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OZET

DIYABETIK RATLARDA OLUSTURULAN MADDI KAYIPLI YARALARDA
PROPOLISIN IYILESTIRICI ETKISININ ARASTIRILMASI

Amag: Diyabet hastalarinda yara kontraksiyon hizi normale gbre yavastir ve anormal
reepitelizasyon ile graniilasyon dokusu goriilmektedir. Diyabetik deri yaralarinin tedavisi
tizerine cesitli calismalarin varligina ragmen bu konu ile ilgili tartismalar halen
stirmektedir. Mevcut calismada Tiirkiye cografyasina ait hazirlanan propolis ve propolis
- bal icerikli merhemin diyabetli yara rejenerasyonunda etkinligini ve bolgedeki
iyilesmeye olasi1 katkisinin arastirilmast amaglanmaktadir

Materyal ve Metot: Calisma materyalini 48 adet wistar erkek rat olusturdu.
Streptozotosin ile diyabet olusturulan 4 grup ve diyabet olmayan 1 grup olmak iizere 5
deney grubu olusturuldu. Ratlarda sirt orta hatta 2,5 cm c¢apinda yara olusturuldu.
Ratlardaki yaralara giin asir1 propolis, propolis+bal, madecassol, vazelin merhemi ve
serum fizyolojik (SF) uygulanarak degisimler gozlemlendi. Calisma sonunda ratlar
sakrifiye edilerek kalpten alinan kan 6rnekleri biyokimyasal analizler, yara yiizeyinden
alian doku 6rnekleri histopatolojik incelemelerde ve ELISA testleri i¢in kullanildi.
Bulgular: Biyokimyasal testlerden Alkalen fosfataz (ALP), Yiiksek yogunluklu
lipoprotein (HDL), Trigliserid, Kolesterol ve Glikoz o6l¢iimleri bakimindan serum
fizyolojik grubu ile diyabetli gruplar arasinda anlamli farkliliklar g6zlendi. (p<0,05).
Propolis grubunda Epidermal biiyime faktorii (EGF) olgiimi diger gruplarla
karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi. (p<0,05). Propolis
grubunda graniilasyon dokusu, kollajen yogunlugu ve epitelizasyon diger gruplara kiyasla
anlamli derecede yiiksek bulundu.

Sonug¢: Bu aragtirmanin sonuglari propolisin diyabetik yaralarda etkili dogal bir materyal
olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Diyabetik yara; propolis; streptozotosin

Fatma GENCTURK Doktora Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Ocak-2020



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE WOUND HEALING PROPERTIES OF PROPOLIS
IN DIABETIC RATS.

Objective: In diabetics, the rate of wound contraction is slower than normal, and re-
epithelization and granulation tissue are abnormal. Despite the existence of various
studies on the treatment of diabetic skin wounds, discussions on this subject still continue.
In the present study, possible efficacy in diabetic wound healing and regeneration of
propolis and propolis with additives of honey ointment prepared in geography of Turkey
is intended to research.

Material and Method: The study material was composed of 48 wistar male rats. 5
experimental groups were created, including 4 groups are diabetes with streptozotosin
and 1 group without diabetes. In the rats, 2,5 cm diameter wound was created in the
midline of the back. Changes were observed by applying propolis, propolis honey,
madecassol, vazelin ointment and saline (SF) to the wounds in the rats. At the end of the
study, rats were sacrificed and blood samples taken from the heart were used for
biochemical analysis, tissue samples taken from the wound surface were used for
histopathological examinations and ELISA tests.
Findings: Among the biochemical tests, significant differences were observed between
the saline and diabetic groups in terms of Alkaline phosphatase (ALP), High density
lipoprotein (HDL), Triglyceride, Cholesterol and Glucose measurements (p<0.05).
Epidermal growth factor (EGF) measurement was compared with other groups, a
statistically significant difference was found. (p<0.05). In propolis group, granulation
tissue, collagen density and epithelization were found significantly higher than other
groups.

Result: The results of this study showed that propolis can be used as an effective natural
material in diabetic wounds.

Keywords: Diabetic wound; propolis; streptozotosin

Fatma GENCTURK Doctora Thesis

Ondokuz Mayis University - Samsun, January-2020



AST
ALT
ALP
CK
CAPE
DM
ECM
FGF
PDGF
VEGF
EGF
HDL
SF
STZ
TP

SIMGELER VE KISALTMALAR

:Aspartat aminotransferaz
:Alanin aminotransferaz

:Alkalen fosfataz

:Kreatinin kinaz

: Kafeik asit feniletil ester
:Diabetes Mellitus

:Hiicre dis1 matris

:Fibroblast Biiyiime faktorii
:Platelet kaynakliBiiytime faktorii
:Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktori
:Epidermal Biiyiime Faktori
Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein
:Serum Fizyolojik
:Streptozotosin

:Total Protein

Vi



ICINDEKILER

Sayfa

TESEKKUR .......oooviiiitieeeeeceeeeeeeee ettt sttt s st ans st iii
OZET ... Iv
ABSTRACT L. %
SIMGELER VE KISALTMALAR .........cc.coooiiiiiiiieeteeeee e, Vi
ICINDEKILER .........cooooiviiieeeeeeeeeeeeeeee ettt Vi
| IR 1 23 T 1
2. GENEL BILGILER.........cc.coooiiiiiiiiiecsssseee s 2
2.1. Diabetes MEllitUS .........cciiiiiiicc e 2
2.1.1. Diyabetin TartigeSi. .. uuiiueeiieiiieiiieiie st 2
2.1.2. Diyabetin Stniflandirtlmast........ccccoveiiiiiiiiiiiii 3
2.1.3. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlart..........ccccoocveiiiiiciiiiiienicnicc e 5

2.2. DErl V& dETININ YAPIST.cuveiruiiauieiiiieitieairiesteeaseesseeaseesieesseesseessseesseessneesseesnneesseesnnes 7
At = o 1= 1 LTSS 7
2.2.2. DBIMIS ..ottt 8
2.2.3. HIPOABIMIS. ....ecuiiiiiecieee ettt be e e ste e enes 9

2.3. Yara Tanimi Ve CeSTLIETT.....cciuuiiiieiiiiiieiie ettt 9
2.3.1. AKUE YATAIAT ... 10
2.3.2. KIONIK YAralar .......ccocoviiiiiiiicce s 10

2.4, Yara IYIlESMESI ...cvvvvirieiveieiicceete ettt 11
2.4.1. Hemostaz ve Enflamasyon EVIESI ........cccocviiiiiiiiiiiiiiesese e, 11
2.4.2. ProliferaSyOon EVIESI.......cccuiiiiiiiiiieesiese st 12
2.4.3. Matiirasyon ve Remodelasyon EVIESi............ccccvviiiiiniiiini e 13

2.5. Yara IyileSme TipIeri.......cccccvriiriuireriiiiiriieieieseeeese et 14
2.5.1. Primer IYileSME ......c.cvvviueririiiieceeieie ettt 14
2.5.2. Sekonder IyileSme. ........ccceviviieiriririiiiice e, 15
2.5.3. Tersiyer lyilesme (Gecikmis primer iyileSme) ...........cocovevererrrreerererersnennn, 15

F S o (0] o To P UROP TR 16
2.6.1. Propolisin Fiziko-Kimyasal OzelliKIeri ............ccccoveveiirerricreriireresecesneaees 16
2.6.2. Propolisin Biyolojik OzelliKIeri...........ccoevveiveiireiriecreiiireieicie e 19

2.7. Deneysel Diyabet ve StreptoZotoSin.........ccovveiieeiieiiiieiie e 21

vii



3. MATERYAL VE METOT ... 23

3.1. Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler ............cccccovviiiiiiiiiiiiiiiicic e 23
3.2. Kullanilan Cihaz ve EKIpmanlar...........ccccovviiiiiiniiiiiie e 23
3.3, Materyal TEMINI: ..o 23
3.4. Propolis merheminin hazirlanmasi: ...........ccccooveiiiiiiiiii 24
3.5. Streptozosinin (STZ) uygulamaya hazir hale getirilmesi ..........cccccovcviiiiiiiennns 24
3.6. Diyabet Modelinin Olusturulmast ...........ccooeiiiiiiiiiiciiec e 24
3.7. Deney Gruplarinin Olugturulmast.........ceeciiienieiiniinieeceee e 25
3.8. Ratlarda Yara Olusturulmast .........ccoveiiiiiiiiiiieiie e 26
3.9. Calisma ve Kontrol Gruplarinda Yarada Merhem uygulamalart..............c.coe.... 27
3.10. SaKrifikasyon Y ONTEIMT ...c.veiuveivieiisiiesiieiisee et 27
3.11. Incelenecek Parametreler............covueueveeuevicuerieneiieesessseesss s 27
3.11.1. Histopatolojik INCleme ............c.ccevvieveiceeiiiccieieeceseee e 28
3.11.2. Biyokimyasal INCEIEmE. ...........cocevevieeverireiieieieieeeceeeee e 28
3.11.3. Deri Materyalinin Elisa Analizleri I¢in Hazirlanmasi ..........c.coceevevevnenee, 28
3.12. IStatiStIKSEl YONIEM ......v.veieiviviiececieieieee ettt ee ettt see et 29
4. BULGULAR ..o 31
4.1, KINIK ZOZICIMN ...ttt 31
4.2. Biyokimyasal Test ANAIZIETT ........cccoviiiiieiicc e 34
4.2.1. STZ sonrast glikoz diizeylerinin 6lgimleri..........ccoooviiiiiiiiniiiiiiiiies 34
4.2.2. Kolesterol Diizeylerinin OIGHMIETi...........cc.evevivevirrcveiiireieiceseeseseesssenes 35
4.2.3. Kreatinin Kinaz (CK) diizeylerinin dlgimleri ...........cceevveriiiiiiiiinieiene 35
4.2.4. Kreatinin Diizeylerinin OlgHmIEri ...........coc.ceviverircveiiireeicsseeeseeesenns 36
4.2.5. HDL diizeylerinin SlgUMIETI.......coccviiiiiiiiiiiiiiiiseee e 37
4.2.6. Total Protein (TP) diizeylerinin S1gUmIeri..........cccovvveriiiiiiiininieiecicseen 37
4.2.7. Trigliserid Diizeylerinin OIGHMIET ........ccceveviieivereriieceieieeeeeeveve e, 38
4.2.8. ALP Diizeylerinin OIGHMIETT..........ccoviveveveriiiirereteieiee e, 39
4.2.9. ALT Diizeylerinin OlgimIEri..........cccocovcveveviiieirirereeieeeee e, 39
4.2.10. AST Diizeylerinin OIGHMIETT.........covvvevereriiiirereteieiee e, 40
4.3. Elisa Biliylime Faktorlert Sonuglart.........cccooviiiiiiiiniiiieseec e 42
4.4, HiStOIOJiK BUIQUIAT ... 45

viii



S. TARTISMA ..o o1

6. SONUC VE ONERILER............coiiiiiieeeeeeee e 57
KAYNAKLAR ..ottt sttt sttt en st n et as st 58
OZ GECMIS ...ttt 75



1. GIRIS

Giintimiizde Diyabetes Mellitus (DM) gerek lilkemizde gerekse diinyada 6nemli
bir halk saglhigi sorunudur. Bu hastalik akut ve kronik komplikasyonlara neden
olmaktadir. Diyabetik iilserler ve yara iyilesmesindeki gecikmeler diyabetin sik goriilen
ve ciddi bir kronik komplikasyonudur. Diyabetik noropati, perfiizyonun bozulmasina
bagli doku hipoksisi ve bununla birlikte yara enfeksiyonu, anormal hiicresel aktiviteler,
periferal vaskiiler hastaliklar diyabetik yara iyilesmesini engelleyen temel faktorlerdir.
Gecikmis yara iyilesmesi ise mortalite ve morbiditede artisa yol agmaktadir. Diyabetli
hastalarda, dermatolojik bulgularin varligi net bir sekilde a¢iklanamamis olsa da (Duran
ve ark., 2001) hastalarin ¢ogunda goriilen doku bozukluklari bakteriyel, fungal
enfeksiyonlar ve diger etkenlere baglh olabilecegi gibi, dogrudan diyabetin
komplikasyonlarina bagli olarakta ortaya ¢ikmakta ve yara gec iyilesmektedir.

Diyabetik deri yaralarinin tedavisi lizerine ¢esitli calismalarin varligina ragmen
bu konu ile ilgili tartigmalar halen siirmektedir. Diyabetli hastalarda yara iyilesmesini
hizlandirmaya yonelik bir kompozisyona olan gereksinimin varligi ve mevcut ¢oziimlerin
yetersizligi, ilgili alanda daha ileri arastirmalar1 zorunlu kilmaktadir. Diinyanin pek ¢ok
yerinde ¢esitli bitkiler, diyabetik yara tedavisi i¢in geleneksel yontemlerle kullanilmakta,
kullanilan bu geleneksel bitki tedavilerinin bir kismi bilimsel cevrelerce dikkate
alinmakta ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) bu alandaki ¢alismalar1 desteklemektedir.

Bu tez ¢aligmasinda streptozotosin ile olusturulan diyabetik ratlarda meydana
getirilen maddi kayipli yara lizerine propolis merheminin tedavi edici etkinliginin
arastirilmas1 ve meydana gelen degisimlerin incelenmesi amaglanmistir.

Bu amag dogrultusunda Propolis icerikli dogal materyalin kullanima ile diyabetli
hastalarda iyilesmeyen dermis yaralarinin rejeneratif tedavisinde kullanilabilecek yeni

materyalin klinik kullanimina destek vermeyi hedeflemistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM) pankreasin langerhans adaciklarindan salgilanan kan
glikoz diizeyini ayarlayan insiilin hormonunun eksikligi veya hi¢ olmamas1 sebebiyle
meydana gelen, uzun donemde dejeneratif komplikasyonlara yol acabilen kronik ve
metabolik bir hastaliktir. insan yasam kalitesini olumsuz etkileyen DM, diinyada ve
iilkemizde yaygin olarak goriilmektedir. Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF), en az
366 milyon kisinin diyabet oldugunu ve bu sayimin 2030 yilinda yaklasik 552 milyona
ulasabilecegini belirtmistir (Wild ve ark., 2004). Tirkiye’de ise yaklasik 7,9 milyon
insanin diyabet hastasi oldugu bildirilmistir (Whiting ve ark., 2011). Bu hastaligin
diinyada ve iilkemizde prevelansi hizli bir sekilde artmaktadir (Tao ve ark., 2015).

Diyabetin etiyolojisi ve patogenezinin giderek daha iyi anlasilmasina paralel
olarak hastaligin siniflandirilmast siirekli yenilenmektedir. Diyabetin tim tiplerinde
temel Ozellik hiperglisemi olmakla birlikte, hiperglisemiye neden olan fizyopatolojik
mekanizma degiskenlik gostermektedir. Hastaligin gelismesinde ana neden pankreasin
beta-hiicrelerinden, insiilin salgilanma fonksiyonundaki bozukluktur. Diyabetin bazi
formlarinda mutlak insiilin eksikligi veya bozuk insiilin salgilanmasina neden olan
genetik bir kusur varken (Tip I), diger baz1 tiplerinde insiiline kars1 bir direncin varlig

s6z konusudur (Tip II), (Ozata ve ark., 2006).

2.1.1. Diyabetin Tarihgesi

Diyabetin gegmisi M.O. 1500°lii yillara dayanmaktadir. Misir’da yazilmis Ebers
Papiriislerinde sik su igme ve sik idrara ¢ikmaktan bahsedilmistir (Yenigiin, 2001). M.O.
600’1i yillara gelindiginde Hipokrat, Galen ve Atreya’nin yazmis oldugu tip kitabinda
‘““Madhumed’’ denilen bir hastalik giinlimiiz diyabet tanimina ¢ok benzemektedir. Balli
ya da tatl idrarli hastalik denilen bu durumda hastalarin genellikle fazla kilolu
oldugundan, ¢ok su ictiginden, c¢ok idrara ¢iktigindan, hizli kilo kaybettiklerinden,
idrarlarina  boceklerin  toplandigindan ve asirt  zayiflayip  agizlarimin ~ kokarak
oldiiklerinden bahsedilmistir (Barnett ve Krall, 2008). Diyabet kelimesi ilk olarak
M.0.150 yillarinda Kapadokyali Aretaus tarafindan kullanilmuis, hastaligi gok su igme ve
idrara ¢ikma olarak tarif etmistir. [bn-i Sina *‘diyabetik gangreni’’ tanimlayarak diyabetin

sinirleri bozabilecegini belirtmistir. Diyabetle ilgili ¢ok sayida arastirma yapilmis ancak



1900’11 yillarda insiilinin kesfi ile patogenezi anlasilabilmistir. 1921 yilinda Banting ve
Best tarafindan insiilinin bulunmasi ile diyabet tedavi edilmeye baglanmistir. Uzun siire
hayvanlardan elde edilen insiilin ile yapilan tedavinin, ileriki yillarda insan insiilini
iretilerek etkinligi arttirilmistir. Gelinen noktada diyabetin olusumu, yarattig1 yan etkiler,
insiilin salinim1 ve etki fizyolojisine doniik ilag¢ tedavileri lizerine yapilan arastirmalar

geliserek devam etmektedir (Pickup ve Keen, 2002).

2.1.2. Diyabetin Siniflandirilmasi
Amerikan Diyabet Dernegi, diyabeti Tipl,Tip2, gestasyonel ve farkli nedenlere
bagli spesifik diyabet olmak tizere dort gruba ayirmaktadir (Association 2017).

Gestasyonel diyabet
Gebelikte ortaya ¢ikan ve glikozun toleransindaki degisimlerle olusan, gebelik

sonrasi sona eren diyabet olarak tanimlanmaktadir (Gjesing ve ark., 2017).

Tip 1 Diabetes Mellitus (Insiiline bagimh diyabet)

Insiiline bagimli diyabet, juvenil diyabet, ¢ocukluk ¢aginda baslayan diyabet
veya Tip 1 diyabet olarak da adlandirilmaktadir. Pankreasin beta hiicrelerindeki defekt
sonucu insiilin eksikliginin olusmasi, karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasi
bozukluklugu ile karakterize edilen tipidir. Genlerin etkilesimi, ¢evresel risk faktorleri ve
immunolojik faktorlerin bir araya gelmesi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Duggan ve ark.,
2008). Insiilinin disaridan yerine konulmasi ile tedavi edilmektedir.

Tip | diyabetin nedeni tam olarak bilinmemekle beraber pankreas beta
hiicrelerinin defekti sonucu karbonhidrat metabolizmasi i¢in énemli bir hormon olan
insiilinin {iretilememesidir. Belirtiler ani baslar ve semptomlar belirgindir. Ketoasidoza
egilim, kilo kaybma ragmen polifajinin goriilmesi s6zkonusudur. Tedavi insiilin
replasmani ile saglanir (Bagkal,1997).

Tip 1 diyabet tanis1 alan hastalarda pankreas beta adacik rezidiilerinde insiilinitis
ad1 verilen kronik inflamatuar mononiikleer hiicre infiltrasyonu oldugu saptanmuistir.
Immiin sistemde yer alan makrofajlarin, T ve B lenfositlerinin, beta hiicrelerini antikor
olarak algilayip Tip 1 diyabet hastaligmmin olusumunda etkili oldugu bilinmektedir
(Hassan ve ark. 2012). insiilitis gelismesini takiben lenfositlerden salman TNF-a ve

interlokin-1 sitokinleri, nitrik oksit sentetaz araciligiyla L-arjinin- nitrik oksit yolunun



uyarilmasina neden olur ve hiicre i¢inde nitrik oksit yapimini hizlandirir (Morales ve ark.,
2004).

Nitrik oksit sentezinin hizlanmasi, oksidatif fosforilasyonu ve glikolizi artirirken
TCA sikliisunda kofaktor olarak demir kullanan bazi enzimleri inhibe etmekte ve DNA
kirilmalarma sebep olarak hiicre 6liimiine ve otoimmun diyabete neden olmaktadir
(Lowenstein ve ark., 1994).

Insiilinitisin temel belirteci adacik hiicre otoantikorlari, insiilin otoantikorlart,
glutamik asit dekarboksilaz antikorlar1 ve tirozinfosfotaza karsi otoantikorlarin varligidir.

Bu bilegenler ayrica diyabette immiin hasarin belirtegleri olarak dolagimda bulunurlar.

Tip 2 Diabetes Mellitus (insiiline bagimh olmayan diyabet)

Organizmada insiilin direncine bagl olarak ortaya ¢ikan diyabet tiiriidiir. Hiicre
membraninda bulunan insiilin reseptdrlerinde gelisen insiilin duyarliligindaki azalmaya
bagli plazma insiilin seviyesinde artisa neden olmaktadir. Diger bir deyisle hiicrenin
insiilin cevabi yeterli olusamadigindan viicut insiilini etkili kullanamaz (Roderic, 2004).

Bu duruma bagli olarak glikoz kanda artarak hiperglisemiye yol agar (Feero ve ark. 2010).

Tip 2 diyabetin olusumundan 3 faktor sorumlu tutulmaktadir. Bunlar insiilin
direnci, bozulmus insiilin salgilanmasi ve bozulmus glikoz toleransidir. A¢lik doneminde
karacigerden fazla salinan glikoz gereksinimden fazla oldugu igin hiperglisemiye sebep
olur. Kanda glikoz artisin1 diizenlemek igin beta hiicreleri insiilin tiretmek iizere asir1 ve
diizensiz ¢aligsmaya baglar, gelisen hiperinsiilinizm doku seviyesinde insiilin direncine yol
acar (Birol, 2003). Insiilin direncini hiperinsiilinemi, obezite ve hipertansiyon takip
etmektedir (Beck ve ark.1995).

Insiilin glikojenoliz ve glikoneogenezi baskilamakta, periferdokularda glikoz
kullanimini artirmakta, lipaz enzimini inhibe ederek de lipolizibaskilamaktadir (Guyton
ve Hall, 2001).

Karacigerde glikoz iiretimi arttikca kas ve yag doku gibi perifer dokular
tarafindan glikozun alinmasi azalmaktadir. Boylece yag metabolizmasi bozulmakta ve

yag asidi oksidasyonu hiperlipidemi ve ketosize neden olmaktadir (Eiselein ve ark.,
2004).



Diger Nedenlere Bagh Spesifik Diyabet
Tipl, tip 2 ve gebelik diyabeti disinda, baz1 durumlar (ila¢ kullanimi, kimyasal
maddeler, ekzokrin pankreas hastaliklari, enfeksiyonlar, endokrin hastaliklar) da diyabete

yol agabilir veya bazi nadir genetik sendromlara diyabet eslik edebilir.

2.1.3. Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlar:

Diabetes Mellitus’un komplikasyonlar1 akut ve kronik olmak {izere 2'ye ayrilir.
Diyabetin akut komplikasyonlar1 olduk¢a hizli gelisir ve ciddi prognozla seyreder. Koma
seklinde ortaya ¢ikan bu tablo, hastada senkoptan tam bilingsizlige kadar degisik
diizeylerde biling kayb1 olusturabilir.

DM tanist almis ve uzun yillar diyabetik olarak yasayan bireylerde ise kronik
komplikasyonlarin gelisme riski ¢cok yiiksektir. Bu komplikasyonlar diyabette morbidite
ve mortalite artmasina neden olan en 6nemli faktorlerdir.

Diabetik ketoasidoz, ketotik koma, hipoglisemi ve hiperglisemi akut
komplikasyonlardir. Kronik komplikasyonlar ise ndropati, retinopati, nefropati gibi
mikrovaskiiler komplikasyonlar; atheroskleroz, hipertansiyon, iskemik kalp hastaligi ve
diyabetik ayak gibi makrovaskiiler kronik komplikasyonlardir.

DM hastalarinda hem makrovaskiiler hem de mikrovaskiiler komplikasyonlarin
goriilme sikligr artmistir. Diyabette artan ateroskleroz insidansi sonucunda kan akimi
azalir ve dokulara yeterli oksijen tasmmamaz. Bu durum yara iyilesmesini olumsuz
etkilemektedir. Kapiller diizeydeki perivaskiiler membran kalinlagsmas1 mikrobesinlerin
dokuya ulagsmasini ve 16kosit migrasyonunu daha da zorlastirabilir (Ganchi ve Eriksson
2008; Greenhalgh, 2003).

Diyabette artan kan glikoz seviyesine bagli olarak aldoz rediiktaz enzimi
aktifleserek sorbitol yolunu (poliol yolunu) uyarmaktadir (Mahajan ve ark., 2003).
Sorbitol yolunun aktif hale gelmesiyle glikoz; aldoz rediiktaz enzimi aracilifiyla
sorbitole, sorbitol; sorbitol dehidrogenaz enzimi araciligiyla fruktoza dontismektedir.

Aldoz rediiktaz enzimi NADPH kullandigindan hiicre i¢i NADPH azalir. Okside
glutatyonun rediikte forma g¢evrilebilmesi ve nitrik oksit (NO) sentezi i¢in de NADPH
gereklidir (Jain ve ark., 2007). NADPH'" enerji olarak kullanan sorbitol yolunun aktif
olmas1 ve sonugta NADPH’1n yoklugu hiicrenin antioksidan kapasitesinin sinirlanmasina
yani antioksidan savunma mekanizmasinin 6nemli bir pargast olan glutatyon

metabolizmasinin bozulmasina ve serbest oksijen radikallerinin olugsmasinda artisa neden



olarak oksidatif strese yol agmaktadir (Nishikawa ve ark., 2000). Bu nedenle glikoz alimi
icin insiiline ihtiya¢ duymayan eritrosit, kornea ve sinir dokusunda meydana gelebilecek
retinopati, noropati, katarakt, nefropati ve kalp hastalig1 patogenezinde sorbitoliin rolii
oldugu diistiniilmektedir.

Proteinler artan glikoz diizeylerinde regiile olmayan bir glikozillenme ile non
enzimatik olarak protein molekiiliine baglanir. Proteinlerin N-terminal amino asitlerine
ve lizin amino asitlerine galaktoz, mannoz veya glikozun serbest karbonil gruplarinin
schiff bazi ile baglanmasi non enzimatik glikozilasyon durumu sekillenir. Protein
metabolizmasini etkileyen glikasyon, serbest radikallerin olusumunu kolaylastirir.
Eritrosit membranlari, hemoglobin, albiimin, diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) ve
yiiksek dansiteli lipoproteinler (HDL) plazma yarilanma 6miirleri yavas olan proteinler
oldugundan, diyabet hastalarinda asir1 derecede glikasyona ugrarlar. Lens, Kollajen,
glomeriil bazal membran, aorta, koroner arterler, femoral sinir proteinleri de siklikla
glikasyona ugrayan dokulardir (Maritim ve ark., 2003) .

Diyabetik yara iyilesmesi siiresinde ortaya ¢ikan ilk problem proliferasyonun
gec baslamasi ve uzun siirmesidir. Diyabetteki hipergliseminin, kapiler bazal membran
gecirgenligini bozdugu bilinmektedir (Greenhalgh, 2003). Baslangi¢ evre 16kosit gocii
membran kalinlasmasi ve yetersiz vazodilatasyon sebebiyle sekteye ugrar (Kotil, 2006;
King, 2001). Hizlanmis ateroskleroz ve ndropati nedeniyle diyabetik hastalarda
enfeksiyon riski artmaktadir (Ganchi ve Eriksson 2008; Gantwerker ve Hom, 2012; Le
ve ark., 2011). Bagisiklik fonksiyonunun bozulmasi uzun ve anormal iyilesme i¢in zemin
hazirlamaktadir (Gantwerker ve Hom, 2012). Diyabetli hastalar diger hastalarin aksine
enfeksiyon gelisti§inde yara bolgesine gidecek kan akimini artiramadiklari i¢in artan
oksijen ihtiyacin1 karsilayamazlar (Ganchi ve Eriksson 2008; Francis-Goforth ve ark.,
2010). Ayrica deride catlamaya egilimin olmasi, bakterilerin kolonize olabilecegi
alanlarin artmasina neden olur. Glikoz seviyesinin diizensizligi enfeksiyon riskini arttiran
bir faktordiir. Hiperglisemi, bakterilerin yararlanacagi besin maddelerini arttirabilir ve
canlmin lokal savunmasini bozabilir. Hiperglisemik bir ortamda 16kosit fonksiyonlart da
bozulmaktadir (Greenhalgh, 2003). Koétii kontrollii diyabetlilerden alinan nétrofillerle
gerceklestirilen caligmalarda kemotaksis, baglanma, fagositoz, diapedez ve hiicre ici

oldiirme fonksiyonlarinda bozukluklar oldugu bildirilmistir (Ganchi ve Eriksson 2008;



Le ve ark., 2011; Mast, 1992). Sonug itibariyle DM' de yara iyilesmesinde, ciddi
komplikasyonlar ortaya ¢ikmaktadir.

2.2. Deri ve derinin yapisi

Deri viicudumuzun iskelet sisteminden sonraki en genis organidir. Duyu
sinirlerinin bir¢ogu deride sonlandigindan agri, dokunma, basing gibi ¢esitli duyulari alir,
salgi yapar, viicut 1sisin1 diizenler, viicudu yaralanmalardan ve gesitli organizmalardan
koruyarak viicudun birinci savunma hattini olusturur (Macri ve ark., 2007). Insanda 1,2-
2,2 metrekarelik bir yilizey olusturur. Deri birbirine sikica bagl ii¢ tabakadan meydana
gelir; epidermis, mezoderm kokenli dermis, hipodermis veya subkutandz tabakadan

olusur (Kierszenbaum, 2006).

Boynuzsu tabaka
Tanecikli tabak

-Epidermis

Sekil 1. Derinin yapisi(Kierszenbaum, 2006'dan )

2.2.1. Epidermis

Derinin en dis tabakasidir ve ¢ogunlukla keratinosit olarak isimlendirdigimiz
hiicrelerden olugmaktadir. Damarsal yapilar icermez. Ayrica epidermisin su igerigi
kalinligin1 degistiren bir faktordiir. Keratinositler derinin % 95 ini olusturmaktadir ve
bazal tabaka tiim keratinositlerin kaynagidir. Yara iyilesmesindeki epidermal iyilesmeden
primer olarak keratinositler sorumludur (Hom, 1998). Epidermiste keratinositler disinda

melanosit, langerhans ve merkel hiicreleri bulunmaktadir.



En alt yani dermis ile komsu katmanda keratinositler boliinerek iist katmanlara
atilmaktadir. Alt katmanlarda canli keratinositler en iist katmanlarda 6lmekte ve deriden
dokiilerek atilmaktadir. Bu siirece keratinizasyon dongiisii-turnover denilmektedir.
Normal bir insanda bu siire¢ 28 giindiir. Keratinositler dermisten yukart dogru 5 hiicre
tabakasindan meydana gelir. Bunlar; stratumkorneum, lusidum, granulozum, spinosum

ve bazal tabakalaridir.

| St. corneum

‘ St.granulosum

Melanosom

Melanosit

Sekil 2. Epidermisin katmanlari(Broughton ve ark., 2006)

2.2.2. Dermis

Dermiste hiicre aras1 destek dokusu ve fibroblast hiicreleri ile bunlarin arasinda
sinir, damar, lenfatik yapilar, ter ve yag bezleri, tirnak ve kil folikiilleri yer almaktadir.
Epidermis ile karsilagtirildiginda, ¢ok daha az sayida hiicre ve ¢ok daha fazla lif
bulunmaktadir. Dermisin ana hiicreleri fibroblastlardir ve yara iyilesme siirecinde
hiicreler arasi iletisimin gergeklesmesi i¢in gerekli olan VEGF, TGF, FGF gibi biiylime
faktorlerini salgilarlar (Lerman ve ark., 2003). Dermisin hiicre dis1 matriks dokusundan
sorumludur. Matriks yapisin1 kolajen, elastin ve retikiiler fiberler olusturmaktadir.
Dermiste viicut savunma sisteminin parcast olan makrofajlar, mast hiicreleri de
bulunmaktadir. Dermiste duyu sinirleri olan reseptorlerde bulunmaktadir. Merkel ve
Meissner cisimcikleri, Pacinian cisimcikleri (basing duyusu, viicut agirligint basina
anatomik alanlar ve genital bolgede daha yogun olarak bulunmaktadir) ve Ruffini

cisimcikleri (mekanik duyu) gibi. Dermiste kollajen derinin gerginligini saglamaktadir.



Elastin deriye elastikiyetini vermektedir. Bu ikisi dermisin fibriller destek dokusudur.
Fibriller disinda proteoglikanlar, glikoperoteinler, glikozaminoglikanlar, su ve
hyaluronik asit diger destek yapilaridir. Glikozaminoglikanlar, proteinlerin
proteoglikanlara baglanmis formlaridir. Proteinler kondrotin siilfat, dermatan siilfat,
keratin siilfat, heparan siilfat ve heparindir. Bunlar hiicrelerin birbirlerine tutunmasini,
hiicrelerin yer degistirmesini, hiicreler arasi iliskiyi diizenlemektedir (Broughton ve ark.,
2006).

Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii (VEGF): Yara iyilesmesinde endotelyal
hiicrelerin proliferasyonunu ve migrasyonunu uyararak anjiyogenezi gelistirmektedir
(Demir ve Seventekin, 2009).

Trombosit Kdkenli Biiylime Faktorii (PDGF): Makrofajlarin, fibroblastlarin ve
notrofillerin kemotaksisini; fibroblast ve diiz kas hiicrelerinin kemotaksisini ve
proliferasyonunu uyararak kollajenaz aktivitesini artirmaktadir (Kalay, 2011).

Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF): Endotel hiicre ¢cogalmasi, gog etmesi ve yeni
kan damari olusumunun uyarilmasindan sorumludur (Claus ve ark., 2004).

Endotelyal Biiyiime Faktorii (EGF): Epidermal keratinositlerin hiicre
dongiisiiniin ilerlemesini ve farklilagmasini saglar (Jost ve ark., 2000, Safari ve ark.,
2014).

2.2.3. Hipodermis

Hipodermis veya derinin subkiitandz tabakasi, derinin en alt katmanidir.
Viicuttaki lokalizasyona bagli olarak degisen kalinliklarda bir tabaka olusturan, gevsek
bag dokusu ve liposit yag hiicrelerinden meydana gelir. Damar ve sinir yoniinden ¢ok
zengindir. Is1 kaybim1 engelleme, travmalara karsi koruma gibi gorevler {istlenir

(Kierszenbaum, 2006).

2.3. Yara Tanim ve Cesitleri

Yara, cerrahi ya da travmatik nedenlerle canli dokunun anatomik ve fonksiyonel
biitiinliigliniin bozulmasidir. Doku travmasi sonucu olusan yaralanmada, organizma
kompleks ve koordineli sekilde seyreden, bir dizi yapilanma siirecine girerek iyilesmeyi
saglamaktadir (Kaltalioglu, 2012). Yaralar tiplerine ve etiyolojilerine gore akut ya da

kronik yara olmak {izere ikiye ayrilir.



2.3.1. Akut Yaralar
Gegici bir etkenin neden oldugu ve kabul edilebilir bir siirede iyilesen yaralardir

(Velnar ve ark., 2009). Akut yara tipleri; agik yara ve kapali yara seklindedir.

Acik Yaralar
Acik yaralar yaralamaya sebep olan etkenlere gore smiflandirilir. insizyon,
laserasyon, abrazyon, delici yaralar, penetrasyon yaralari, atesli silah yaralari, yaniklar

acik yaralara 6rnek olarak verilebilir.

Kapah Yaralar
Gozle goriliir herhangi bir belirti géstermeyen kapali yaralar; acik yaralardan
daha tehlikeli, travmanin etkisi daha biiyiiktiir ve ti¢ temel baslikta siniflandirilirlar.

Kontiizyon: Kiint bir travma sonucu subkutan dokularda hasar gelismesidir.

Hematom: Subkutan dokularda damarlarda gelisen hasar sonucunda deri altinda
kan birikimidir.

Ekimoz: Herhangi bir travma sonrasi deri altinda olan kanamanin viicut
tarafindan metabolize edilmesiyle olusan renk degisiklikleridir.

Ezilme: Dokulara ya ¢ok biiyiik miktarda bir giiciin kisa siirede, ya da daha az

bir giiciin uzun stire de uygulandigt durumlarda olusur.

2.3.2. Kronik Yaralar

Iyilesmesi zaman alan, iyilesmeyen veya tekrarlayan yaralardir. Genellikle
inflamatuar evrede uzama olur. Akut yaralarda anabolik ve katabolik fazlarda tam bir
denge varken, kronik yaralarda bu denge kaybolmustur ve katabolizma 6n plandadir
(Robert, 2004).

Kronik yara tanisi, yaranin iyilesme egilimi gostermemesi ile konur. Bir yaranin
kronikleserek iyilesmeyen yara haline gelmesinde, etyolojisinden bagimsiz olarak, iki
onemli neden vardir. Perfiizyonun bozulmast ile buna bagli doku hipoksisi ve bu durumun

kolaylastirdig1 yara infeksiyonudur (Bitto ve ark., 2008).
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2.4. Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi, inflamatuar hiicreleri, fibroblastlar, keratinositler ve endotelyal
hiicreleri gibi pek ¢ok hiicre tipinin hareketinin saglandigi birgok enzim ve biiylime
faktorlerini gerektiren ve sinyal yolaklarinin ileri derecede birbiriyle iliskilendirildigi
karmagik bir siirectir (Blakytny ve Jude, 2006). Dokularda meydana gelen yaralarin
iyilesme mekanizmalar1 bazi farkliliklar géstermesine ragmen, hepsinde ortak olan ve
bilinen klasik 6zellikler mevcuttur. Yara iyilesmesinde genellikle viicudun bozulan
biitlinliigiinii skar (yara izi) olarak adlandirilan fonksiyonel olmayan fibrotik bir yap1 ile
saglanir (Reimer ve ark., 2000; Geoffrey ve ark., 2008).Yara iyilesme siireci, i¢ ice
geemis hemostaz-enflamasyon, proliferasyon, matiirasyon-remodelasyon olmak {izere 3

evreye ayrilir.

2.4.1. Hemostaz ve Enflamasyon Evresi

Hemostaz evresinde (1-3 giin); damar hasar1 sonucu kanama olusunca refleks
olarak vazokonstriiksiyon olur (Nyugen ve ark., 2009).Yaralanmadan hemen sonra
pihtilasma reaksiyonu baslar (Broughton ve ark., 2006). Bolgeye gelen trombositlerden
ve zedelenmis olan hiicrelerden acgiga cikan pihtilasma faktorleri bir dizi reaksiyonlar
sonucu kan hiicreleri fibrin lifleri arasinda tutulur ve damar duvarindan agiga ¢ikan
kollejenler liflere yapisir ve trombosit tikact olusturarak hemostazi saglar. Olusan pihti;
fibrin, fibronektin, trombin, trombosit gibi kan proteinleri ile eritrosit ve 16kosit gibi
sekilli elementlerden olusur. Pihtiy1 olusturan bu faktorler sitokin ve bilylime faktorlerini
salgilarlar (Karasu ve Bakir, 2008; Broughton ve ark., 2006). Trombositlerin kollajenle
temasinda, kollajenin yapisinda bulunan prolin ve hidroksiprolin aminoasitleri
trombositleri aktive eder, aktive olan trombositler ise graniillerinde bulunan trombosit
kokenli biiyiime faktorii (PDGF), transforme edici biliylime faktori-f (TGF-B),
transforme edici biiylime faktorii-o (TGF-a), temel fibroblast biiylime faktorii (bFGF),
instiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1), vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF),
trombosit faktor IV, fibronektin, serotonin, trombosit aktive edici faktor (PAF),
adenozindifosfat, tromboksan A2, fibrinojen, VonWillebrand faktér ve trombozpondin
gibi faktorler ile timdr nekroz faktorii-alfa (TNF-a) ve interlokin-1 (IL-1) gibi sitokinleri
salgilar (Arslan, 2003; Chin ve ark., 2005). Dolasimdan yaraya hiicre kemotaksisi,
sitokinlerin ve biiyiime hormonlarinin yerel olarak aciga c¢ikmasi ve hiicre gociliniin

aktivasyonu olan enflamasyon siirecini baglatir. ilk 24 saat i¢inde yarada nétrofiller hakim
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olur ve inflamasyonun erken fazinda baskin olan hiicrelerdir. Néotrofillerin yara
yiizeyindeki ana gorevi, bakterilerin fagositozunu yapmak ve proteaz salinimiyla
travmadan zarar géren hiicre kalintilarin1 yara bolgesinden temizlemektir (Gurtner ve
Geoffrey, 2007; Joan ve ark., 2003; Paul ve ark., 2007). 24-48 saat sonra yarada hakim
olan hiicreler makrofajlardir. Makrofajlarin yara iyilesmesindeki temel gorevleri
fagositoz ve antimikrobiyal etki, hiicre proliferasyonu, matriks sentezi ve anjiogenezdir.
Makrofajlar yara tamiri i¢in gerekli olan tek inflamatuar hiicre tipidir. Makrofajlarin
salgiladig1; proteazlar, kemotaktik faktorler, arasidonik asit metabolitleri, reaktif oksijen
metabolitleri, kompleman bilesenleri, koagiilasyon faktorleri, biiyiime destekleyici
faktorler ve sitokinler gibi molekiiller yara iyilesmesinde kilit rol oynayan molekiillerdir

(Anderson, 2001).

Yarsg

lanma

epidermis |
dermis
|~ Fibroblast
hipodermis 7 \ \ :
L Kan damarlarn  Nétrofil - Platelet Kollajen

HEMOSTAZ

Sekil 3.Yara iyilesmesi. Hemostaz-enflamasyon fazi (Broughton ve ark., 2006)

2.4.2. Proliferasyon Evresi

Proliferasyon evresi fibroblast gocii, kollajen sentezi, anjiyogenezis ve
epitelizasyonu kapsamaktadir. Hiicresel aktivite baskindir ve fibroblastlar en 6nemli
hiicre grubudur (Kurt, 2003). Fibroblastlarin iyilesme siirecindeki temel goérevleri yara
onarimini saglamak, bag dokusunun temel bilesenlerinden olan kollajen, elastin, retikiilin
liflerini sentezlemek ve proteoglikan iretmektir (Broughton ve ark., 2006).
Fibroblastlarin proliferasyonundan, trombosit ve makrofajlardan salinan biiylime
faktorleri ile sitokinler sorumludurlar. Fibroblastlar, hyaluronik asit, proteoglikan tip | ve

tip 111 prokolajen gibi ekstraseliile rmatriks proteini sentezlemede gorev alirlar (Velnar ve

12



ark., 2009). Fibroblastlar 2. haftada yara kontraksiyonunda gorev almak {izere
miyofibroblastlara dontisiirler (Leong ve Phillips, 2004). Myofibroblastlar yara
kenarlarini bir araya ¢ekerek yaranin boyutunu azaltmaya calisirlar. (Myers, 2004).Yara
lyilesmesinin 3. veya 5. giinii arasinda graniilasyon dokusu olusmaya baslar (Enoch ve
Leaper, 2007).Graniilasyon dokusunun gelisimi ile es zamanli olarak yara kontraksiyonu
gerceklesir (Broughton ve ark., 2006). Yara kontraksiyonu yara kapanmasinin
gerceklesmesi amaciyla yara kenarlarinin yara merkezine dogru hareketi olarak
tamimlanmistir (Guo ve Dipietro, 2010). Graniilasyon dokusunun gelisimi yeni kapiller
damar olusumu siireci olan anjiogenezis ile karakterizedir. Anjiyogenezis sonrasi yara
bolgesinde kan akimi artar. Boylelikle inflamatuar hiicrelerin birbiri ile etkilesimi ve kan
damar1 endotelyal bazal membranindan gegisleri miimkiin olur. Bu dénemde kollajen
iireten fibroblastlarin yara kenarindan yaraya goc¢ etmeleri ve kollajenin sentezi ve
birikimi gergeklesir (Verderio ve ark., 2004). Olusan kollajen sayesinde deri yeniden

elastikiyetini ve direncini kazanmaktadir (Diegelmann ve Evans, 2004).

Epitel hiicrel

Yeni kan damarla

//’ \ \
Monositler .\Ia\lkrofajlar Graniilasyon doku
PROLIFERASYON

Sekil 4.Yara iyilesmesi. Proliferasyon fazi (Broughton ve ark., 2006)

2.4.3. Matiirasyon ve Remodelasyon Evresi
Iyilesmenin 3. haftasi olarak baslayan bu evre haftalar hatta aylarca siirebilir (Li
ve ark., 2007). inflamatuar hiicreler ortamdan ayrilmaya baslayarak biiyiime faktorii

salgilayan hiicreler azalir ve iyilesen dokudaki kolajen igerigi, yaralanma sonrast 21.
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ginde maksimum diizeye ulasir (Ramasastry, 2005; Shah ve ark., 2012). Kolajen
molekiillerinin daha fazla kovalent olarak c¢apraz baglanmasi olay1r gerceklesir.
Iyilesmekte olan yaranin metabolik ihtiyac1 azaldigindan yogun kapiller ag1 gerilemeye
baslar. Kollajen molekiiler ¢capraz baglar ile skar dokusunun icerisine sabitlesir (Shetty
ve Bertolami, 2004). Bu evrede, hiicresel yogunlugu ve damarlanmasi fazla olan
graniilasyon dokusunun yerini skar dokusu almaya baslar. Iyilesmenin erken evresinde
olusan tip I kollajen yerini tip | kollajene birakir. Yara dokusunun gerilim direnci
giderek artar ve normal dokunun sahip oldugu orijinal direncin %80’ine ulasabilir (Sood

ve ark., 2012).

REMODELING

Sekil 5. Yara iyilesmesi. Matiirasyon ve remodelasyon fazi (Broughtonve ark., 2006)

2.5. Yara lyilesme Tipleri
Onarim zamanlarma ve iyilesmede yonlendirilmelerine gore yara tiplerini

primer iyilesme, sekonder iyilesme ve tersiyer iyilesme olarak gruplandirabilir.

2.5.1. Primer Iyilesme
Yara kapanmasinin en basit ve en hizli tipi olan primer yara iyilesmesi, temiz ve
diizglin kesilerek olusturulan yara kenarlarinin doku katmanlar1 karsilikli bir araya

getirilerek en az skar dokusuyla komplikasyonsuz iyilesmesidir (Arslan, 2003). Yara
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kenarlar fiziksel olarak yapigkan bantlar, biyolojik doku yapistiricilari, dikis ya da zimba
(stapler) ile tutturularak yapistirilir ve sadece onarilacak kiigtlik bir defekt birakilir (Myers,
2004). Sonug olarak, viicut biiyiik bir graniilasyon doku matriksi olusturmak zorunda
kalmaz ve onarim hizlanir. Yeni kan damarlar1 ve keratinositler arasinda azalan mesafe;
migrasyonu ve en aza indirilmis bakteriyal kontaminasyonu saglar. Kapatilan yara
boyunca arada kalan sinirli bosluk fibrin ile dolar. Yara kontraksiyonu cerrahi insizyonlar
gibi ¢izgisel yara boyunca en hizlidir ve yara kapanmasi daha fazladir. 24-48 saatte epitel
doku altta olusan ince skar dokusunu Orter. Primer yara iyilesmesinde yaralarin yara
gerilimi diigiik ve damarlanmast iyi olursa en iyi sekilde iyilesir. Cerrahi insizyonlara ek
olarak kagit kesikleri ve kii¢iik kutandz yaralarda primer iyilesmeyle iyilesir (Chen ve
Davidson, 2005).

2.5.2. Sekonder Iyilesme

Ameliyat yaralarinin iyilesmesi sekonder yara iyilesmesi ile olur. Yara alanini
doldurmak i¢in bir graniilasyon doku matriksinin olusmasi gereklidir (Myers, 2004).
Graniilasyon dokusu 2-3 hafta sonra yara kenarlar1 hizasina gelince {izeri epitelize olur
ve skar epiteli ile ortiiliir (Arslan, 2003). Sekonder yara iyilesmesinde yara kontraksiyonu
defekt boyutunun azaltilmasinda daha 6nemli bir rol oynar (Myers, 2004). Bu yaralarin
gerilme kuvveti daha diisiiktiir, travmaya daha az dayaniklidir ve kii¢iilme egilimindedir
(Nyugen ve ark., 2009). Fiziksel tedavi gerektiren yaralarin biiyiik bir kismi sekonder
iyilesmeyle iyilesir (Shah ve ark., 2012). Ameliyat sonras1 olusan enfeksiyonlu yaralarda,

iyilesmesi gecikmis yaralarda ve bazi hayvan isiriklarinda uygulanabilir.

2.5.3. Tersiyer Iyilesme (Gecikmis primer iyilesme)
Sekonder iyilesmeye birakilan yaranin sartlar1 uygun hale geldiginde siitiire
edilerek kapatilmasidir. Bu tip iyilesme sonunda primer kapamada ulasilan gerilme

kuvvetine esit degerler elde edilir (O'Dwyer, 2007).
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2.6. Propolis

Propolis; bal arilarinin, bitkilerin yaprak, c¢icek, filiz, tohum, tomurcuk gibi
herhangi bir bélgesinden topladiklari, 6zel re¢ine ve mumsu maddeleri tiikiiriik
enzimleriyle biyokimyasal olarak degisiklige ugratarak olusturdugu dogal bir arn

tirtiniidiir (Antonio ve ark., 2005).

Propolisin, insanlar tizerindeki olumlu etkileri ¢ok eski yillardan beri bilinmekte
ve halk arasinda kullanimi eski ¢aglara dayanmaktadir. ilk olarak M.O. 79-23 yillarinda
Roma’da biiyiik bir okul olan “PlinytheElder” da propolisin agr1 azaltici, yara iyilestirici
aktiviteleri tanimlanmistir. Propolis eski ¢aglarda Misirlilar tarafindan da bilinmekte ve
baz1 hastaliklarin tedavi edilmesinde, Olillerin mumyalanmasinda kullanilmaktaydi.
Yunanlilar ve Romalilar, propolisi deri apselerinin tedavisinde yiizyillar boyunca
kullanmiglardir. Yine Yunanlilar tarafindan inflamatuar hastaliklarda ve ateroskleroz
tedavisinde dogal bir antibiyotik olarak kullanilmistir (Castaldo ve Capasso, 2002).
Hipokrat (460-377 M.0O.) propolisin deri hastaliklari, iilser ve sindirim sistermi
rahatsizliklarinin tedavisinde kullanildigini belirtmistir. Afrika’da ise propolis ilag olarak
uzun zamandir kullanilmaktadir. 12. yilizyila ait Avrupa kayitlarinda, propolisin agiz,
bogaz enfeksiyonlar1 ve dis saglhigi i¢in kullanilan tibbi preperasyonlari tanimlanmaistir.
Propolisin eski zamanlara dayanan diger bir kullanim sekli vernik olarak kullanilmasidir.

Italya’da 17. yy.’da Stradivari, propolisi telli enstriimanlarm cilalanmasinda kullanmustir.

2.6.1. Propolisin Fiziko-Kimyasal Ozellikleri

Oda sicakliginda yar1 kat1 halde bulunur ve genellikle kdknar, ¢am, ladin, gibi
kozalakl1 agaclardan elde edilmesine ilaveten, mese, kavak, kestane gibi bir¢ok otsu ve
odunsu bitkiden de elde edilebilmektedir. Kovan i¢ yilizeyinin kaplanmasi, yarik ve
catlaklarin kapatilmasi, petek kenarlarinin onarilmasi, ¢esitli ar1 hastaliklarindan
koloninin korunmasinda, ve hastalik etmenlerinin Onlenmesinde, yaz sonunda
cergevelerin baglanmasi, kovan deliginin kiigiiltiilmesi, petek gozlerinin cilalanmasi gibi
cesitli amagclarla arilar tarafindan tiretilmektedir (Kumazawa ve ark., 2004; Kutluca ve
ark., 2008; Sforcin, 2007). Propolisin yapist, igerigi, rengi gibi fiziksel 6zellikleri elde
edildigi agaca, ¢igege, mevcut bitki Ortiisiine ve iklim kosullarima gore degisiklik
gosterebilmektedir (Silici ve Giiglii, 2010).10°C’nin altinda kirilgan, 15-25 °C arasinda
elastik yapidadir. 30°-40°C’de yumusak bir kivam alirken 80°C’de kismen
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eriyebilmektedir. Iliman iklimli bolgelerde propolis kahverengi, tropik alanlarda siyah,
Kiiba bolgesinde iiretilen propolisin ise menekse renginde oldugu ve saydam propolisin
bile elde edilebildigi cografik alanlar bulundugu gézlemlenmistir (Kutluca ve ark., 2006).
Propolis' in kimyasal bilesimi, cografi ve bitkisel kokenlerine 6nemli 6l¢iide bagimlidir.
Propolisin igeriginde 300’¢ yakin bilesik bulundugu ve bu bilesiklerin baglica
flavonoidler, fenolik asitler, terpenoidler, steroidler ve amino asitler oldugu tespit

edilmistir (Bankova ve ark., 2000).

Tablo 1. Propoliste bulunan baslica bilesenler (Korkmaz ve ark.'dan, 2002)

Bilesenler Ana Maddeler Miktar (%)

Regine Flavonoidler, Terpenler, Fenolik % 45-55
asitler ve esterler
Mum ve yag asitleri Arilardan veya bitkilerden mum, % 25-35

Bitkilerden ¢oklu doymamis yag

asitleri
Esansiyel yaglar Ugucu bilesenler % 10
Polen Eser elementler %5

Serbest amino asitler

Organik bilesikler ve mineral Laktonlar %5
maddeler Steroidler

Sekerler

Kinonlar

Genellikle %10 esansiyel yaglar, % 25-35 mum ve yag asitleri, % 45-55 re¢ine
ve aromatik yaglar, %5 polen ve %5 diger organik maddelerden olugmaktadir (Burdock,
1998). Propoliste ayrica degisik oranlarda mangan, ¢inko, bakir, nikel, kobalt, kalsiyum,
fosfor, potasyum, kiikiirt, sodyum, Kklor, demir, magnezyum, molibden, selenyum
minarelleri bulunmaktadir (Cantarelli ve ark., 2011). B1, B2, B6, C ve E vitamini ile
nikotinik ve pantotenikasiti igereren propolis Ozan (2006) serin, glikol, asparajin,
glutamik asit, alanin, triptofan, fenilalanin, sistin, lizin, histidin, arginin, prolin, trionin

gibi aminositleri de tasimaktadir (Bankova ve ark., 2000).
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Tablo 2. Propoliste belirlenen bilesik gruplari ve sayilari (Korkmaz ve ark., 2002).

Bilesikler TanimlananBilesik Sayis1
Flavanoidler 38
Hidroksiflavonlar 27
Hidroksiflavononlar 11
Kalkonlar 2
Benzoik Asit ve Tiirevleri 12
Alkoller, Ketonlar, Fenoller 8
Esterler 4
Asitler
Benzaldehit Tiirevleri 2
Sinamil ve Sinamik Asit ile tiirevleri 14
Heteroaromatik Bilesikler 12
Terpen ve Sekuterpen ve Tiirevler 7
Alifatik Hidrokarbonlar 6
Sekuterpen ve TriterpenHidrokarbonlar 11
Steroller ve SteroidHidrokarbonlar 6
Mineraller 22
Seker 7
Aminoasitler 24

Propolis;  krisin  (antimikrobiyal), apigenin  (antitiiméral),  Kkuersetin
(antitimoral), galangin (antifungal), pinosembrin (antibakteriyel), artepillin C
(antitiimoral), ferulik asit (antiviral), kafeik asit (antioksidan), kafeik asit fenetil ester
(antiinflamatuar) ve kumarik asit (antitimoral ve antiiilser) gibi fenolik bilesiklere
sahiptir (Akbulut, 2014; Bankova ve ark., 2000; Banskota ve ark., 2001). Icerdigi
flavonoidler, aromatik asitler, fenolik asitler ve esterlerinin farmakolojik aktiviteleri
sayesinde biyolojik polimerlere baglanma, agir metal iyonlarina baglanma, elektron
tasinmasini hizlandirma ve serbest radikalleri tutma gibi aktivite gosterebilmektedirler
(Silici ve Giiglii, 2010). Adenozintrifosfataz, siiksinatdehidrogenaz, glikoz-6 fosfataz ve
asit fosfataz gibi enzimler de yapisinda yer almaktadir (Yousef ve ark, 2010). Kafeik asit
fenetil ester (CAPE); Avrupa, Asya ve Amerika propolisinde bulunan énemli bir bilesiktir
(Omene ve ark., 2013). Regineli yapida olmasi fenolik bilesikleri 6n plana ¢ikarmaktadir.
Agag yapraklarinin tomurcuklarindan elde edilen recineye balmumu ve bal arilarinin

tikiiriik  enzimlerinden gelen glukosidaz enziminin etkisiyle yapis1 degiskenlik
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gostermektedir. Ham olarak tiiketilmesi tavsiye edilmediginden propolisin ekstraksiyonu
yapilir. Bunun i¢in yaygin olarak kullanilan yontemler; evaporasyon, vakum distilasyon,
membran konsantrasyon ve liyofilizasyondur (Mello ve ark., 2010). Diinyada en yaygin
propolis ekstraksiyonunda solvent (¢0ziicii) olarak etilalkol kullanilmaktadir. Bilimsel
calismalarda kullanilan propolisin biiylik ¢cogunlugu etil alkol ekstraksiyonu ile elde
edilen {iirlin ile yapilan ¢aligmalardir. Propolisin etanolik ekstrakti su ekstraktina gore
daha fazla fenolik asit ve polar bilesik icermektedir (Pietta ve ark.,2002). Diinyada hem
ticari hem de bilimsel amagla tercih edilen propolisin 6ziitii %98- %60 etil alkol ile
hazirlanmaktadir. Propolisin %601k, %70'lik, %80 'lik olmak {izere farkli
konsantrasyonlarda su ve etanol kullanilarak hazirlanan 6ziitlerin HPLC ile kimyasal
yapisinin karsilagtirildigir bir arastirmada %60 ve %80 etanol ekstrakti mikrobiyal
gelisimi giiclii bir sekilde inhibe ederken %80 etanolik ekstrak en yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip bulunmus ve hyaluronidaz aktivitesini gii¢lii bir sekilde inhibe etmistir
(Park ve lkegaki, 1998). Propolisin tiim bu 6zellikleri 1960 yillarinda bilimadamlarinin
dikkatini ¢ekmis ve pek¢ok arastirmaci propolisin kimyasal kompozisyonu, biyolojik
aktivitesi, farmakolojik ve tedavi edici 6zellikleri lizerine ¢alismalar yapmustir. Propolis
ile 1ilgili ilk c¢aligmalar Ghisalberti tarafindan 1978 yilinda yaymlanmistir. Bu
calismalardan 20 y1l sonra propolisin biyolojik aktivitesi ve kimyasal yapisina ait detayli
bilgiler ortaya konulmustur. Propolis genis bir biyolojik ve kimyasal aktivite yelpazesine

sahiptir.

2.6.2. Propolisin Biyolojik Ozellikleri

Propolisin antimikrobiyal etkisinin hiicre zar1 gegirgenligini arttirmasi ve bakteri
motilitesini inhibe etmesi sayesinde gergeklestigi disiiniilmektedir. Propolisin
laboratuvar ortaminda cesitli bakteri suslarina karsi etkili oldugu rapor edilmistir
(Marcucci, 1995). Ayrica bakterinin i¢ membraninin iyon gegirgenliginin etkilenmesi
sonucu membran potansiyelini bozarak bakterinin enerji ihtiyacin1 karsilamasini
engelleyebilir (Sforcin, 2007). Antiviral aktivite 6zellikle flavonoid ve aromatik asit
tiirevleriyle iligkilendirilmistir. Antiviral 6zellik gosterebildigi gibi propolisin antifungal
ve antiparazitik etkinlik gosterdigine dair veriler mevcuttur (Coskun, 2006). Propolisin
antitimoral etkisinin ortaya konuldugu calismalarda apoptoz indiiksiyonu, hiicre
siklusunun aresti, matriks metalloproteinaz inhibisyonu ve anjiyogenezi engellemesi ile

iligkilendirilmistir (Kutluca ve ark., 2006). Propolisin cerrahi miidahalelerde tibbi mum
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yerine, savaslarda yara ve dokularin iyilestirilmesinde vazelinle karistirilarak merhem
olarak kullanildig1 bildirilmektedir (Kartal ve ark., 2003). Propolisin zeytinyag1 ekstrakti
ile ilgili yapilan klinik bir arastirmada ise bal- propolis zeytinyagi ekstrakti ve
balmumunun topikal uygulamasinin oral mukozit iizerine etkili oldugu kanitlanmistir
(Abdulrahman ve ark. 2012). Propolisin kronik yaralardan olan diyabetik yaralarda
kullanimi son zamanlarda 6nem kazanmistir. Propolisten iiretilen merhemler diyabetik
yara tedavisi i¢in yeni antidiyabetik yara bilesiklerine, bir kaynak olarak arastirilmaktadir.

McLennan ve ark. (2008) sican modelinde propolisin antienflamatuar etkinligi
sayesinde diyabetik yara iyilesmesine olumlu yonde katkisi oldugunu gdstermislerdir.
Jacob ve ark.(2015) iki farkli propolis ¢esidinin bagdoku fibroblastlari tizerine etkisini
karsilastirmistir. Terapotik verimlilik, yara matriksindeki tip I ve tip II kollajenin
ekspresyonun ve yikiminin Kkantitatif ve kalitatif olarak degerlendirilmesiyle
dogrulanmistir ve propolisin reepitelizasyon i¢in uygun bir biyokimyasal ortam
hazirladig1 sonucuna varilmistir. Bagka bir calismada ise tropikal propolis uygulamasinin
diyabetik yara  iyilesmesinde transforme edici biiylime faktorii-beta/ SMAD
sinyalizasyonunu arttirarak tip I kollajen ekspresyonunu ve depozisyonunu giiclendirdigi
ve enflamasyonu baskiladig1 gosterilmistir (Hozzein ve ark., 2015). Yapilan bir klinik
calismada diyabete sekonder gelisen ayak iilserlerinde topikal propolis kullaniminin
iilserasyon alanini kii¢iilttigli ve yara iyilesme siirecine olumlu katkida bulundugu
bildirilmistir (Afkhamizadeh ve ark., 2018). Pek ¢ok arastirma propolisin dermatolojik
tedavilerde etkili bir ajan oldugunu gostermektedir (Castaldo ve Capasso 2002;
Marcucci, 1995;Banskota ve ark., 2001; Sosa ve ark., 2007).

Propolisin antienflamatuar etkisine biiyiik oranda kafeik asit fenetil esterinin
katkida bulundugu 6ne siiriilmiistiir (Rossi ve ark., 2002). Yine antioksidatif etkileri
nedeniyle enflamasyonu azaltici etkisi oldugu diisiiniilmektedir (Banskota ve ark., 2001).
Propolisin bir diger 6nemli bileseni sinamik asit ve tiirevleri gram pozitif (+) ve gram
negatif (-) bakterilere kars1 giliglii antibiyotik Ozellik gostererek yaralarin
tyilestirilmesinde olumlu sonuclar verdigi ortaya konulmustur (Hepsen ve ark., 1996;
Sforcin, 2007). Ayn sekilde gé¢ etmis olan hiicrelerin yara bolgesinden geri ¢ekilmesini
engelledigi i¢in yangi evresinin uzamasina sebep olur (Jacob ve ark., 2015). Pek ¢ok
arastirma sonuglarinda propolisin diyabetik yaralarin iyilesmesini arttirdig1 gosterilmistir

(Lotfy ve ark., 2006; McLennan ve ark., 2008; Kazancioglu ve ark., 2015).
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Hozzein ve ark. (2015) diyabetik fare modelinde, propolis kullaniminin hem
yaranin kapanmasint hem de kollajen {iretimini tedavi edilmemis farelere kiyasla anlamli
derecede arttirdigimi gosterdikleri c¢alismast mevcuttur. Propolis uygulamasi, yara
lyilesmesinin ve inflamatuvar sitokinlerin énemli diizenleyicileri olan MMP9 (matris
metalloproteinaz 9) ve TGF-f 1 (transfer biiyiime faktorii f 1) seviyesini diigtirdiigii rapor
edilmistir. Benzer ¢aligmalardan bal, ar1 siitii ve zeytinyagi-propolis 6zii karisimi iceren
kremin diyabetik sigan yaralarinda uygulanmasmin diyabetik ve diyabetik olmayan
siganlarda yaralarin iyilesmesini ve onarimint Onemli Olgiide arttirdigi ortaya
koyulmustur (Rashidi ve ark., 2016).Yine diyabetik siganlarda, propolis, dermazin ve
propolis-dermazinmerhem karisimi yanik yarasi lizerinde uygulanarak tedavi etkisi ve
ayni yarada bakteri koloni sayimi arastirilmistir. Tedavi sonrast yanik yarasit onarimi
degerlendirilmis, bakteri koloni sayim1 yapilmistir. Burada, propolis-dermazin karigimi
ile tedavi edilen siganlarda, calisilan tiim giinlerde bakilan koloni sayisi tiim gruplara

kiyasla azaldig1 gozlemlenmistir (Ahmed ve ark., 2011).

2.7. Deneysel Diyabet ve Streptozotosin

Diyabeti daha kapsamli arastirmak i¢in bir¢ok bilimsel ¢alisma yapilmakta ve
diyabetik hayvan modelleri siklikla tercih edilmektedir.

Deneysel ¢alismalarda kullanilan ¢esitli ilaglar ve kimyasallar, diyabete neden
olur. Streptozotosin ve Alloksan bu amagla kullanilan diyabetojenik ajanlardir ve hiicre
yikimu ile insanlardaki Tip I Diyabet’e benzer sekilde diyabet olustururlar (Oztiirk ve ark.,
2002).

1960 yilinda Streptomyces achromogenes kiiltiirtinden ekstre edilen bir glikoz
analogu bulunmustur (Takada ve ark.,2007). Kimyasal adi 2-Deoksi-2-(3—Metil-3-
Nitrozotiiredio)-D-Glikopiranoz olan STZ, diyabetojenik Ozellikleri olan genis
spektrumlu bir antibiyotiktir Molekiil agirligi 265 kDa’dir. Pankreasin beta hiicrelerine
GLUT?2 araciligiyla alinarak B hiicrelerinin bloke olmasina sebep olmakta bu durumun
sonucu olarak insiiliin sentezi ve sekresyonunu inhibe etmektedir (Szhudelski 2001;
Kanter ve ark. 2006).

Streptozotosinin diyabette yara iyilesmesine daha az zarar verdigi ve eriskindeki
diyabeti daha iyi karakterize ettigi bildirilmistir (Greenwald ve ark.,1993). Farkli
dozlarda ve farkli uygulamalarla degisik diyabet modelleri olusturulabilmektedir (Vardi
ve ark, 2003). STZ agik sar1 renkte, suda ve alkolde ¢6zilinebilen bir maddedir. Ph 4,5’da
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¢Oziiniip stabil kalmakta, bu pH’in disinda pargalanmaktadir. Kan glikoz degerini en
yiiksek diizeye ¢ikaran STZ dozu 60-65 mg/kg’dir (Bolzan ve Bianchi, 2002).

Bazi literatiir ¢calismalarinda 60 mg/kg streptozotosin kullanilirken (Sidhu ve
ark., 1999), bir kisminda da 70 mg/kg streptozotosin intraperitoneal olarak uygulanmistir
(Chithra ve ark., 1998). Calismamizda 50 mg/kg dozda streptozotosinin 0.1 M sitratta pH
4,5 iken intraperitoneal olarak uygulanmasinin ratlar1 diyabetik yapmaya yettigi

gozlemlendi ve ¢alismamiz bu dozda gergeklestirildi.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Cahsmada Kullamilan Kimyasal Maddeler

Streptozotosin (CgH1sN3O7, Sigma- Aldrich). ELISA hazir kitler PDGF, EGF,
FGF, VEGF biiyliime faktorleri (Shanghai, Cin). NaHPO4 (Disodyum fosfat), NaCl,
(Sodyum kloriir), NaH2PO4 (Monosodyum fosfat), CeHsNasO7 (Sodyum sitrat), CsHsO~
(Sitrik asit), Etil alkol, Vazelin, Madecassol ticari merhem, Devapen, Carprofen,
Folmaldehit, Xylazine, Ketamine (Ketamin HCL, Ketalar, EWL Eczacibasi Warner
Lambert ilag¢ Sanayi ve Ticaret A.S. Istanbul), Eosin boya.

3.2. Kullanilan Cihaz ve Ekipmanlar

Calismada gerekli olan tiim ekipmanlar fakiiltemizin Biyokimya Anabilim Dali
laboratuvarinda mevcut olup bunlardan vorteks, santrifiij, sicak su banyosu, evaporator,
distile su cihazi, derin dondurucu (-20°C), otomatik pipetler, analitik terazi, pH metre,
homojenizator, edtali tiipler, mikro ELISA cihazi, otoanalizor biyokimya cihazi

(Biosistem A25, Ispanya), eppendorf tiipler kullanilmistir.

3.3. Materyal Temini:

Bu calisma Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Etik Kurulunun 15.06.2016
tarih ve 2016/436 karar numarali izni ile, Universitemiz Deney Hayvanlar1 Arastirma
Merkezinde (DEHAM) agirliklar1 400- 500 gr arasinda degisen toplam 48 adet erkek
Wistar albino rat tizerinde gergeklestirildi.

Hayvan materyali olan ratlarin birbirlerine zarar vermemeleri i¢in ayri ayri
standart kafeslerde (polietilen) tutuldu ve ad libitum olarak pellet sigan yemi ile beslendi.
Ratlar i¢in ideal olan %60 rolatif nem oranina ve 20-24 °C ortam sicakliga sahip
odalarda barindirilarak merkezi havalandirma ile hava sirkiilasyonu saglandi. Dogal
gece/giindiiz dongiisii olan 12 saat gece/12 saat gilindiiz uygulamasi yapildi.

[lag materyali olan Propolis, Dogu Anadolu bdlgesinden kirliligin ve
kontaminasyonun olmadigi yorelerden temin edildi. -20 °C de dondurulmus olan dogal
propolis lriinii rendelendi. Rendelenen propolis degirmende toz haline getirildi. %65
etanolde ¢ozdiiriilen propolis vortekslendikten sonra 45°C de c¢alkanarak 24 saat inkiibe
edildi. Siire sonunda whatman 1 filtre kagidi iginden siiziilerek elde edilen siispansiyon
bir doner vakum evaporatorii kullanilarak c¢oziiciiniin buharlastirilmas: saglandi ve

takiben liyofilizasyona tabi tutuldu ve kuru maddenin ortaya ¢ikarilmasi saglanmis oldu.
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Bal 0Orneginin se¢imi ise Tiirkiye’nin cesitli bolgelerinden topladigimiz 70 bal
numunesinin biyokimyasal analizler sonucu toplam fenolik asit, total flavonoik madde ve

antioksidan diizeyi en yiiksek olanlardan segilmistir ve ¢alismada kullanilmistir.

3.4. Propolis merheminin hazirlanmasi:

Propolis merheminin hazirlanmasi: Hazirlanan 3 kisim propolis ekstrakti +2
kisim vazelin+1 kisim su karisimi hazirlandi (Han ve ark.,2005).

Propolis+ bal merheminin hazirlanmasi: Hazirlanan propolis ekstraktr 3

kisim +2 kisim bal+1 kisim vazelin karigimi hazirlandi (Santos ve ark.,2008).

3.5. Streptozosinin (STZ) uygulamaya hazir hale getirilmesi

Streptozosin, 1 g’lik ambalajlar seklinde temin edildi. Tampon c¢ozeltisinde
molekiil agirligi 294,10 g/mol olan sodyum sitrat ve molekiil agirhigi 210,14 g/mol olan
sitrik asit kullanildi. 0,01 M, pH: 4,5 olan Sitrat tampon hazirlamak i¢in 0,68 gr Sitrik
asid monohidrat + 0,51 gr Sodyum sitrat tribasik 500 ml distile suda ¢oziilerek, pH:4,5
olacak sekilde ayarlandi (Jaouhari ve ark., 2000; Ventura-Sobrevilla ve ark., 2011).

3.6. Diyabet Modelinin Olusturulmasi

Diyabet olusturmak i¢in 20 mM sodyum sitrat tamponu (pH: 4.5) icerisinde taze
olarak hazirlanmis streptozotosin (STZ) ¢ozeltisi 50 mg/kg olacak sekilde (tek doz)
periton igi yolla ratlara enjekte edilerek diyabet olusturuldu.

STZ enjeksiyonundan 3 giin sonra ratlarin kuyruk venasindan enjektor ile delme
yontemi kullanilarak bir damla kan ile glikoz diizeyi dl¢iilerek diabetes mellitus olusumu
kontrol edildi, Accu-check glukometre cihazi (Roche) ve accu-check nano kan stripleri
(Roche) ile ratlarin kan glikoz seviyeleri 6l¢iildii (Freckmann ve ark., 2012). Kan glikoz
diizeyleri 200 mg/dI’nin iizerinde olanlar diyabetik olarak kabul edildi. Normal deger

sinirlari igerisinde olanlar ise ¢alismadan ¢ikartildi.
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Sekil 6. Ratlarin kuyruktan alinan kan ile glikoz seviyelerinin dl¢iimii

3.7. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

400-500 g agirhigindaki 48 adet Wistar Albino erkek ratlarin dahil oldugu
calismamizda biitlin gruplarda yara olusturulmustur. DM'siz yara olusturulan 9 rat (V.
grup) ve diyabetli yaraya vazelin uygulanan 9 rat (IV. grup), hepsi DM'li propolis
merhemi uygulanan 10 rat (I. grup), propolis+bal uygulanan 10 rat (Il. grup), ve
madecassol yara merhemi uygulanan 10 rat (I1l. grup) olmak tizere deney gruplarimiz

olusturuldu. Gruplar asagida siniflandirilmistr.

Deney gruplar:

I. Deney grubu: DM olusturuldu ve yaraya hazirlanmig propolis merhemi
uygulandi (10 rat)

I1. Deney grubu: DM olusturuldu ve yaraya bal + propolis merhemi uygulandi
(10 rat)

I11. Deney grubu: DM olusturuldu ve yaraya Centella Asiatica igeren ticari
merhem (madecassol pomad) uygulandi (10 rat).

IV. Deney grubu: DM ile beraber yara olusturuldu ve sadece vazelin
uygulayarak tedavi yapildi (9 rat).

V. Deney grubu: DM olusturulmadan yara olusturuldu ve sadece serum

fizyolojik ile tedavi yapildi (9 rat).
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Tablo 3. Deney gruplarindaki rat sayilari

I. DENEY Il. DENEY I1l. DENEY I\VV. DENEY V. DENEY
GRUBU GRUBU GRUBU GRUBU GRUBU
DM DM olusturuldu+ DM olusturuldu+ DM DM yok+
olusturuldu+  Yara olusturuldu+  Yara olusturuldu+ olusturuldu+ Yara olusturuldu +
Yara propolis bal madecassol Yara Serum fizyolojik ile
olusturuldu+ merhemi ile merhemi ile olusturuldu + tedavi edildi.
propolis tedavi edildi tedavi edildi. Vazelin ile (9 rat)
merhemi ile (10 rat) (10 rat) tedavi edildi.
tedavi edildi (9 rat)
(10 rat)

3.8. Ratlarda Yara Olusturulmasi
Ratlara 7mg/kg xylazine ve 40mg/kg ketamine (IP) enjekte edilerek sistemik

anestezi altina alindi. Ratlarin anestezi uygulamasini takiben sirt tiiyleri trag makinesi ile

deriye hasar vermemeye 6zen gosterilerek tiraslandi. Ratlar yiiz iistii pozisyonda tespit

edildi ve cerrahi alan temizligi yapildi. Columna vertebralisin sirtta {ist dorsal kisminda

2.5 cm x 2.5 cm boyutunda bisturi ile ensize edilerek yara iyilesme ¢alismalarinda

kullanilan bir model olan (Galiano ve ark., 2004; Dorsett-Martin 2004) acik yara modeli
olusturuldu (Sekil 7).

Sekil 7. Anestezi sonrasi yara olusturulmasi
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3.9. Calisma ve Kontrol Gruplarinda Yarada Merhem Uygulamalar

Yara olusumunu takiben merhemler tiim yara yiizeyini kapatacak sekilde
uygulanarak giin asir1 tekrarlandi. Yara yiizeyleri serum fizyolojik ve sargi bezi ile
temizlenerek kremler uygulandi. Postoperatif olarak ratlara agriyr engellemek igin
Carprofen (TOPKIM-Topkap1 Ilag Premiks San. ve Tic. A.S.) Smg/kg agr kesici ve
Devapen (Deva Holding) antibiyotik 2 mg/kg IM 1 hafta boyunca uygulandi.

Operasyondan hemen sonra baslayip sakrifiye edildikleri 21. giine kadar
(glinasir) yaralara ince bir tabaka halinde kremler siiriildii. Yara bolgeleri ortiilmeden
takip edildi. Yara bolgelerine giin asir1 birer kez propolis, propolis merhem, madecassol,
vazelin ve serum fizyolojik uygulanan hayvan gruplari 21 giin boyunca tedavi gordii. Her
hafta gruplardan rastgele rat secilerek kan glikoz seviyeleri ve agirliklar: 6l¢iildii.

STZ verildikten birkag¢ giin sonra propolis grubundan 1 hayvan Olmiistiir.
Madecassol grubunda yara olusumundan sonra 1 rat uyanamamistir. Takip edilen
giinlerde diyabet, anestezi etkisi, yarada enfeksiyon ve asir1 kilo kaybi nedeni ile propolis
grubunda n=8, propolis+bal grubu n=7, madecassol n=7, vazelin grubu n=6, SF grubu

n=6 rat sayilari ile calisma sonlandirilmistir.

3.10. Sakrifikasyon Yontemi

Calisma sonlandirilacagi giin biyokimyasal analizlerde kullanmak {izere kalbin
punksiyonu ile intrakardiyak kan alim1 yapildi. Intraperitoneal sodyum pentobarbiton (40
mg /kg) enjeksiyonu ile ratlar sakrifiye edildi (Bayram ve ark., 2011). Alinan kan
ornekleri santrifiij edildi ve calismada yapilacak olan biyokimyasal analizlerde
kullanilmak iizere -80° C’de saklandi. Patolojik analizler i¢in kesi alanindan insizyon
hattin1 ortalayacak sekilde yaklasik 1x1 cm’lik tam kat alinan doku ornekleri serum
fizyoloji ile yikanarak %10'luk tamponlu formaldehitte fikse edildi ve alkol serilerinden

gecirilerek parafin bloklama iglemi yapildi.

3.11. incelenecek Parametreler

Incelenecek parametreler arasinda histopatolojik olarak dokuda enflamasyon,
proliferasyon (fibroblast sayisi, kollajen miktar1), anjiogenez ve epitelizasyon degerleri
ele alindi. Biyokimyasal testlerden; alinan kan numuneleri santrifiij edilerek serumda
Aspartat aminotransferaz (AST), Alanin aminotransferaz (ALT), Alkalen fosfataz (ALP),
Total Protein, Kreatinin kinaz (CK), Yiiksek yogunluklu lipoprotein HDL, Kreatinin,
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Kolesterol, Trigliserid, Glikoz parametreleri otoanalizér cihazinda (Biosistem A25,
Ispanya) spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Dokuda biiyiime faktdrleri icin ELISA hazir
kitler kullanildi.

3.11.1. Histopatolojik Inceleme

Yarali alandan alinan doku Ornekleri histolojik yontemler kullanilarak takip
edildi. %10’luk tamponlu formaldehit icinde fikse edildikten sonra, dokudaki suyu
uzaklastirmak amaciyla sira ile %70, %90, %96, %100 alkol serilerinden gegirildi ve
saydamlastirma islemi toluol ile yapildi. Dokularin kesite hazirlanmasi igin etiivde sivi
parafinde bekletildi sonra parafin blok i¢ine gdomiildii. Mikrotom ile 4 mikronluk seri
kesitler alindi. Alinan kesitler 37°C’de bir gece bekletilerek dokularin lamlara
yapigmalar saglandi. Kesitler boyandi. Kesitler arastirma mikroskobunda inflamasyon,
damar proliferasyonu, fibrozis ve yiizeyin kapanmasi parametreleri yoniinden incelenerek

kamerada fotograflandi.

3.11.2. Biyokimyasal Inceleme
Calisma sonunda ALP, AST, ALT, Kolesterol, HDL, Trigliserid, Kreatinin,
Total Protein, Kreatinin kinaz ve Glikoz diizeyleri 6l¢iimii yapilmistir. Kalpten alinan kan

orneklerinden santrifiij edilerek elde edilen serumda, biyokimya testleri ¢aligildi.

3.11.3. Deri Materyalinin ELISA Analizleri i¢cin Hazirlanmasi
Calismamizda SunRed Rat PlateletDerived Growth factor (PDGF, EGF,
VEGF, FGF) diizeylerinin 6l¢timlerinde ELISA hazir kitleri kullanilmstir.

Numunelerin hazirlanmasi ve extraksiyon

Doku kiiltir o6rnekleri fosfat tamponunda c¢ozdiiriilerek siipernatant kismi
alimmak  {izere santrifiij edildi. Fosfat tamponu hazirlamak igin; 2.898 gr
NazHPOQOg4, 8.1 gr NaCl, 0.192 gr NaH2POastartilarak bir miktar saf suda ¢ozdiiriildii.
Manyetik karigtiricida  ¢ozilinlinceye kadar karistirildi. Daha  sonra 1000ml’ye
tamamlanarak pH 7,4 ‘e ayarlandi. Dokular tek tek tartilarak agirliklarinin 10 kati1 kadar
fosfat tamponu ile muamele edilip homojenizator ile dokularin par¢alanmasi saglandi.
3000 rpm 10 dk santrifiij edilen numunelerin siipernatant kismi alinarak ELISA Kit

prosediirleri kullanimina hazir hale getirildi.
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Test prosediirii

Tetkikler ticari kitin nerdigi prosediire uygun sekilde yapildi. Oncelikle biitiin
ticari kit igerigi teste baslamadan 1 saat 6nce oda sicakliginda (yaklasik 24° C) tutuldu.
Bu siire sonunda derin dondurucudan alinarak oda 1sisma  getirilmis
olan ependorf tiiplerindeki supernatantlar alinip, posetinden ¢ikartilan ve
isaretlenen mikropleytin her bir kuyucuguna bir ornek olacak sekilde
40 ul duplicate olarak konuldu. Standart diliisyon hazirlamak igin 5 deney tiipiine
120 pl standart diluent ve 120 ul orijinal ~ standart 5. Tiipe konarak  diger
tiiplerde dilue edilerek kullanildi. Her kitin standart soliisyonu farkli olup test igerigine

gore diliisyonlar1 hazirlandi.

Pleytinbos  kuyusuna (blank well) inkiibasyondan 6nce  bos  birakildu.
Standart kuyucuklarina 50 pl standart ve Streptavidin-HRP 50 pl eklendi.
Test kuyucuklarina ise 40 pl numune, 10 ul Biotin ve 50 ul Streptavidin-HRP eklendi.

Test pleytinin kapagi kapatilarak inkiibatorde 1 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda prosediirde dnerildigi sekilde hazirlanan yikama soliisyonu
her kuyucuga esit miktarda ilave edilerek 5 kez yikama yapildi. Her bir yikama
asamasinda hafif¢e ¢alkalanan pleyt icerigi bosaltildi. Daha sonra pleyt bir kagit haviu
lizerine ters ¢evrilerek baglanmayan test materyalinin ortamdan uzaklastirilmasi saglandi.

Ardindan, kromojen soliisyonu A ve B her bir géze 50ul ilave edildi. Test pleyti,
karanlik ortamdal0 dakika siireile tekrar inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda, her bir géze 50ul stop soliisyonu ilave edilerek reaksiyonun durdurulmasi
saglandi. ELISA okuyucusu ile 450 nm dalga boyunda elde edilen OD degerleri kit

prosediiriinde bulunan formiile gére degerlendirilerek sonuglar yorumlandi.

3.12. istatistiksel Yontem

Caligsmanin istatistiksel analizleri R 3.1.2. paket programinda yapilmistir.

Calismada yer alan nicel degigkenlere ait tanimlayici dl¢iiler medyan, minimum
ve maksimum degerleriyle gosterilmistir. Degiskenlerin normal dagilimina uygunlugu
Shapiro Wilk testi ile incelenmistir. Degiskenlerin 5 grup arasi karsilastirmalarinda
Kruskal Wallis testi kullamilmustir. Ikili alt grup karsilastirmalarinda Bonferonni
Diizeltmeli Mann Whitney U testi kullanilmistir. Calismadaki tiim istatistiksel analizlerde

p<0,05'in altindaki sonuglar anlamli kabul edilmistir.
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ELISA testleri i¢in {izerinde durulan ozelliklerden siirekli degiskenler igin
tanimlayict istatistikler; Ortalama, Standart Sapma, Minimum ve Maksimum degerler
olarak ifade edilirken, kategorik degiskenler sayi olarak ifade edilmistir. Siirekli
degiskenler bakimindan grup ortalamalarini karsilastirmada Tek yonlii Varyans analizi
yaptlmistir. Varyans analizini takiben farkli gruplar1 belirlemede Duncan c¢oklu
karsilagtirma testi kullanilmistir. Gruplar ile Kategorik degiskenler arasindaki iligkiyi
belirlemede ise Kruskal Wallis testi yapilmistir. Hesaplamalarda istatistik anlamlilik
diizeyi %5 olarak alinmis ve hesaplamalar i¢in SPSS istatistik paket programi

kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Gozlem:

Deneysel olarak yara olusumunu takiben 48 saat sonrasi tedavi baslatildi.
Uygulama 21 giin boyunca giinasir1 tekrarlandi. Bu siirecte belirli araliklarla ratlarin yara
yiizeyindeki klinik degisimler fotograflanarak gozlemlendi. Diger taraftan agirlik
Ol¢timleri yapildi.

3.giin 7.gilin 14.gilin 21.gilin

Sekil 8a. Birinci deney (propolis) grubunun yara bolgesinin, 3. 7. 14. ve 21.giinlerdeki klinik gézlemler

Propolis merhemi uygulanan ratlarin kan-glikoz 6lgtimleri ilk giinler 335- 480
mg/dl arasinda 6l¢iildii. Yine ayni grup ratlarin viicut agirliklart baslangicta 380-500 g
iken 21. giin sonunda 300-400g’a kadar distiigii gézlemlendi. Yara yiizeylerinde bazi
ratlarda 6dem gozlemlendi. Yarada kabuk dokusu olusumu ve kabuk alt1 iyilesme oldugu

go6zlendi ve subakut yangi fark edildi.

3.giin 7.giin 14.giin 21.glin

Sekil 8b. ikinci deney ( Propolis+bal) grubunun yara bolgesinin, 3. 7. 14. ve 21.giinlerdeki klinik

gozlemler
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Ikinci grup ratlarin kan-glikoz dlgiimleri Stz enjeksiyonu ardindan 322-534
mg/dl arasinda degistigi gézlemlendi. Ayni grup ratlarin viicut agirliklar1 baslangigta 394-
500g iken 21. giin sonunda 300-375g’a kadar azaldigi gozlemlendi. 7. giin sonrasi

yaradaki kabuk dokusu kaldirildiktan sonra iyilesmenin arttigi gézlemlendi.

3.giin 7.giin 14.giin  2l.giin

Sekil 8c. Uciincii deney (madecassol) grubunun yara bdlgesinin, 3. 7. 14. ve 21.giinlerdeki klinik gézlem

Ugiincli uygulama grubundaki ratlarin kan-glikoz degerleri 390-590 mg/dl
arasindaydi. Ayni grup hayvanlarin viicut agirliklar: baslangicta 354-490g iken 21. giin
sonunda 300-320g’a kadar azaldigi gozlemlendi. Bu grupta yara iyilesmesinin dis
bakisinda daha iyi ve daha hizli oldugu gozlendi. Yanginin diisiik diizeyde oldugu fark
edildi.

3.giin 7. giin 14. glin 21.giin

Sekil 8d. Dordiincii deney (vazelin) grubunun yara bdlgesinin, 3. 7. 14. ve 21. giinlerdeki klinik gozlem
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Yaraya vazelin merhemi uygulanan IV. gruptaki ratlarin kan-glikoz dl¢iimleri
260-425mg/dl arasinda degistigi gozlemlendi. Ayni grup lyelerin viicut agirliklar:
baslangicta 380-490g iken 21. giin sonunda 290-390 g’a kadar azaldig1 gozlemlendi. Yara
tyilesmesinin dis bakisinda daha hizli oldugu goézlemlendi. Yangi minimal diizeyde

oldugu fark edildi.

7. giin 14. giin 21. glin

Sekil 8e. Besinci deney (serum fizyolojik) grubunun yara bolgesinin, 3. 7. 14. ve 21.gilinlerdeki klinik
gbzlem

Serum fizyolojik uygulanan V. grup ratlarin viicut agirliklari baslangigta 250-
425g iken 21. giin sonunda viicut agirliklarinda degisiklik goézlemlenmedi. DM'siz
saglikli grupta yara yiizeyinde herhangi bir topikal ajan kullanilmamasina ragmen yara
iyilesmesi ve killanmanin gruplar i¢inde hizli sekilde oldugu gozlemlenmistir. Yarada
enfeksiyon ve 6dem olusumu dikkati ¢ekmemistir. Yangi skoru cok diisiik, iyilesme
tamdir.

Calisma siiresince kilo kaybi, diyabet, yarada 6dem ve enfeksiyon nedeniyle
propolis grubunda n=8, propolis+bal grubu n=7, madecassol n=7, vazelin grubu n=6, SF

grubu n=6 rat sayilari ile caligma sonlandirilmistir.
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4.2. Biyokimyasal Test Analizleri

4.2.1. STZ Uygulama Sonrasi Glikoz Diizeyinin Ol¢iimleri
Ratlarin diyabet olup olmadigini kontrol etmek amaciyla STZ uygulamasinin 3.
giinii kuyruk venalarindan lanset yardimiyla kanlari alinarak Roche, Accu Check

Glukometre cihaz1 ve stripleriyle kan glikoz 6l¢iimleri yapilmistir.

I.  Grup (propolis) glikoz 6lgtimleri: 400, 335, 400, 440, 455, 399, 400, 480,
400, 354.
Il.  Grup (propolistbal)grup glikoz dlgtimleri: 534, 400,575, 500, 410, 500,
400, 400, 322, 420.
1. Grup (madecassol) grup glikoz dlgtimleri: 500, 591, 475, 452, 394, 500,

421, 450, 479.
V. Grup (vazelin) glikoz dl¢timleri: 425, 250, 302, 368, 416, 349, 411, 264,
351.
V.  Grup (SF) glikoz 6lgtimleri: 120, 105, 110, 98, 90, 87, 100, 105, 104.
500 -
400 -
300 -
200 -
100 | .
0 T T T T T
1. grup 2. grup 3. grup 4. grup 5. grup

Sekil 9. Tiim gruplarda 3. giin glikoz 6l¢timlerinin karsilagtiriimast

Tablodan yola ¢ikarak DM gruplarini olusturan biitiin ratlarin kan seker
diizeyleri >200 mg/dL olarak dlgiilmiistiir. DM olmayan V. deney grubunda glikoz 87-
120 mg/dL araliginda degismektedir.
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STZ uygulamasindan sonra diyabetik olan ratlarda ¢alisma siiresince polidipsi,
poliiiri, polifaji, agirlik kayb1 gozlenmistir. Diyabetli hayvanlarda gézlenen bu bulgular
diyabetin klinik bulgulariyla uyumludur.

4.2.2. Kolesterol (T-CHO) (mg/dL) Diizeylerinin Olciimleri

Kolesterol 6l¢timiinde serum fizyolojik grubu kolesterol degerleri diger gruplara
gore daha diisiik sonuglanmistir. Serum kolesterol degeri normal araligi 50-120 mg/dL
'dir. Gruplarda ortalama degerler; birinci grupta 95,6 + 31,3 mg/dL ikinci grupta 68,3 +
18,5 mg/dL tiglincii grupta 102,3 = 27,4 mg/dL dordiincii grupta 105,9 = 19,7 mg/dL
besinci grupta 60,0 + 3,7 mg/dL olarak 6l¢iilmiistiir.

120

90 A

60 -

30 A

1. grup 2.grup 3.grup 4. grup 5.grup

Sekil 10. Tiim gruplarda kolesterol 6l¢timlerinin karsilastirilmasi

4.2.3. Kreatinin Kinaz (CK)( U/L) diizeylerinin dl¢iimleri

Kreatinin kinaz (CK) Olglimiinde gruplar arasinda degiskenlik gdsteren
olmamistir. Doku biitiinliigliniin bozulmasina eslik eden yara modellerinde CK' nin
yiiksek olmast muhtemeldir. Gruplarda ortalama degerler; birinci grupta 90,29 + 44,5 U/L
ikinci grupta 107,41 + 95,8 U/L tigiincii grupta 70,66 + 39,1 U/L dordiincii grupta 64,80
+ 33,9 U/L besinci grupta 77,58 + 38,9 U/L olarak 6l¢iilmiistiir.
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100 -
90 -
80 -
70 1
60 -
50
40 +
30
20 -
10 -

1. grup 2.grup 3. grup 4.grup 5.grup

Sekil 11. Tim gruplarda kreatinin kinaz 6l¢timlerinin karsilagtiriimasi

4.2.4. Kreatinin (CRE) (mg/dL) Diizeylerinin Ol¢iimleri

Kreatinin 6l¢iimiinde gruplar arasinda degiskenlik izlenmemistir. Caligmamizda
tim gruplarda 0,2 ile 0,38 mg/dL degerler arasinda bulundu. Gruplar kiyaslandiginda
kreatinin degerleri arasinda onemli bir fark olmamistir. Gruplarda ortalama degerler;
birinci grupta 0,25 + 0,05 mg/dL, ikinci grupta 0,26 = 0,07 mg/dL {iglincii grupta 0,24 +
0,07 mg/dL, doérdiincii grupta 0,23 + 0,03 mg/dL, besinci grupta 0,29 + 0,02 mg/dl olarak

Olclilmiistiir.

0,3 -
0,25 ~
0,2 -
0,15 ~
0,1 1
0,05

1. grup 2.grup 3.grup 4.grup 5.grup

Sekil 12. Tim gruplarda kreatinin 6l¢iimlerinin karsilagtirilmasi
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4.2.5. Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein (HDL)(mg/dl) Diizeylerinin
Olciimleri
Calismamizda tim gruplarda HDL 6lgtimleri 23-97 mg/dL olarak
degismektedir. Gruplarda ortalama degerler; birinci grupta 52,4 + 13,6 mg/dL ikinci
grupta 39,9 + 16,0 mg/dL, {igiincii grupta 62,0 + 17,2 mg/dL, dordiincii grupta 61,3 + 8,7
mg/dL, besinci grupta 36,2 = 1,7 mg/dL olarak ol¢iilmiistiir.

70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -
0 . . . . :
1. grup 2.grup 3.grup 4.grup 5.grup

Sekil 13. Tiim gruplarda HDL 6lgiimlerinin karsilagtirilmast

4.2.6. Total Protein (TP) (g/dl) Diizeylerinin Ol¢iimleri

Total protein(TP) ol¢limiinde gruplar arasinda degiskenlik gosteren olmamustir.
Gruplarda ortalama degerler; birinci grupta 5,69 +0,4 g/dL, ikinci grupta 5,32 + 0,3 g/dL,
tiglincii grupta 5,26 +0,4 g/dL, dordiincii grupta 5,60 + 0,2 g/dL, besinci grupta 5,80 + 0,3
g/dL olarak 6l¢iildii.
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4,9 : . . ,
1. grup 2.grup 3.grup 4.grup 5.grup

Sekil 14. Tiim gruplarda total protein 6lgtimlerinin karsilagtiriimasi

4.2.7. Trigliserid (TG)(mg/dL) Diizeylerinin Ol¢iimleri

Trigliserid Ol¢limiinde gruplar arasinda degiskenlik gdsteren V. grup diisiik
degerlerde sonuglanmistir. Gruplarda ortalama degerler; birinci grupta 342,4 + 31,3
mg/dL, ikinci grupta 100,7+9,6 mg/dL, {igiincii grupta 275,1 + 24,4 mg/dL, dordiincii
grupta 391,7 + 161,8 mg/dL, besinci grupta 45,5 +10,0 mg/dL olarak 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 15. Tiim gruplarda trigliserid 6l¢timlerinin karsilagtirilmasi
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4.2.8. Alkalen fosfataz (ALP) (IU/L) Diizeylerinin Olciimleri

Gruplarda ortalama degerler; birinci grupta 807,4 = 550,1 IU/L, ikinci grupta
516,7 + 364 IU/L, tiglincii grupta 700,4 + 502,6 1U/L, doérdiincii grupta 1169,2 + 551,3
IU/L, besinci grupta 155,3 = 12,5 IU/L olarak 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 16. Tiim gruplarda ALP &l¢iimlerinin karsilastiriimasi

4.2.9. Alanin aminotransferaz (ALT) (1U/L) Diizeylerinin Ol¢iimleri

Alanin amino tranferaz (ALT) 6l¢iimiinde gruplar arasinda degiskenlik gosteren
grup yoktur. Gruplarda ortalama degerler; birinci grupta 61,6 = 31,4 1U/L ikinci grupta
72,5 + 45,1 IU/L tgiincii grupta 161,3 £ 22,9 IU/L dordiincii grupta 134,0 + 78,5 1U/L
besinci grupta 64,0 + 18,7 IU/L olarak dl¢tilmiistiir.
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Sekil 17. Tiim gruplarda ALT 6l¢iimlerinin karsilastirilmast

4.2.10. Aspartat Aminotransferaz (AST) (IU/L) Diizeylerinin Ol¢iimleri

Aspartat Aminotransferaz ol¢iimiinde gruplar arasinda istatistiksel farklilik
bulunmadi. Calismamizda ortalama degerler; birinci grupta 109,8 + 45,4 [U/L, ikinci
grupta 167,5 + 85,8 IU/L igiincii grupta 350,9 + 51,6 IU/L, dordiincii grupta 251,7 +
180,9 IU/L, besinci grupta 153,2 + 59,5 IU/L olarak 6l¢iildii.
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Sekil 18. Tiim gruplarda AST 6lglimlerinin karsilagtirilmasi
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Tablo 4. Kan serum diizeylerinde biyokimyasal testlerin ortalama degerleri. Ortalama =+ Std. Sapma. a,b:
ayni satirda farkli harfler istatistiksel dnemliligi gdstermektedir.

Parametre Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 Grup-5
ALP (IU/L)  807,4+550,1* 516,7+364,08 700,4+502,6% 1169,2+551,32 155,3 + 12,5P
ALT (1U/L) 61,6+31,4 72,5+45,1 161,3 £ 22,92 134,0 £78,5 64,0 + 18,7
AST (IU/L) 109,8 + 45,4 167,5+ 85,8 350,9+51,6  251,7+180,9 153,2 £ 59,5
T-CHO 95,6 + 31,32 68,3+ 18,52 102,3+27,4% 105,9+19,72 60,0+ 3,7°
(mg/dL)

CK (1U/L) 90,29 + 44,5 107,41 + 95,8 70,6 + 39,1 64,80+33,9 77,58 + 38,9
CRE(mg/dL)  0,255+0,05 0,261+ 0,07 0,240 = 0,07 0,227 0,03 0,295 + 0,02
HDL(mg/dL) 52,4 +13,6° 39,9+ 16,02 62,0+17,2% 61,3+8,7° 36,2+1,7°
TP (g/dL) 56,9+ 3,9 53,2+3,3 52,6 +3,7 56,0+2,3 58,0+2,6
TG (mg/dL) 3424+£3132%  100,7+963%  2751+24,4% 391,7+161,8° 45,5+ 10,0°

Gruplar arasinda ALP bakimindan istatistiksel olarak anlaml1 farklilik vardir. V.
grup ile IV grup arasinda anlamli derecede farklilik gozlendi. (p<0,05).

Gruplar arasinda Alanin aminotransferaz bakimindan istatistiksel olarak anlamli
derecede farklilik goriilmemektedir (p>0,05).

Gruplar arasinda Aspartat aminotransferaz bakimindan istatistiksel olarak anlaml
farklilik yoktur (p>0,05).

Gruplar arasinda kolesterol bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
vardir. Grup V ile Ill ve IV gruplar arasinda istatistiksel olarak fark anlamhidir
(p<0,05).

Gruplar arasinda CK bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktur
(p>0,05).

Gruplar arasinda Kreatinin bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktur
(p>0,05).

Gruplar arasinda HDL bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir. V.
grup ile 1V ve Il gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede farklidir
(p<0,05).

arasinda Total istatistiksel ~olarak anlaml

Gruplar protein bakimindan

farklilik bulunmadi (p>0,05).

41



9. Gruplar arasinda TG bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik vardir. V.

grup, IV. vel. gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede

farklidir (p<0,05).

4.3. ELISA Analiz Sonuclari

Yara iyilesmesinin hiicre diizeyinde izlemek amaciyla yara bolgesinden alinan
deri Orneklerinden hazirlanan silispansyonlarindan ELISA yontemi ile Vaskiiler
Endotelyal Biiylime Faktorii (VEGF), Trombosit Kokenli Biiyiime Faktorii (PDGF),
Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF) ve Endotelyal Biiylime Faktorii (EGF) konsantrasyon
diizey analizleri yapildi. Elde edilen sonuglar ayr1 ayr1 gruplarda ve biitiin olarak 5.,6., 7.,

8., 9., 10. tablolarda gésterilmistir.

Tablo 5. I. deney grubuna ait ELISA analiz sonuglari

Parametre N Mean Std. Deviation Minimum Maximum
EGF 8 631,5288 369,88926 239,52 1435,80
PDGF 8 316,9338 132,61460 184,24 611,91
FGF 8 861,2563 251,89235 503,91 1157,00
VEGF 8 979,5063 138,08748 833,50 1271,80

Tablo 6. I1. deney grubuna ait ELISA analiz sonuglar1

Parametre N Mean Std. Deviation  Minimum  Maximum
EGF 7 309,91 142,31 145,08 578,06
PDGF 7 354,37 138,11 162,99 623,74
VGF 7 706,45 236,35 394,07 987,83
VEGF 7 1135,79 218,63 726,10 1449,10

Tablo 7. I11. deney grubuna ait ELISA analiz sonuglari

Parametre N Mean Std. Deviation Minimum Maximum
EGF 7 268,3220 144,51305 2,78 394,02
PDGF 7 297,8517 132,24028 130,39 532,08
FGF 7 529,6771 289,56520 111,72 879,80
VEGF 7 1057,2286 324,87476 797,85 1631,20

Tablo 8. IV. deney grubuna ait ELISA analiz sonuglari

Parametre N Mean Std. Deviation Minimum  Maximum
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EGF 6 264,4160 60,54652 203,65 358,28
PDGF 6 420,6740 381,87201 140,97 1028,70
FGF 6 798,3500 410,46801 260,05 1310,30
VEGF 6 995,6400 122,94852 802,35 1130,35

Tablo 9. V. deney grubuna ait ELISA analiz sonuglar1

Parametre N Mean Std. Deviation Minimum Maximum
EGF 6 231,1467 133,56113 126,57 381,60
PDGF 6 253,5200 88,07773 147,39 369,83
FGF 6 647,0150 50,83466 604,03 712,20
VEGF 6 1337,8100 739,83354 607,10 2249,50

Tablo 10. Gruplar aras1 ortalama ELISA analiz sonuglari. a,b: ayni satirda farkli harfler istatistiksel
farklilig1 gostermektedir.

Parametre Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 Grup-5
EGF
631,532+76,6 309,91°+81,9 268,32°+81,8 264,42°+£96,9  231,15°+125,1
(pg/mL)
PDGF
316,93+69,7 354,37+74,5 297,85+74,5 420,67+88,1 253,52+98,5
(pg/mL)
FGF
861,26+98,9 706,45+105,8 529,68+105,8 798,35+125,2 647,02+161,6
(pg/mL)
VEGF
979,51+116,1 1135,79+124,1 1057,23£124,1  995,64+146,8  1337,81+£164,1
(pg/mL)
700 ~
600 -
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400 -
300 -
200 -
100
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Sekil 19. Gruplar aras1 Epidermal Biiylime Faktorii (EGF ) analiz sonuglari

EGF parametresi agisindan gruplar arasinda 6nemli farklilik vardir (p<0,05) ve
yapilan duncan testinde 1. grup EGF Ol¢limleri diger gruplardan istatistiki olarak fark
gosterdigi tespit edildi.
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Sekil 20. Gruplar aras1 PDGF (Platelet kaynakli bityiime faktoril) analiz sonuglari

PDGF parametresi agisindan gruplar arasinda anlamli farklilik yoktur (p>0,05).
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Sekil 21. Gruplar aras1 FGF (Fibroblast biiylime faktorii) analiz sonuglari
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FGF parametresi agisindan gruplar arasinda anlamli farkliliklar yoktur (p>0,05).
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Sekil 22. Gruplar aras1t VEGF (Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii) analiz sonuglart

VEGF parametresi agisindan gruplar arasinda istatistiki farklilik yoktur
(p>0,05).

4.4. Histolojik Bulgular

Gruplarda yara alanindaki damarlagsma, graniil dokusu, kollajen yogunlugu,
yangisal hiicreler ve epitelizasyon degerleri fotograflanarak karsilastirildi. Propolis
grubunda epitelizasyonun diger gruplara gore erken basladigi, kollajen yapiminin da
diger gruplara kiyasla daha belirgin sekilde basladigi gozlendi. Graniilasyonun tam

kalinlikta olugmasi propolis grubunun diger bir 6zelligidir.
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e
Sekil 24. Gruplarin damarlagsma yoniinden histopatolojik olarak karsilagtirilmasi, a: propolis grubu b:

propolis+bal grubu c: madecassol grubu d: vazelin grubu e: serum fizyolojik grubu.

Yeni damar olusumu bakimindan gruplar degerlendirildiginde madecassol
uygulanan grupta damarlagsmanin fazla oldugu (sekil c) vazelin uygulanan grupta ise
damarlasmanin az oldugu dikkati ¢ekti (sekil d). Madecassol grubundan sonra
damarlagsmanin fazla oldugu grup propolis grubu (sekil a) iken propolis+bal uygulanan
grup (sekil b) ile serum fizyolojik (sekil e) uygulanan grupta belirgin farklilik

gbzlenmemistir.
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Sekil 25. Gruplarin epidermal rejenerasyon yoniinden histopatolojik olarak karsilagtirilmasi,a: propolis

grubu b: propolis+bal grubu c: madecassol grubu d: vazelin grubu e: serum fizyolojik grubu.

Yara iyilesmesinin 6nemli agamalarindan olan epidermal rejenerasyonun en iyi
oldugu gruplar propolis (sekil a) ve vazelin grubu (sekil d) iken, epidermal
rejenerasyonun sekillenmedigi grup madecassol grubu (sekil ¢) oldugu dikkati cekti.
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Sekil 26. Gruplarin graniilasyon kalinligi bakimidan histopatolojik olarak karsilagtirilmasi, a: propolis

grubu b: propolis+bal grubu c: madecassol grubu d: vazelin grubu e: serum fizyolojik grubu.

Grantilasyon dokusu kalinligr karsilastirildiginda propolis grubunda (sekil a)
graniilasyon dokusu kalinligmin fazla oldugu dikkati ¢ekti. Vazelin grubu (sekil d)
uygulanan grupta ise graniilasyon dokusu kalinliginin az oldugu fark edildi.
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b: propolis+bal grubu c: madecassol grubu d: vazelin grubu e: serum fizyolojik grubu.

Kollajen sentezi bakimindan gruplar karsilastirildiginda propolis grubunda

kollajen sentezinin fazla oldugu, madecasol grubunda ise az oldugu fark edildi.
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Sekil 28. Gruplarin yangisal hiicre bakimidan histopatolojik olarak karsilastirilmasi,a: propolis grubu b:

propolis+bal grubu c: madecassol grubu d: vazelin grubu e: serum fizyolojik grubu.

Yang: hiicrelerinin varligi bakimindan gruplar karsilastirildiginda madecasol
grubunda yanginin siddetli oldugu, vazelin grubunda ise yangi siddetinin az oldugu fark

edildi.
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5. TARTISMA

Bu ¢aligsma; propolisin yaygin olarak bilinen 6zelliklerine ek olarak diyabetik
yaralarda topikal kullanim sonrasi yara iyilesmesine etkisini arastirmak igin
gerceklestirilmistir. Bu nedenle tez calismamizda prevalansi en yiiksek metabolik
hastaliklardan biri olan diyabet mellitus’un gecikmis veya iyilesmeyen yara modellerinin
tedavisi i¢in propolis kullanimi aragtirilmistir.

Yara iyilesmesi birbirini takip eden hemostaz-enflamasyon, proliferasyon ve
matiirasyon-remodelasyon olmak iizere 3 temel siireg i¢erisinde gergeklesir. Bu siireglerin
herhangi birinde olusan bir aksaklik yara iyilesme siirecinde negatif etki yaratarak
iyilesmenin sekteye ugramasina sebep olur.

Diyabetes mellitus (DM), kronik yara olgularinda en sik goriilen metabolik
sorunlardan biridir. Diyabetes mellitus olgularinda bozulan glisemik kontrol sistemi,
vaskiiler yetmezlik, ndropati gibi bir cok mekanizma kronik yara olusumunda rol oynar
ve tedaviyi zorlastirir (Tsourdi ve ark., 2013). Diyabetes mellitus'da kan glikoz diizeyinin
yiiksek seyretmesi 16kosit fonksiyonunu bozarak nétrofil ve makrofajlarin yaraya yetersiz
gecisine neden olmaktadir. Bu hiicresel degisim yara iyilesme mekanizmalarini bozmakta
ve diyabetik bireyleri yara enfeksiyonu riskine agik hale getirebilmektedir (Saltoglu ve
ark., 2015). Diger taraftan diyabette anjiogenezis, doku ve hiicrelerin adaptasyonunu
saglayan islevlere sahip olan 6nemli proteinlerin fonksiyonunu bozarak tiim iyilesme
stirecglerini etkileyen bir yalanci hipoksi olusturmaktadir (Meloni ve ark; 2018). Bununla
birlikte kollajen sentezi bozulmakta ve yaranin iyilesmesi ve kapanmasi gecikmektedir
(Blakytny ve Jude, 2006). Diyabette sinir ve damar yapilarinin bozulmasina bagli olarak
travma ve yaralanmalar sonucunda olusan yaranin enfekte olmasi da diyabet yaralar
olusumuna katkida bulunmaktadir.

Gilinlimiizde diyabetik yara iyilesmesine yardimci pek ¢ok bitkisel materyal
kullanilmaktadir. Propolis bunlardan birisidir. Birgok arastirmaci gesitli propolis
tiirlerinin bilesimleri ve bu bilesiklerin kimyasal, biyolojik etkilerini, tibbi 6zelliklerini
aragtirmiglardir (Bankova ve ark., 2000). Propolisin, polifenoller (flavonoidler, fenolik
asit ve esterleri), terpenoidler, steroidler, aminoasitler, aromatik asitler ve inorganik
bilesikler gibi ¢esitli kimyasal bilesikler igerdigi belirtilmistir. Flavonoidler ve terpenler
oldukga kuvvetli antioksidan ve antibakteriyel etkili bilesiklerdir (Basim ve ark.. 2006;

Lotfy ve ark., 2006). Gliniimiizde propolis antibakteriyel, antifungal, antiviral, antitiimor,
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anti-diyabetik, immiinomodiilatér, anti-iilser ve yara iyilestirme Ozellikleri nedeniyle
diinya ¢apinda saglik sektoriinde kullanilmaktadir (Anjanette ve ark., 2011; Marcucci
1995; Parolia ve ark., 2010; Toreti ve ark., 2013). Bilimsel ¢alismalarda propolisin anti-
enflamatuar etkisinden bahsedilirken diyabetik vyaralardaki etkisinin daha ¢ok
inflamasyonu arttirmasi ile gosterilmektedir (Azza ve Abd-el, 2009 ). Diyabetik yara
iyilesmesinde mevcut olan inflamasyondaki gecikme, bolgede inflamatuar hiicre
birikiminin azalmasi enflamasyon peryodunun uzamasina, dolayisiyla yara iyilesmesinin
bozulmasina yol agmaktadir. Fakat propolisin inflamatuar hiicre birikimini, diyabetik
yarada yiikseltmesi, uzamis enflamasyon peryodunu kisaltmasina sebep olmaktadir
(Paulino ve ark., 2006).

Propolisin si¢anlarda kolon anastomozunda iyilesmenin arastirildigi bir
caligmada propolis grubunda fibroblast proliferasyonunun nétrofil hiicrelerinin
azalmasindan kisa bir siire sonra basladigin1 gézlemlemis ayrica lenfositlerin bu grupta
kontrol grubuna gore daha erken olustugunu bulmuslardir (Kiligoglu ve ark., 2008). Bu,
propolisin akut inflamasyonu azaltarak ve makrofaj ile T-lenfosit aktivitesini uyararak
yara iyilesme siirecini hizlandirdigini gostermektedir. Gilinay ve ark. (2014) dis
ekstraksiyon sonrasi yaralarinda fibroplazi ve epitelizasyon Ttzerindeki etkisini
degerlendirmek i¢in flavonoidler ve Kafeik asit feniletil ester (CAPE) igeren propolis jeli
kullanilmig ve fibroblast biiylimesi {izerinde anlamli bir etkisi olmamasina ragmen
epitelizasyonun arttigin1  gozlemlemiglerdir. Bir bagka aragtirmada, yanik yaralar
tyilegsmesini enfeksiyondan korumak i¢in oksijenin gerekli oldugunu ve oksijene bagh
redoks duyarli sinyalizasyon islemlerinin onarim kademesinde serbest radikalleri
stipiirmesinde, propolisin énemli bir rol oynadigini tespit etmislerdir (Olczyk ve ark.,
2013). Propolisin yara onarimi ve doku rejenerasyonu iizerindeki biyolojik aktiviteleri
antimikrobiyal, antienflamatuar ve immiinonodiilator o6zellikleri ile iliskili olabilir
(Castaldo ve Capasso, 2002). Calismamizda DM sonrasi maddi kayipli yaranin
lyilesmesinde propolisin antienflamatuar ve immiinonodiilator o6zellikleri ile iliskili
oldugu diisiincesindeyiz.

Diyabetik ratlardan elde edilen kan serumlarmin biyokimyasal analizlerinden
kolesterol 6l¢iimii yapilan ¢alismalardan bazilarinda kolesterol diizeyinin azaldigi (De ve
ark., 2016; Hamden ve ark., 2010), baz1 caligmalarda da, serum kolesterol seviyesinin

arttig1 bulunmustur (Arikawe ve ark., 2012). Godin ve ark. deneysel diyabetik ratlarda
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kolesterol ve trigliseridin belirgin olarak artti§ini 6ne siirmiislerdir (Godin ve ark., 1998)..
Calismamizda trigliserid ve kolesterol degerleri V. gruba gore istatistiksel anlamda fark
gostermistir (p>0,05). Kolesterol artisinda stres faktorlerinin etkili olabilecegi de g6z
ontinde bulundurulmalidir. Diger taraftan hipertrigliseridemi ve diyabet, HDL kolesterol
diizeyinin diislik olmasinda etkili olan ¢evresel faktorler olarak bilinmektedir.

Diyabetli hastalarda serum amino transferazlarinin yiikselmesi siklikla
gozlenmekte ve karacigerde yag infiltrasyonu sebep olarak gosterilmektedir (Miyake ve
ark., 2003). Diyabette serum glikoz konsantrasyonu AST aktivitesi ile birlikte serum ALT
diizeylerinde de 6nemli oranda yiikselmektedir (Maritim ve ark., 2003). STZ ile deneysel
diyabet olusturulan arastirmalarda serum ALT seviyelerinin normal ratlara oranla
diyabetli ratlarda yiikselmis oldugunu tespit etmislerdir (Can ve ark., 2004; Ghaithi ve
ark., 2004). AST ve ALT serum aktivitelerindeki artis karacigerde meydana gelen
hiicresel hasar1 ve karaciger dokusundaki bozulmalart isaret etmektedir (Kusunkoi ve
ark., 2004). Iki enzimin birlikte artis1 diyabette olusabilecek muhtemel karaciger
yaglanmasi ve karaciger harabiyetine 151k tutmaktadir. Calismamizda DM gruplarinin
ALT ve AST degerlerini normal saglikli grupla (V) karsilastirdigimizda ALT ve AST
(p>0,05) diizeylerinde anlamli bir farklilik olmadigint gézlemledik. Bunun sonucunda
karaciger dokularinda nekrotik bir lezyon olusmadigindan bahsedebiliriz.

Dokuda hasar bulgularinin 6n planda bulundugu deneysel yara modellerinde CK
diizeylerinin anlamli artis1 doku yikimina sebep olarak gosterilmektedir (Achauer ve ark.,
2001). Artmig CK seviyesi en hassas ve giivenilir kas hasar1 gostergesidir ve artig orani
kas hasarinin boyutu ve hastaligin ciddiyeti ile iligkilidir (Counselman ve ark., 2013). CK
diizeyindeki belirgin artis, kas hasarmi1 degerlendirmek i¢in bu enzimin
konsantrasyonundaki degisiklikler referans olarak kullanilmaktadir (Clarkson ve Hubal,
2002). Calismamizda serum CK degerlerinin gruplar arasi farkin anlamli olmamasi
yaranin kronik diizeyde olmayisi ile agiklanabilir (p>0,05).

EGF, embriyogenezis, anjiyogenezis, doku ve vaskiiler sistemlerin onariminda
biiyiik rol oynamaktadir (Konturec ve ark., 1995). Mitojenik bir polipeptid olan EGF,
yara iyilegsmesine enflamasyon fazinin bitiminde etki etmeye baslamakta ve fibroblastik
olusumunu indiikledigi ve bunun yani sira graniilasyon dokusunun olusumu ile
epitelizasyonu uyardigi, boylece yara iyilesmesi tizerine onarici ve hizlandirici etkilerinin

oldugu bir ¢ok calismada gosterilmistir (Baum ve Arpey, 2005; Losi ve ark., 2013;
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Robson ve ark., 2001; Broughton ve ark., 2006). Yapilan baska bir ¢aligmada yara
iyilesmesinde giimiis siilfadiazinin tek basina kullaniminin yara iyilesmesine katki
saglamadigi, EGF ile birlikte uygulandiginda yara iyilesmesinde olumlu yonde etkiledigi
belirtilmistir (Lee ve ark., 2005). Celebi ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada EGF
iceren poliakrilik asit jel formiilasyonu hazirlanmig ve fare sirtinda olusturulan cilt
kesilerinde uygulanmistir. 7. ve 15. giinlerde yapilan incelemeler sonucunda EGF-
poliakrilik asit jel formulasyonunun uygulandig1 yaralardaki gerilme kuvvetinin, EGF
iceren serum fizyolojik uygulanan yaralara gore daha fazla oldugu gorilmiistiir (Celebi
ve ark., 2002). EGF’nin kronik yaralar iizerindeki etkisinin arastirildigi bir basgka
calismada, diabetes mellitus, romatoid artrit gibi ¢esitli rahatsizliklara bagli olarak ortaya
cikan {iilser yaralarinda topikal olarak EGF igeren silvaden uygulanmis ve iyilesme
tizerinde olumlu etkilerinin oldugu bildirilmistir (Brown ve ark., 1989). Topikal olarak
EGF uygulamasimin yara iyilesmesi tiizerine etkilerinin incelendigi arastirmalarda
EGF’nin epitelizasyonu uyardigi, yara iyilesmesinin erken safthalarinda dermis
olusumunun {izerine kesin etkisinin oldugu ve kronik yaralarin iyilesmesini uyardigi
bildirilmistir (Yeler ve ark., 1999). Farelerde korneal alkali yaniklarinin iyilesmesinde
EGF’nin etkisinin arastirildigi bir ¢alismada EGF’nin c¢esitli dozaj formlar1 iginde yara
bolgesine uygulanmasiyla kontrol grubuna gore yarali bolgenin ¢apinda anlamli bir
azalma meydana geldigi ifade edilmistir (Goniil ve ark., 1995).

Calismamizda |. grup ratlarda ortalama EGF degeri 631,53 + 76,6 pg/mL iken
V. grupta 231,15 + 125,1 pg/mL olarak 6l¢iildii. EGF'nin propolis merhemi uygulanan I.
grupta diger gruplardan anlamli derecede yiiksek olmasi (p<0,05), propolisin yara
tyilesmesi lizerinde onarict ve hizlandirict katkisinin oldugu diisiincesini ortaya
koymaktadir.

Propolisin igerigindeki major bilesenlerden olan kuersetin ve galangin
vasitastyla ozellikle kronik inflamasyonu ve ¢esitli inflamasyon mediatorlerin salimini
engelleyerek, trombosit agregasyonu ve ekazonoidlerin sentezini (prostaglandin ve
l16kotrienler) inhibe edip inflamasyonu onlemede yardimci oldugu bir¢ok c¢aligmada
gosterilmistir (Araujo ve ark., 2012).

Propolisin yara onarimi1 ve doku rejenerasyonu iizerindeki biyolojik aktiviteleri
antimikrobiyal, antienflamatuar ve immiinonodiilatér 6zellikleri ile iligkili olabilir
(Castaldo ve Capasso, 2002).
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Diger bulgular, propolisin yara matrisinin yeniden sekillenmesini uyararak
yanmig doku onarimini hizlandirdigini, propolis uygulamasindan sonra hiicre dis1 matris
iceriginde gozlenen degisikliklerin flavonoid bilesiklerinin lipit peroksidasyonunu
azaltma ve nekrozu Onleme kabiliyeti ile baglantili olabilecegini diisiindiirmektedir
(Olczyk ve ark., 2013). Yara iyilesme siireci epidermal hiicrelerin, keratinositlerin go¢iinii
ve c¢ogalmasini, fibroblast uyumunu ve hiicre disi matris (ECM) kasilmasini igerir.
Propolis tedavisi, yara onariminin ilk asamasi sirasinda ECM bilesenlerinde 6nemli
artiglart uyarir ve bunu takiben ECM molekiillerinde bir azalma olur. Propolisin bu
biyolojik etkisinin, donistiiriicii biiyiime faktorii-f (TGF-B) ekspresyonunu uyarma
kabiliyeti ile iligkili oldugu, hemostaz ve iltihaplanma gibi yara onariminin erken
evrelerine katildig1 ortaya konmustur (De Maura ve ark., 2011).

VEGF vaskiiler endotelyal biiylime faktorii endotelyal hiicre biiylimesi ve hiicre
migrasyonunun indiiksiyonu ile iliskilidir. insan akciger fibroblastlar1 iizerine yapilan bir
caligmada yiiksek konsantrasyonlarda verilen VEGF'nin proliferasyonu hizlandirdig:
diisiik konsantrasyonlarda ise azalttigini belirtmislerdir (Larsson ve ark., 2013).
VEGF'nin invitro insan ve tavsan tenon fibroblastlarinin ¢ogalmasimni 6nemli 6lgiide
arttirdig1 baska ¢alismada gosterilmistir (Li ve ark., 2009). Calismamizda gruplar
arasinda VEGF degerleri bakimindan anlamli farkliliklar yoktur. I. grup ratlarda ortalama
VEGF degeri 979,51 + 116,1 iken, V. grupta 1337,81 + 164,1 olarak 6l¢iilmiistiir. Bu
durum propolisin akuttan ziyade kronik yaralarda daha etkili oldugunu gostermektedir.

Diyabetik yara ve direngli kronik yarasi olan hastalarin dahil edildigi bir
calismada FGF faktoriinlin diyabetik yaralarda iyilesmenin hizlanmasini saglamistir
(Uchi ve ark., 2009). Topikal olarak yaraya uygulanan rekombinant b-FGF’in yara
lyilesme siiresini ve hastanede yatis siiresini kisalttig1 gosterilmistir (Fu ve ark., 1998).

Calismamizda gruplar arasinda FGF degerleri bakimindan gruplar arasi
kiyaslamada I. grup ratlarda ortalama FGF degeri artis1 (861,26 = 98,9) V. gruba (647,02
+ 161,6) kiyasla anlamli bulunmadi (p>0,05). Calismalar EGF faktoriiniin kronik
yaralarda daha etkili oldugunu gostermektedir. Bizim calismada ise artis olmasina
ragmen yara akut seyrettigi icin kontrol gruba V. nazaran anlamli bir artis gostermedigini
diisiindiirtiyor.

PDGF diger biiyiime faktorleriyle yara onarim basamaklarinda ilk olarak

notrofilleri daha sonra da makrofajlari, endotel hiicreleri ve fibroblastlar1 aktive ederek
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yara bolgesine ¢eker (Broughton ve ark., 2006). Bir yandan kollajen, hiyaliironik asit ve
fibronektin sentezini stimiile ederken diger yandan kollajenaz aktivitesini arttirir
(Ekmekg¢i ve Bostanci, 2002).

Diyabetik ratlarda olusturulan yarada kullanildiginda PDGF’nin yara
iyilesmesinde kollajen birikimini artirdig1 gosterilmistir (Carter, 2003).

Park ve arkadaslar1 iirettikleri kollajen-hiyaliironik asit kompozit ortiilerden
antibiyotikle birlikte FGF ve PDGF tasiyanlarin, tek basina antibiyotik igerenlere gére
yara iyilesmesinde ¢ok daha basarili oldugunu belirtmislerdir (Park ve ark., 2004). Klinik
calismalardaki zorluklara ragmen yara tedavisinde biiyiime faktdrlerinin kullaniminin
umut verici oldugu vurgulanmaktadir (Khan ve Davies, 2006).

Calismamizda gruplar arasinda PDGF degerleri bakimindan anlamli farkliliklar
yoktur (p>0,05). I. grup ratlarda ortalama PDGF degeri 316,93 + 69,7 iken, V. grupta
253,52 + 98,5 olarak ol¢iilmistiir.

Calismamizda elde ettigimiz histopatolojik sonuglar, propolisin kollajen
sentezini anlamli derecede artirdigin1 gostermektedir. Diger gruplarla karsilastirildiginda
propolis grubunda kollajen sentezi anlamli derecede yiiksektir. Bazi arastirmalar,
propolisin yeniden epitelizasyonu destekleyen uygun biyokimyasal ortama sahip
olabilecegini gosteren kollajen tip I ve III ekspresyonu ve yara matriksindeki bozulmanin
kantitatif ve kalitatif analizleri boyunca propolisin terapétik etkinligini dogrulamaktadir
(McLennan ve ark., 2008).

Graniilasyon dokusu kalinligi ve epidermal rejenerasyon sekillenmesi
bakimindan da propolis grubunun diger gruplara gore yiiksek olmasi histolojik
calismamizdan elde ettigimiz bulgularla desteklenmektedir. Propolisin yara tedavisine
uygulanmasinin yara reepitelizasyonunu ve graniilasyonunu hizlandirabilecegini

gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada diabetes mellitusun deneysel modelinde olusturulan maddi kayiph
yaralarda propolisden hazirlanan merhemin iyilestirici etkisi arastirildi. Propolis
merheminin bu etkinligi ticari preparat olan madecassol ile kiyaslandi. Kullanilan
propolis merheminin diyabetli yara sagaltiminda daha etkili sonu¢ verdigini Klinik
gozlem, biyokimyasal ve histopatolojik verileri ile ortaya konuldu. Diyabetik yaralarda
iyilesme siirecini hizlandirmak amaciyla topikal olarak propolis merheminin
uygulanmasi sonucunda elde edilen arastirma bulgularimin, yara tedavisinde yeni
stratejilerin gelistirilmesine katki saglayacagi kanisindayiz.

Ulkemiz, biyo-gesitlilik bakimindan diinyanin sayil iilkeleri arasindadir. Tiim
Avrupa kitasinda on iki bin dolayinda aromatik bitki tiirti bulunurken, bu saymin on bin
dolaylarinda bitki tiirii ilkemizde yetismektedir. Bunlar i¢inde aricilik yoniinden 6nem
arz eden birgok tiir, dogal olarak yayilis gostermektedir. Diinyada bulunan ball: bitkilerin
%701 tilkemizde yetismektedir. Bu nedenle iilkemiz oldukg¢a zengin biyolojik kaynaklara
sahip oldugu gibi ar1 iiriinleri konusunda da biiyilik bir potansiyele sahiptir. Gen ar1
merkezleri arasinda diinyada 6nemli bir yeri olan Tiirkiye, flora acisindan da uygun
mevsim ve topografik yapiya sahiptir. Bu varliklarin toplum refahi ve halk sagligi
yoniinde degerlendirilmesi ise sterateji ve plan gerektirtmektedir.

Ilag sektdriinde Ar-Ge, iiretim ve ydnetim merkezi olan bir Tiirkiye vizyonu
cerevesinde: Tiirkiye Ilag Sektorii Strateji Belgesi ve Eylem Plani’nin genel amaci
“Ulkemiz ilag sanayini uluslararasi rekabet giiciine sahip, diinya ihracatindan daha fazla
pay alan kiiresel bir oyuncu haline getirmek” seklinde belirlenmistir. Ila¢ sektdriinde
tedavi veya korunma amacli dogal iriinler, eskiden oldugu gibi bugiin de yeni etken
madde arayis1 i¢indeki modern ilag aragtirmalari icin kaynak olma Ozelligini de
stirdiirmektedir. Bu ¢ercevede, inovatif faaliyetler, tiim diinyada oldugu gibi ililkemizde
de ila¢ firmalar1 i¢in 6nemli firsatlar yaratmaktadir. Destekleyici ve tamamlayict tip
cercevesinde apiterapik ve fitoterapik lriinlere yonelik arastirmalarin desteklenmesi
beseri ve veteriner hekimlikte tedavi edici ve koruyucu olarak kullanilan katma degerli

ilag iiretim firsatlarin1 yakalayabilecegi olas1 goriilmektedir.
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