviyelerde sentezlendigi gosterilmistir (211). Kopeklerde yapilan agik yara
tyilesmesi ¢alismasinda, kitin ve kitosan uygulanan grupta hi¢ bir sey uygulanmayan

kontrol grubuna kiyasla yaralarda reepitelizasyonun daha fazla oldugu gdosterilmistir.
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Kontrol grubunda, yaranin olugsmasindan sonra 28. giinde kitin ve kitosan grubuna
gore inflamatuvar hiicrelerin sayisinin daha fazla oldugu goriilmiistiir (16). Kitosan
hidrojeller, yara yiizeyini korumada nemli, uygun bir iyilestirici ¢evre saglamaktadir.
Iyilesme siirecinde yara kabugu olusturmada ve yara iyilesmesini hizlandiric1 bandaj
maddesi olarak fotocapraz baglanabilen kitosan ve UV radyasyon uygulamasi ile
elde edilen kitosan hidrojelin uygulanabilirligi, fare modeli kullanilarak incelenmis
ve acik yaraya uygulanan kitosan hidrojelin, belirgin yara kontraksiyonu, yara
kapanmas1 ve yara iyilesmesini arttirdigt gosterilmistir (144). Fotogapraz
baglanabilen kitosan hidrojelin kanamayi durdurmadaki etkisi nedeniyle acil
hemostazis gerektiren durumlarda yara okliizyonu ve doku adezyonu i¢in yeni bir
bandaj maddesi olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (17). Diabetik farelere
fibroblast biiyiime faktori—2 (FGF-2) yiiklenmis fotocapraz baglanabilen kitosan
hidrojel uygulandiginda yara kapanma hizinin arttifi ve yara kontraksiyonunun
indiiklendigi bildirilmistir (134).

Diabetlilerde yara iyilesmesinde biiyiime faktorleri ve sitokinlerin sentezi ve
bu maddelerin digsaridan ortama verilerek iyilesme {izerinde ne gibi etkiler
gosterdiklerinin incelendigi birgok ¢alisma vardir. Rapor edilen ¢alismalarda, diabetli
yara iyilesmesinde islev goren makrofajlarin iirettikleri sitokin miktari1 incelenmis ve
kontrol grubuna gore sitokin miktarinin az oldugu gorilmistir (212, 213).
Streptozotosin uygulamasi ile olusturulmus diabet modelinde epidermal biiyiime
faktoriiniin (EGF) kollajen igerigi, tip I ve tip III kollajen tizerine etkisine bakilmustir.
Kollajen igeriginin EGF uygulanmamis deneysel diabetli hayvanlara gore arttigi ve
EGF uygulamas: ile tip III kollajenin, toplam kollajene olan oranimin azaldigi
gosterilmistir (96). Grotendorst ve ark. ise trombosit kokenli biiyiime faktoriiniin
(PDGF) normal iyilesme ve diabetlilerdeki bozulan iyilesme iizerine uyarici etkisine
bakmislar, diabetli sicanlarda PDGF uygulamasi ile hiicre go¢ii, DNA sentezi ve
kollajen birikiminin arttigini rapor etmislerdir (214). Bir baska caligmada, epidermal
bliylime faktoriiniin, insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF-1), bazik-fibroblast
biiyiime faktoriiniin (bFGF), trombosit kokenli biiyiime faktoriiniin (PDGF-AB) tek
tek ve cesitli kombinasyonlar halinde diabetli fibroblastlar {izerindeki mitoz uyarici

etkilerine bakilmistir. Bu biiylime faktorlerinin fibroblast hiicrelerinin ¢ogalma
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kapasitelerini arttiric1 etki gosterdigi sonucuna varilmistir (201). Galiano ve ark. ile
Kirchner ve ark. da topikal olarak uygulanan VEGF’nin diabetik yara iyilesmesini
hizlandirdigini saptamiglardir (106, 215). Diabetik farelerde yapilan diger bir in vitro
calismada (12), diabetik fibroblastlarin hiicresel go¢ yeteneklerinin normal
fibroblastlarla karsilastirildiginda daha zayif oldugunu gostermistir. Ayrica, diabetik
fibroblastlarin artmis MMP-9 (matriks metalloproteinaz 9) sentezi ve azalmig VEGF
salinimi da in vitro olarak gosterilmistir (12).

Yara iyilesmesi sirasinda anjiogenik biiyiime faktorleri Onemlidir.
Anjiogenik biiyiime faktorlerinden bazilari; VEGF, PGF (plasental biiylime faktorii),
FGF1 ve 2 (asidik, bazik fibroblast biiylime faktorii), FGF3-FGF4 (fibroblast
biiylime faktorii 3 ve 4), FGF reseptorleri, TGFa-p (transforme edici biiytime faktorii
a ve P), EGF, HGF (hepatosit biliylime faktorii), anjiyogenin, PDGF, GCSF
(graniilosit koloni uyaran faktor), IL-8 (interlokin 8), TNF-a (tiimor nekroz faktor o)
ve proliferindir (58-60).

Vaskiiler endotelyal biliylime faktorii (VEGF), ozellikle endotel hiicreleri
icin 0zgll etkilere sahip olan multifonksiyonel bir biiylime faktorii ailesidir. Vaskiiler
endotelyal biiylime faktorleri reseptorlerine karmasik bir sistemle baglanarak damar
olusumunu diizenler (59-62). VEGF, yara iyilesmesinde endotel hiicreleri (63),
fibroblastlar (64), diiz kas hiicreleri (65), trombositler (66), notrofiller (67) ve
makrofajlar gibi (68) pek ¢ok hiicre tarafndan iiretilir. Gorevi, endotel hiicresinin
proliferasyonunu, migrasyonunu ve differansiyasyonunu saglamaktir (69-71).
Yapilan bir ¢alismada VEGF immiinoreaktivitesi ve damar olusumuyla ilgisi glioma
hiicrelerinde gosterilmistir (216). Son ¢alismalar VEGF’nin ayn1 zamanda kollajen
depozisyonunda ve epitel olusumunda da etkili oldugunu bildirmektedir (217). Yara
tyilesmesinin ilk fazinda VEGF, endotel hiicrelerinden koagiilan faktorlerini uyarir.
Boylece trombositlerin birikimi ve yapigmasi saglanir (218, 219). Vaskiiler
endotelyal biiylime faktoriiniin yara iyilesmesinin inflamasyon evresinde damar
olusumunu saglamak i¢in inflamatuar hiicreler ve sonraki evrelerde yara alanina
gelen fibroblast, endotel ve makrofajlardan da salinmasiyla
immiinolokalizasyonunun giderek arttig1 bildirilmistir (220). Yara iyilesmesinde

anjiogenez ile kan damarlar1 3. giinden itibaren olusmaya baglar (221). Graniilasyon
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dokusu i¢inde kapillerler giderek daha da artar, yara tamiri i¢in gerekli metabolitleri,
besinleri ve yeterli oksijeni iyilesme alanma getirirler (220, 221). Yapilan
arastirmalar, tam kat kesilerde, 1 gilin sonra, yara yakinindaki keratinositlerden,
tyilesme alani i¢indeki fibroblast ve makrofajlardan ve biiyliyen kan damarlar
cevresinden VEGF salinmaya basladigin1 ve 3-7. gilinlerde en fazla seviyeye
ulastigini bildirmistir (222-224). Calismamizda kontrol grubunda, 3. giinde, iyilesme
alan1 icindeki hiicrelerde ve biiyiiyen kan damarlart ¢evresinde VEGF
immiinolokalizasyonu izlenmistir. Kontrol grubunda 7. ve 14. giinde VEGF
immiinolokalizasyonu giderek azalmistir. Yapilan calismalarda VEGF nin 3-7.
giinler aras1 en fazla seviyeye ulastig1 gosterilmistir (223). Yara iyilesmesinin 3-7.
giinleri, fibroblastlarin, makrofajlarin, endotel hiicrelerinin bol bulundugu
graniilasyon dokusunun olustugu evredir ve bu hiicreler VEGF nin kaynagidir (223).
Diabet+kontrol ve diabet+ asetik asit grubunda ise 3. giinde az yogun, 7. giinde orta
yogun ve 14. giinde yogun olarak izlendi. Diabette tiim biiytime faktorleri gibi VEGF
nin de salinimi engellenir (225). Diabetiklerde fibroblastlardan ve keratinositlerden
VEGF saliniminin belirgin diizeyde azaldig1 gosterilmistir (12, 223). Altavilla ve ark.
da diabetiklerde oksidatif stresin VEGF salinim ve diizenlenmesinde bozukluklara
yol actigin1 gostermistir (226). Komesu ve ark. (8) da alloksana bagli diabet gelisen
farelerde yaptiklar1 calismada, 1.,3. ve 7. giinlerde aldiklar1 histopatolojik drneklerde,
mikroskop alaninda inflamatuar hiicre sayarak inflamasyon derecesini
degerlendirmisler ve diabetik farelerde inflamasyon fazinin daha ge¢ basladigini ve
kronik inflamasyon 0&zelliklerinin daha uzun slirme egiliminde oldugunu
gostermislerdir.  Inflamatuar siirecteki bu gecikme ile ilgili olarak yapilan
calismalarda, diabetik fare modelinde makrofaj kemoatraktan protein-1 (MCP-1)
sentezinin 1. giinde yapmasi gereken pikin 5. giine sarktigini gostermislerdir. Bu
bulgu inflamatuar siirecin gecikmesini agiklamaktadir (118). Boylece 3-7. giinlerde
en fazla olmasi gereken VEGF immiinolokalizsayonu diabet+kontrol ve
diabet+asetik asit gruplarinda engellenmistir. Diabet + kitosan uygunanan grupta ise
3. giinde VEGF immiinolokalizasyonu ¢ok yogun, 7. giinde yogun ve 14. giinde az
yogun olarak literatiirle uyumlu sekilde izlenmistir. Kitosanla tedavi edilmis

yaralarin histolojik bulgularinda kontrolle Kkarsilastirildiginda 16kositlerin - ve
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makrofajlarin iyilesme alanima daha ¢abuk geldigi bildirilmistir. Bu bulgular
kitosanin yara iylesmesinin erken doneminde inflamatuar hiicrelerin ve onlardan
salman biiylime faktorlerini yara alanina c¢ektigini gdosterir. Kitosanin yara
tyilesmesinin erken doneminde gorevli olan hiicreleri ve onlardan salinan biiyiime
faktorlerinden biri olan VEGF’yi1 de iyilesme alanina c¢eker (189, 191). H. Ueno ve
arkadaslar1 (191) yaptiklarn ¢alismada kitosanin graniilasyon doku olusumunu
hizlandirdigin1 bildirmigslerdir. Ayn1 zamanda kitosan, graniilasyon dokusu i¢inde
bulunan fibroblastlar1 aktive eder, ¢ogalmasini saglar ve ECM iiretimini hizlandirir.
Bu ¢alismada kitosan uygulanan gruplarda, diabetin olumsuz etkilerine karsin VEGF
salintmini artirarak yara iyilesmesini hizlandirdigini diistinmekteyiz.

Diabetlilerde VEGF kadar FGF ailesinin {iyelerinden olan asidik FGF’nin
(aFGF veya FGF1) ve bazik FGF (bFGF veya FGF2) de potansiyel bir anjiyogenik
faktor oldugu bildirilmistir (55, 78, 79). Fibroblast biiylime faktorlerin reseptore
baglanmasi ile reseptorler dimerize olmakta ve bunun sonucunda tirozin kinaz
aktivitesi gerceklesmektedir. Bu kinazlar birbirlerini fosforilleyerek sinyal iletimini
baslatmaktadirlar (118). in vivo olarak her iki tip FGF’nin graniilasyon doku
olusumunu, fibroblast ¢cogalmasin1 hizlandirdig1 ve kollajen birikiminin yani sira
damarlanmay1 ve epitel yenilenmesini artirdig1 gosterilmistir (52, 227, 228). Her iki
tip FGF; TGF-B, VEGF, IGF gibi biiyiime faktorlerinin salimini artirarak indirekt
olarak etki gosterirler (227, 228). Yara iyilesme silirecinde FGF kadar reseptdrleri de
anahtar rol oynar (229-233).

Normal ve yarali dokuda bilinen dort adet FGFR bulunur. Bu reseptorler
epidermisin tabakalarinda, kas tabakasinda, kan damarlarinda, fibroblastlarda, kil
follikiillerinde, graniilasyon ve inflamasyon dokularinda bulunur (230-233).
Takeneka ve arkadaslari insan yanik yaralarindan ve normal dokulardan aldiklar
ornekleri degerlendirmislerdir. Bu ¢alismaya gore iyilesmenin ilk evresinde FGFR1
ve FGFR3’1in gii¢lii lokalizasyon gosterdigini, graniilasyon doku olusumu ile beraber
bu reseptorlerin daha zayif lokalizasyon gosterdigini ve bu asamada FGFR2 ve
FGFR4’iin giiclii lokalizasyon gosterdigini bildirmistir. Iyilesmenin son asamasinda
ise FGFR1 ve FGFR3’iin orta yogunlukta lokalizasyon izledigini géstermistir (233).

Komi-Kuramochi ve arkadaslar1 geng ve yash farelerin sirtlarinda olusturduklar: tam
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kat kesilerle, FGF ve FGFR’lerin mRNA seviyeleri ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada
FGFR3’iin 6zellikle yara iyilesmesinin ilk 3 giinlinde yiiksek seviyede bulundugunu
7. gline kadar giderek azaldigimi ve 7. giinden sonra tekrar arttigin1 bildirmislerdi
(232). Bizim ¢aligmamizda kontrol grubunda epitelin stratum bazale tabakasinda, kil
follikiillerinin epidermal kok kilifinda, kan damarlar1 ¢evresinde, yag bezlerinde ve
iyilesme alaninda FGFR3 immiinolokalizasyonu yogun sekilde izlenmistir. Diabet
+asetik asit ve diabet+kontrol gruplarinda kontrol grubuyla karsilastirildiginda daha
az yogun FGFR3 immiinolokalizasyonu izlenmistir. Bunun nedeni diabetlilerde ilk 3
glinde inflamatuar hiicreler tarafindan salinmasi gereken biiyiime faktorlerinin ve
reseptorlerinin iyilesme alaninda bulunmamasidir ve devaminda iyilesme siirecinin
gecikmesidir. Kitosan uyguladigimiz grupta ise kontrole gére daha yogun FGFR3
immiinolokalizasyonu izlenmistir. Kitosan yara iyilesmesinin her asamasindaki
hiicrelerden biiytime faktorleri salimiminda etkindir (17, 114, 117, 118, 125, 160,
189, 191). Bizim c¢alismamizda da yara iyilesmesini hizlandirict yonii FGFR3’ iin
iyilesme alaninda yogun bulunmasiyla goriilmiistiir.

Bu calismada diabetik siganlarda olusturulan tam kat kesilerin iyilesme
siirecinin kitosan uygulamasi ile olumlu yonde etkilendigi gosterilmistir. Yara
tyilesmesi pek ¢ok hiicre ve bu hiicrelerden salinan birgok farkli biiyiime faktoriiniin
rol aldig1 karmagsik bir siirectir. Diabete bagli olarak yara iyilesme mekanizmalarinda
ortaya cikan bozukluk ve gecikmelerin kitosan uygulamasi ile giderilebildigi
gosterilmigtir. Kitosan ucuz ve kolay elde edilebilirliginin yan1 sira hemostatik,
antibakteriyel ve antifungal bir dogal polimerdir. Sonug¢ olarak bu ¢alisma kitosanin
yara iyilesme siirecinde olumlu etkilerini gostermis ve 6zellikle diabetik hastalarda

kullaniminin yararlarini ortaya koymustur.
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