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OZET

Ratlarda Deneysel Yara Modelinde Biyoaktif Cam'in Yara lyilesmesi

Uzerine Etkisinin Degerlendirilmesi

Bu calismada, deneysel yara modeli sonrasi Biyoaktif camin yara iyilesmesindeki
etkinliginin degerlendirilmesi amacglandi. Calismada, 200-300 g agirliginda 32 adet Wistar
albino erkek rat rastgele 4 esit gruba ayrildi. Gruplar; kontrol grubu, sham grubu, biyoaktif cam
grubu ve dexpanthenol grubu olarak belirlendi. Kontrol grubu ratlara herhangi bir yara
olusturulmadi. Diger gruptaki ratlarin dorsal skapular bolgesinde 2x2 cm boyutunda tam kat
deri flebi ¢ikarilarak yara olusturuldu ve 0.giin olarak kabul edildi. Sham grubundaki ratlarin
yara bdlgesine tedavi uygulanmayarak negatif kontrol grubu olarak kabul edildi. Biyoaktif cam
ve dexpanthenol grubundaki ratlarin yara bolgesine 21 giin boyunca giinde bir kere lokal tedavi
uygulandi. Yara alanlarini degerlendirmek amaciyla 0., 3., 7., 14 ve 21. glinlerde ImageJ2x
programiyla alan hesaplamalar1 yapildi. Tiim gruptaki ratlar 21.giin sonunda sakrifiye edildi.
Tim ratlarda kan ve doku ornekleri alinarak histopatolojik, biyokimyasal ve genetik olarak
degerlendirildi. Histopatolojik degerlendirmede biyoaktif camim inflamatuar hiicreleri azalttig
(P<0.05), iilserli alanlarin neredeyse hi¢ goriilmedigi tespit edildi. Genetik analizde yara
dokusundan ekspresyonu yapilan sitokinlerden TNF-o’nin diger gruplara gore anlamli derecede
az oldugu tespit edildi (P<0.05). Ayrica IL-10", VEGF ™ ve TGF- B" nin ise anlaml diizeyde
yiiksek oldugu belirlendi ("P<0.05, “P<0.001). Bu sonuglar dogrultusunda biyoaktif camm yara
dokusunda iyilesmeyi arttirdig1 ve yara iyilesme siirecine olumlu katkilarmin oldugu sonucuna
varildi.

Anahtar Kelimeler: Yara, Yara iyilesmesi, Biyoaktif cam, Gen ekspresyonu, Rat



ABSTRACT

Evaluation of the Effect of Bioactive Glass on Wound Healing in

Experimental Wound Model in Rats

In this study, it was aimed to evaluate the effectiveness of bioactive glass on wound
healing in an experimental wound model. Thirty-two male Wistar albino rats, weighing 200-
300 g, included in the study were randomly divided into 4 groups. Groups was determined
control group sham group, bioactive glass group and dexpanthenol group. No wound was
created in the control group rats. A wound was created by removing a 2x2 cm full-thickness
skin flap in the dorsal interscapular region of each rat. Wound formation was accepted as day
0. Wound area calculations were made with the ImageJ2x program on days 0, 3, 7, 14, and 21
in order to evaluate wound areas within a twenty one-day period. Sham, bioactive glass, and
dexpanthenol groups were treated for 21 days and all groups were sacrificed at the end of the
21st day. Blood and tissue samples were taken from all rats and evaluated histopathologically,
biochemically, and genetically. In the histopathological evaluation, it was determined that
bioactive glass reduced inflammatory cells (P<0.05), and ulcerated areas were almost never
seen. In the genetic analysis, TNF-a, one of the cytokines expressed in the scar tissue, was
found to be significantly less than the other groups (P<0.05). In addition, IL-10*, VEGF** and
TGF-B** were found to be significantly higher (*P<0.05, **P<0.001). In line with these results,
it was concluded that bioactive glass increased the healing of the scar tissue and contributed
positively to the wound healing process.

Keywords: Wound, Wound healing, Bioactive glass, Gene expression, Rat
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1. GIRIS

Yara, fiziksel veya kimyasal bir etki sonucu doku biitiinliigiiniin bozulmasi olarak
tanimlanir. Biitiinliigii bozulmus dokunun fonksiyonel durumunun yenilenmesi i¢in yaranin
dogru sekilde iyilesmesi gerekir (Parsak ve ark. 2007, Murthy ve ark. 2013). Genel olarak yara
iyilesmesinde inflamasyon, proliferasyon ve remodeling olmak Uzere i¢ asama bulunmaktadir
(White ve Barbul 1997). Yara bu agamalarda, kan hiicrelerini, hiicre dig1 matrisi ve parankimal
hiicreleri igeren dinamik, etkilesimli bir stirectir (Singer ve Clark 1999). Organizma genel
olarak yaralanma sonrasi ortamda bulunan yarali doku ve 6l hiicrelerin uzaklastiriimasini ve
sonrasinda yeniden doku onarimii hedefler (Rajan ve Murray 2008).

Iyilesme siireci, inflamasyon, anjiyogenez, fibroplazi, yara kontraksiyonu, epitelizasyon
ve matriksin yeniden sekillenmesi gibi bir dizi 1y1 organize edilmis hiicresel ve molekiiler olay1
icerir. Bolgesel yara faktorleri, sistemik mediatorler ve yaralanma sekli iyilesme siirecinde
onemli unsurlardir. Bu etkenler, fizyolojik veya akut yara iyilesmesi olup olmadigini, kronik
olarak ise anormal bir iyilesme siireci olup olmadigini belirlemek igin birlesir (Prisacaru ve ark.
2013).

Yara iyilesmesi, deride yenilenmeyi hedefleyen, karmasik ve ¢ok htcreli bir strectir.
Bu surecte, keratinositler, fibroblastlar, endotel hiicreleri, makrofajlar ve trombositler gibi cok
sayida hicre tipi birlikte rol oynar. Yarali dokunun iyilesme slreci hiicrelerin goc,
infiltrasyonu, ¢ogalmasi, farklilasmasi, inflamatuar yanit, yeni doku olusumu ve nihayetinde
yaranin kapanmasi ile sonuglanir (Barrientos ve ark. 2008).

Biyoaktif camlar 1969 yilinda Dr. Larry Hench tarafindan, kemik ve dis gibi mineralize
dokularin onarmminda kullanilmak amaciyla {retilmistir. Biyoaktif camlar biyoseramikler
sinifina girer. Yapisal olarak silikon dioksit (%45), kalsiyum oksit (%24.5), sodyum dioksit
(%24.5) ve fosfor oksitten (%6) olusmaktadir. Bu elementler viicutta dogal olarak
sentezlenmektedir (Naseri ve ark. 2017). Biyoaktif camlar genellikle kemik dokuda greft
materyali olarak kullanilmaktadir (Farooq ve ark. 2012). Kemik dokuya organik baglarla
baglanan biyoaktif camlar enzimatik aktiviteye sahip olmalari yani sira vaskilerizasyonu da
saglarlar. Ayrica biyoaktif camlarm bakterisid etkileri en O0nemli 6zelliklerindendir. Bu
ozellikleri dolayistyla Klinik olarak kullanim alani bulmuslardir (Kumar 2009, Oztopalan ve
Durmus 2017).



Biyoaktif camlarla ilgili deneysel ¢alismalar mevcuttur (Wang ve ark. 2017, Kargozar
ve ark. 2019). Yapilan litaratiir taramalarinda bu molekiiliin daha ¢ok kemik doku ile iligkili
temel biyolojik arastirmalarda kullanildigi, bununla birlikte siirli sayida yara {izerine yapilan
caligmanin materyalini olusturdugu tespit edilmistir (Gillette ve ark. 2001, Naseri ve ark. 2017).
Son yillarda yara onariminin ¢esitli yonlerini hedef alan biyoaktif cam ile ilgili hicre kiltiri
caligmalar1 mevcuttur (Lin ve ark. 2012, Moura ve ark. 2017, Balasubramanian ve ark. 2018,
Marza ve ark. 2019). Her ne kadar biyoaktif cam ile ilgili hiicre kiiltiiri ¢aligmalar1 olsa da in
vivo diizeydeki rolu ile ilgili caligmalar kisithdir (Lin ve ark. 2012, Naseri ve ark. 2017). ve
molekiiler aktivitesi ile ilgili bilgiye ulagilmamistir.

Bu ¢aligmada biyoaktif cam molekulinin (45S5) merhem formunun, wistar albino
erkek ratlarda deneysel yara modelinde, 21 giin streyle lokal olarak kullanimi sonucu, yara
iyilesme siirecine olan etkileri TNF-a (Tumor Nekroz Faktor), IL-6 (Interlokin-6) ve IL-10
(Interlokin 10) sitokinlerinin yan1 sira VEGF (Vaskiiler Endotelyal Blytime Faktori) ve TGF-
B (Doniistiiriicti Biiytime Faktorii) genlerinin mRNA ve protein diizeyinde incelenmesi
amaglanmistir. Bu amagla merhem formundaki biyoaktif cam molekilinin bahsi gecen
sitokinler ve diger faktorler aracihigiyla inflamasyon ve yara iyilesmesi tizerindeki etkinliginin

arastirilmasi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Derinin Yapisi ve Fonksiyonu

Deri viicuttaki en biiyiik organdir. Viicudun tiim dis ylizeyini kaplayan deri patojenlere,
ultraviyole (UV) 1s1ga ve kimyasallara karsi birinci dereceden bariyer gorevi gorir ve
yaralanmaya kars1 mekanik koruma saglar. Organizma ile gevre arasinda tampon goérevi goriir
(Margadant ve ark. 2010, Fredriksson 2008). Deri viicut agrhigmin ortalama % 16’sin1
meydana getirir. Deri yapisal olarak vicudun farkli anatomik bdlgelerine gére degisiklik
gostermektedir. Govde ve bas derisinde 1s1 kaybini ve zararl 1sinlarin etkisini en aza indirmek
icin kil kokleri bulunur. El ve ayak ayasinda kil kokleri yoktur, fakat bu bdlgede dokunma
duyusunun en Ust seviyede olmasi igin sinirsel bir ag sistemi mevcuttur (Evans ve ark. 2013).
Deri dokunma, titresim, basing, sicaklik, agri ve kasint1 uyaricilarini tespit eden duyusal ve
otonom sinirler ve duyu reseptorleri igerir (Khavkin ve Ellis 2011). Derinin kalinlig1 viicut
bolgesine, yasa ve cinsiyete gore degismektedir. Ornegin avug i¢i ve ayak tabanmdaki
epidermis kalinlig1 1.5 mm iken, g6z kapaklarinda ve postaurikiiler bolgede ortalama 0.05 mm
civarindadir (McGrath ve Uitto 2012).

Deri sivi-elektrolit dengesi ve 1s1 regiilasyonunda 6nemli rol oynar. Deri fiziksel,
kimyasal ve immunolojik bariyerlere sahiptir. Dis etkenlere kars1 muhafaza saglayan fiziksel
bariyer epitelyal membrandan meydana gelir. Kimyasal bariyer ise yag bezlerinden salgilanan
asidik sekresyondan olusur. pH’ nin diisiik olmas1 bakterinin Gremesini énler. Immun sistem
hiicreleri tarafindan olusturulan immiinolojik bariyer ise fagositoz ile bakteri ve virlsleri
olduriir. Melanositler UV 1smlarmin istenmeyen etkilerine karsi koruyucu rol oynarlar. Deri

terleme fonksiyonu ve kan damarlariin genisleme veya biiziilmesi yoluyla viicut sicakliginin



diizenlenmesini kontrol eder. Ayrica su, elektrolitler ve bazi metabolik atiklar, terleme yoluyla
viicuttan uzaklastirilir (Honari 2017).

Deri ektodermal kdkenli epiteliyal bir tabaka olan epidermis, mezodermal kokenli bir
bag doku tabakasi olan dermis ve hipodermis tabakalarindan olusur (Sekil 2.1), (Khavkin ve
Ellis 2011).

1 Epidermis

+ Dermis

Hipodermis

Yag doku
Vena

Sekil 2. 1 Derinin katmanlarmin sematik gosterilmesi (https://hisham.id/lapisan-hipodermis-kulit-dan-
fungsinya.html. Erisim tarihi 25.11.2019).

2.1.1. Epidermis

Epidermis, yuzey ektoderminden kdken alan, siirekli kendini yenileyen derinin en dig
tabakasidir. Cok kathi yassi keratinize epitelden meydana gelir ve dort farkli hiicre tipine
sahiptir. Bunlar keratinositler, melanositler, langerhans hicreleri ve merkel hicreleridir
(Gaboriau ve Murakami 2001, Zomer ve Trentin 2008). Icinde bulunan baskin hiicre tipi
keratinosittir. Keratinositler epidermal hiicrelerin yaklasik %95’ini (Haake ve ark. 2001,
Khavkin ve Ellis 2011), melanositler, langerhans hiicreleri ve merkel hiicreleri ise % 5'ini
olusturur (Lai-Cheong ve McGrath 2017). En alt bazal katmandaki bir¢ok keratinosit, cogalma
yetenegine sahip olup kilbik formdadir. Bazal keratinositler tek bir tabakadir ve epidermisin

bazal membrana tutunmasinda gorev alir. Ayrica epidermisin ilave keratinosit hucreleriyle


https://hisham.id/lapisan-hipodermis-kulit-dan-fungsinya.html.%20Erişim%20tarihi%2025.11.2019
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desteklenmesini saglar (Martin 1997). Melanositler, melanin Uretimi yapan hcrelerdir.
Melanositler, DNA hasarina kars1 koruma saglama amaciyla UV radyasyonunu absorbe etmek
icin gerekli olan melanini retir (Costin ve Hearing 2007). Melanositler, stratum bazalede yer
alir ve melanoblastlardan koken alirlar. Melanositler, biylimekte olan epidermis igine girip
farklilagmakta olan keratinositlerle herhangi bir desmozom baglantisi olmadan bagimsiz
hiicreler olarak kalirlar. Melanositlerin yasam dongiisii keratinositlere kiyasla daha yavastir.
Melanositler, subseliiler organellerde (melanozomlar) paketlenmis ve daha sonra komsu bazal
keratinositlere nakledilen melanini sentezler. Melanozomlar, bazal keratinosit gekirdeklerini

S

zararl ultraviyole 1sinlarmdan koruyan bir "melanin kapag1" olusturur. Melanosit sayisinda ¢ok
az rksal degisiklik vardir. Deri rengi, melanozomlarin sayisi ve biiyiikligi ile melanine gore
belirlenir (Ischia ve ark. 2015). Langerhans hiicreleri, kemik iligi kdkenli hiicrelerdir. Bu
hiicreler antijenler tarafindan uyarildiginda epidermisten bolgesel lenf diigiimlerine go¢ ederler
ve T hicrelerini aktive ederler. Hiicreler dendritiktir ve komsu hiicrelerle hiicresel birlesme
olusturmazlar (Chu 2008, Raaby ve ark. 2017). Merkel hiicreleri, temasta yer alan
noroektodermal kaynakli hiicrelerdir. Bazal tabakada yer alirlar ve modifiye keratinositlere
benzerler. Dermisten epidermise uzanan myelinli sinir lifleri ile baglantilidir. Parmak ug¢larinda
daha fazla sayida mekanoreseptor hiicreye sahip oldugundan yiiksek dokunma hassasiyeti
saglarlar (Moll 1994). Epidermisin herhangi bir kan damar1 yoktur. Besin maddelerini dermo-
epidermal kavsaktan yayilan dermisin kan damarlarindan alir (Zaidi ve Lanigan 2010). Yara

iyilesmesindeki epidermal cevaptan primer olarak keratinositler sorumludur.

Epidermis stratum korneum, stratum granilozum, stratum spinozum ve stratum bazale
(germinativum) olmak Uzere 4 ayr1 tabakadan olusur (Sekil 2.2). Stratum bazale tek tabaka
halinde bazal lamina Gzerinde bulunur. Silindirik veya yiksek kiibik sekilli keratinositlerden
meydana gelir. Stratum spinozumdaki keratinositler, yassi poligonal sekilli ve belirgin oval bir
¢ekirdege sahip hiicrelerdir. Sitoplazma iginde kictk grantller halinde lamelli bir yap1 bulunur
(Broughton ve ark. 2006). Siirekli siirtiinmeye ve basinca maruz kalan bolgelerdeki epidermis
daha kalin bir stratum spinozusa sahiptir. Stratum granulozum birkag sira yassi ¢ekirdekli
keratinositlerden olusur. Bu tabakadaki keratinositlerin temel Grind filaggrindir. Filaggrin

keratinlerin kiimelesmesini saglar.



Stratum corneum

Stratum
granulozum

—»Langerhans
hiicreleri

Stratum spinozum

-» Melanosit
™ Merkel hiicresi

-

Bazal hiicre
* katmani

Sekil 2. 2 Epidermis katmanlar1 ve hiicrelerinin gésterilmesi (Honari 2017).

2.1.2. Dermis

Dermis, derinin bag doku bileseni olarak islev goriir. Deriye esneklik ve gekmeye kars1
dayaniklilik saglar. Epidermise kiyasla, dermis daha kalin bir tabakadir ve daha az hiicre
yogunluguna sahiptir (Vogel 1974, Zaidi ve Lanigan 2010). Dermis tabakasi epidermisi
destekleyen iki ayr1 tabakadan olugur. Bunlar papiller dermis ve retikller dermistir. Epidermisin
hemen altinda bulunan papiller dermis, elastin, kollajen lifleri, kan damari, kilcal damarlar1 ve
doku tabakasi ile karakterizedir. Retikiler dermis daha derindedir ve cilt ylizeyine dogru uzanan
cok miktarda elastin ve kollajen lifler icerir. Bu liflerin go6revi, derinin travmatik
yaralanmalardan kaynaklanan hasara karsi1 korunmasima ve dayaniklilik saglamasia yardimci
olmaktir. Yag bezleri, ter bezleri ve sa¢ kokleri bu tabakaya yerlesir (Silver ve ark. 2001,
Tintinalli ve ark. 2010).

Dermis, interstisyel (kolajen lifleri, elastik doku, 6giitiilmiis madde) ve hiicresel (fibroblast,
mast hicre, plazma hicresi, lenfositler, dermal dendritik hicre, histiyosit) bilesenlerinden

olugur. Dermis igerisinde kan damarlari, lenfatik kanallar ve sinirler bulunur (Lai-Cheong ve



McGrath 2017). Dermisteki en yaygin hiicre tipi fibroblasttir. Fibroblastlar, cildin en fazla
kollajen ve elastin sentezinden sorumludur (Sephel ve Davidson 1986). Kollajen lifler ve elastin
lifler fibroblastlar tarafindan biriktirili. Bu mezenkimal hicreler, 6énemli embriyonik
heterojenite ve viicut alani gesitliligi gosterir. Fibroblastlarin farkli alt tirleri deri homeostazina,
yara iyilesmesine, yara izlerine ve sa¢ folikiillerinin yeniden olusmasina katkida bulunur.
Dermis ayrica, yabanci maddeleri fagozite eden ve antijenleri T hiicrelerine ileten histiyositleri
de icerir (Lai-Cheong ve McGrath 2017). Dermisde bulunan kan damarlarinin, besin saglama
ve viicut 1s1s1n1 muhafaza etmeye yardimci olmak gibi gorevleri vardir. Dermisin kan damarlari,
birbirine bagli iki yatay pleksusda yer alir. YUzeysel pleksus, papiller dermisin alt siirinda ve
retikiiler dermisin alt kisminda derin pleksus yerlesimlidir. Viicut 1sismi1 diisiirmek i¢in kan,
derinden ylzeysel pleksusa dogru yayilmasi sonucu deride soguma meydana gelir. Soguk
havalarda kan, ylizeysel pleksustan derin pleksusa dogru yayilir ve boylece 1s1 korunur. Kutanoz
sinirler hem miyelinli hem de miyelinsizdir. Miyelinsiz lifler, epidermise grantler tabakaya
kadar uzanwr. Miyelinli lifler dermisteki 6zellesmis u¢ organlarda son bulur. Bu sinir lifleri
kutan6z duyulardan sorumludur ve sicak, soguk, agri, basing vb. nedenlerden dolay1
yaralanmanin oniine gecer (Zaidi ve Lanigan 2010). Dermisin en {ist tabakas1 papiller dermis
olarak adlandirilir. Bu yapi, epidermisten geriye kalan kii¢iik ¢apli ¢ikintilarin yan1 sira kiigtik
ince kollajen fibrilleri ve olgunlasmamus elastik lif demetlerini igerir (Fore 2006). Papiller
dermisin yapisal 6zellikleri cilt iizerindeki mekanik strese dayanma kabiliyetini vermektedir.
Bu katman ayrica dermal hacmi diizenlemek i¢in proteoglikanlari sentezleme kabiliyetine sahip
blylk miktarda aktif fibroblast icerir. Papiller dermisteki subpapiller pleksustan uzananan
kilcal damarlar hem dermal hem de epidermal tabakalara besin aligverisinde bulunmak ig¢in

gereklidir (Gilmartin 2015).

2.1.3. Hipodermis

Hipodermis derinin en alt tabakasidir (Sekil 2.3). Dermisin altinda bulunur. Bedeni
mekanik yaralanmalardan korur ve yedek enerji kaynagi gorevi goriir. Biinyesinde ¢ok fazla
damar ve sinir barindirir ayrica yag dokusundan da zengindir. Hipodermisin temel hicreleri,
bag dokusu ile ayrilmig lobiiller halinde diizenlenmis adipositlerdir. Bu tabakanmn kalinligi
anatomik ve bireysel gesitlilik gosterir. Hipodermisin kalinligi canlinin beslenme durumunu
yansitir (Khavkin ve Ellis 2011). Hipodermisteki baskin olan doku adipoz dokudur ve siklikla
deri alt1 yag doku olarak adlandirilir. Bu tabakadaki ¢ok sayida adiposit, viicuttaki aglik



durumunda viicuda enerji rezervi saglar (Hausman ve ark. 1981). Ayrica tabaka iginde, terin
salgilanmasindan sorumlu apokrin ve ekrin ter bezlerinin yan1 sira, hipodermisin derinliklerine
kadar uzayabilen kil kokleri de bulunur (Wilke ve ark. 2007). Viicudun belirli bdlgelerinde
hipodermise 6zgu panniculus carnosuslar bulunur. Bu, kafa derisi, yiz ve el gibi alanlarda
bulunan ¢izgili bir kas tabakasidir ve segirme kasilmalarindan sorumludur. Fareler ve siganlar
gibi hayvanlarda panniculus carnosus daha genis bir alani kapsar. Bu tiir hayvanlarda sirt
bolgesinde daha ¢ok bulunur (Treuting ve ark. 2012).

Epidermis
boyuuz biicre tabakas
granitler tabaka
dilkeen hiicresi mast hiicresi
bazal hilcre tabakas: dermal
Dermis dendrosit
papiller tabaka makrofaj
fibroblast
retiiler tabaka  — 7 elastik Lif
kollojen lif
Hypodermis

Kl folilkiili kan damarlan sinir

Sekil 2.3. Derinin katmanlarmm ayrmtil olarak gosterilmesi (Kawasumi ve ark. 2012).



2.2. Yara ve Yara lyilesmesi

Yara, canli dokunun kint travma veya baska bir sebeple normal anatomik yapisini
kaybetmesi sonucu olusur. Yara derinin tiim katmanlarma ulasabilir, yumusak dokulara ve hatta
kemige kadar uzanabilir (Deniz 2010). Yara iyilesmesi ise doku biitiinliigii bozulan derinin eski
anatomik haline yeniden gelebilmesi i¢in ortaya ¢ikan fizyolojik olaylar biitiiniidiir (Tsala ve
ark. 2013). Yara iyilesmesine hem lokal hem de sistemik faktorler aracilik eder (Bozkurt 2018).
Iyilesme siireci, inflamasyon, anjiyogenez, fibroplazi, grantlasyon, epitelizasyon ve matrisin
yeniden sekillenmesi gibi bir dizi iy1 organize edilmis hiicresel ve molekiiler olay1 iceren lokal
yara faktorlerine, sistemik mediatorlere, altta yatan hastaliga ve yaralanma tipine baghdir
(Serarslan ve ark. 2007). Optimal yara iyilesmesinin temel prensibi, uygun beslenme ve nemli
yara iyilesme ortamimi saglamaktir. Bunun i¢in doku hasarmi en aza indirmek ve etkilenen
kismm anatomik devamliligmi ve fonksiyonunu saglamak icin yeterli doku perflizyonu ve
oksijenasyonun saglanmasi gereklidir (Prisacaru ve ark. 2013). Yaralanma, nedenden bagimsiz
olarak ve sekli ne olursa olsun, dokuya zarar verir ve igindeki dogal ortami bozar. Zararl
faktorlere karsi fizyolojik bir cevap olarak kanama, pihtilasma, damar kontraksiyonu ve
inflamasyon sekillenir (Velnar ve ark. 2009). Normal yara iyilesmesi; kanama, pihtilasma, ilk
yaralanmaya karsi akut bir inflamatuar yanitin baslatilmasi, rejenerasyon, bag dokusu ve
parankima hiicrelerinin ¢ogalmasi, hiicre dis1 matrix proteinlerinin sentezi dahil olmak (zere
bir dizi koordineli olay iceren dinamik ve karmasik bir siirectir. Yara onarmmi diizenli bir sekilde
gerceklesir ve hasar gormiis dokularin onarmmi ile sonuglanir (Rivera ve Spencer 2007, Velnar
ve ark. 2009). Yara iyilesme tiirleri primer, sekonder ve gecikmis primer (tersiyer) yara

iyilesmesi olarak iige ayrilir.

2.3. Yaranin Siniflandirilmasi

2.3.1. Primer Yara Iyilesmesi

Yapisal biitiinliigii bozulan canli dokunun ortaya ¢ikan yara dudaklarinin birbirine temas
etmesi, stapler veya yapisan bantlarla onarilmasi sonrasi sekillenen iyilesme tiiriidiir (Witte ve
Barbul 1997, Parsak ve ark. 2007). Bu islem sonrasinda daha az graniilasyon dokusu,
epitelizasyon ve doku onarimi sekillenir. Primer yara iyilesmesi enfeksiyon, yaygin 6dem ve
komplikasyon sekillenmeden yaranin sorunsuz bir sekilde iyilesmesi esasina dayanir. Yara

hattinda ¢ok ince bir skar olusumu gozlemlenir. Istenen iyilesme bu tiptir (Parsak ve ark. 2007).



Yara meydana geldikten sonra bolgede kan ve fibrinler artarak yara kabugunu olustururlar
(Turkoz 2009). Ortaya ¢ikan hiicre dis1 matriks elemanlar1 epitel tarafindan algilanir (YUksel
2019). Yara bolgesinde notrofil ve monosit infiltrasyonu goriiliir. Keratinositler kesit alanin
altinda stirekli bir tabaka meydana getirir. Makrofajlarinda olaya dahil olamasiyla kollajen

sentezi baslar ve epitel tabaka olgunlasir (Kasap 2013).

2.3.2. Sekonder Yara Iyilesmesi

Bazi yaralarda (genis doku kayipl, enfekte, bocek isiriklari, yaniklar vs.) yaraya
miidahele edilmeden kendiliginden iyilesmesi beklenir. Bu tiir iyilesmelerde yara
reepitelizayon ve kontraksiyonlarla iyilesmeye calisir. Sekonder iyilesmede Onemli olan
epitelizasyonun saglanmasidir. Bu tiir iyilesmede graniilasyon olusumu 6nemlidir. Sekonder
iyilesme yaklasik 4-8 haftalik bir sureye kadar uzayabilir. Proliferasyon evresinden sonra
onarilan dokunun kontraksiyonu fazla, yara gerilim kuvveti daha zayif, skar bolgesi ise biiytlik
olmaktadir (Arslan 2003, Bozkurt 2018).

2.2.3. Gecikmis Primer Yara lyilesmesi (Tersiyer)

Uzerinden yaklasik 5-6 giin ge¢mis enfekte ve genis yaralanmalarda yara dokusunda
meydana gelir. Gecikmis yara iyilesmesi, yaralanmaya ugramis bélgenin bir siire a¢ik birakilip
daha sonrasinda birincil iyilesme siirecinin uygulanmasi seklindeki durumdur. Yarayr dis
etmenlerden korumak icgin dikis veya stapler uygulamasi ile yara dudaklar1 birbine temas
ettirilebilir (Enoch ve Leaper 2008, Dindar 2015). 3-4 gun sonra, fagositik hiicrelerin yarada
birikmesi sonucu kontamine edici bakterileri yok eder. Yara kenarlar1 birka¢ giinliik bir
gecikmeden sonra bile yaklastirilabilir. Kollajen metabolizmasi genellikle etkilenmez ve yara

gerilme mukavemetini korur (Enoch ve Leaper 2008).

2.3. Yara Iyilesme Evreleri
2.3.1. Hemostaz ve inflamasyon Evresi

Yaralanmadan hemen sonra (1-5 gin), yarada pihtilasma ve hemostazin meydana
geldigi evredir (Broughton ve ark. 2006). Bu mekanizmalarin temel amaci, kanamay1

onlemektir. Vaskiiler sistemin korunmasi ve hayati organlarm zarar gormemesi adina oldukca
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onemlidir (Enoch ve Leaper 2008). Epidermal tabakay1 asan bir deri hasari ile kan ve lenfatik
damarlar travmaya ugrar (Sekil 2.4a). Hasar sonrasinda kanamay1 durdurmak i¢in katekolamin
salinimiyla beraber vazokonstriiksiyon baglar. Damar biitiinliigliniin bozulmasi1 sonucu
subendotelyal kollajenler ortaya ¢ikar ve trombositlerle temas eder. Boylece Hageman
faktorant (faktor XII) aktive olmus olur. Bu olay trombositlerin sekresyonuyla berbaber
sitokinlerin, buyume faktorlerini salgilanmasma yol acar. Hageman faktoru bir dizi
biyokimyasal olay1 baslatir. Bunlar pihtilasma, kompleman, kinin sistemi ve plazmin yapimi
olarak siralanir (Kasap 2013).

Pihtida bulunan trombositler hemostaz ve normal inflamatuar yanit i¢in gereklidir
(Enoch ve Leaper 2008). Trombositler onarim siirecini harekete gegirerek Trombaksan A2
(TXA2) agiga ¢ikarir. Agiga ¢ikan TXA2 trombosit kiimelesmesi ve vazokonstriiksiyona sebep
olarak trombosit tikacini olustururlar (Lawrence 1998, Kasap 2013). Trombositler ayrica
trombosit tirevi blylime faktori (PDGF) ve doniistiiriicii biytime faktorl betal (TGF-R1)
salgilar (Grainger ve ark. 1995). PDGF, nétrofiller, monositler, makrofajlarin ve yeni ekstra
seliiler matriks (ECM) proteinlerinin birikmesi igin gerekli fibroblastlar1 toplayan giiglii bir
kimyasal cekici olarak islev gorir (Hosgood 1993). TGF-R1, inflamatuar stokinler olan
interlokin-1 (IL-1) ve tiimor nekroz faktor o (TNFa)’nin yani sira PGDF’nin fibroblastlar1
kemotaksise daha fazla tegvik etmesi i¢in makrofajlari uyarir (Nurden ve ark. 2008).

Inflamatuar evrede, notrofiller pro-inflamatuar sitokinler tarafindan aktive edilir.
Notrofiller diyapedezis yoluyla yaraya yakin kilcal damarlardan ¢ikarak ol hiicreleri,
bakterileri ve kalintilar1 fagozite etmeye baslar (Sekil 2.4b). Noétrofillerin yani sira, monositler
de yara bolgesine gelir. Monositlerin makrofajlara doniismesi TGF-B1 ve ECM tarafindan
saglanir. Notrofiller 2-3 glin sonra azalirken, makrofajlar kendini gostermeye baglar. Monositler
olgunlastikca, M1 veya M2 makrofaj alt tipleri haline gelmek icin farkli sekilde aktive
edilebilirler. M1 makrofajlari, interferon gama (IFN- y), IL-1, interlokin-6 (IL-6) ve interlkin-
23 (IL-23) gibi inflamatuar sitokinlerin yani sira reaktif oksijen tiirlerini (ROS) salgilayan pro-
inflamatuar bir rol benimser. Bunlar patojenlerin ve 6lii nétrofillerin kontrollii yikimindan ve
fagositozundan sorumludur (Diegelmann ve Evans, 2004). M2 makrofajlar ise M1
makrofajlardan farkli olarak anjiyogenez ve doku rejenerasyonunu destekleyen makrofaj alt
tipidir. Bunlar arasinda IL-10, TGF-R1 ve az da olsa IL-12 bulunur. Makrofajlar ayrica PDGF
ve vaskiler endotelyal buyiume faktori (VEGF) dahil olmak iizere ¢esitli mitojenlerin

salinmasindan sorumludur (Gilmartin 2015, Witte 1997). Bu nedenle, etkili yara iyilesmesinin

11



gerceklesmesi i¢in makrofaj alimmin ve fonksiyonunun ¢ok 6nemli oldugunu ve makrofaj
sayisindaki diislis yara iyilesmesinde azalmaya neden olacagi bildirilmistir (DiPietro ve
Polverini 1993).

Inflamatuar fazin sonlarma dogru makrofaj sayisinda diisiis meydana gelir. Bu faz

yaranin sekli ve derinligine gore 3-5 guin surebilir (Kasap 2013).

2.3.2. Proliferatif Faz

Epitelizasyon, anjiyogenez ve granilasyon dokusu olusumu, yara iyilesmesinin bu
fazdaki temel adimlaridir. Epitelizasyon yara iyilesmesinde erken ortaya ¢ikar. Bazal membran
bozulmadan kalirsa, epitel hiicreleri yaraya dogru go¢ eder (Sekil 2.4c). Epitel progenitor
hiicreleri yara uzantisinda bozulmadan kalir ve 2-3 giin icerisinde epidermisin onarimi
tamamlanir. Eger bazal membran tahrip olmussa, deri kenarinda bulunan epitel hiicreleri
¢ogalmaya ve koruyucu bir bariyeri yeniden olusturmaya baslar (Broughton ve ark. 2006,
Grotendorst ve ark. 1989). TNF- a tarafindan uyarilan anjiyogenezis, endotelyal hiicre go¢ii ve
kilcal olusum ile meydana gelir. Kilcal damarlarin yara bolgesine gogii, uygun yara iyilesmesi
icin 6nemli bir olaydir. Besin maddeleri kilcal damarlar yoluyla saglanir. Besinler graniilasyon
fazi ve doku birikimi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Eger beslenme saglanamaz ise, sonucunda
iyilesmeyen kronik bir yara ortaya ¢ikar. Deri kenarinda bulunan epitel hiicreleri, sivi
kayiplarma ve bakteri istilasia karsi koruyucu bir bariyer olusturmak i¢in ¢ogalmaya baslar.
Trombositler ve makrofajlar tarafindan firetilen epidermal biiylime faktér (EGF) ve
doniistiiriicii bitylime faktori alfa (TGF-a) epitel proliferasyonu ve kemotaksisinde uyarici rol
oynar (Grotendorst ve ark. 1989, Lawrence ve Diegelman 1994). Epitelizasyon yaralanmadan
kisa bir siire sonra baglar ve once inflamatuar sitokinler tarafindan uyarilir. IL-1 ve TNF-
a fibroblastlardaki keratinosit biyltme faktorinin (KGF) gen ekspresyonunu dizenler
(Oztopalan ve ark. 2017).

Proliferatif fazin son kismi graniilasyon dokusu olusumudur. Fibroblastlar, ¢evre
dokudan yara bdlgesine go¢ eder, aktive olur, kollajeni sentezlemeye baslar ve ¢cogalir. PDGF
ve EGF, fibroblastlarin ana sinyalleridir. Trombositlerden ve makrofajlardan tiiretilirler. Yara
bolgesinde hali hazirda bulunan fibroblastlar yara fibroblastlar1" olarak adlandirilir. Bunlar

kollajeni sentezler ve yara kasilmasi igin miyofibroblastlara doniislr (Broughton ve ark. 2006).

12



2.3.3.Yeniden Sekillenme Evresi (Remodelling)

Klinik olarak matiirasyon ve remodeling fazi oldukca Onemlidir. Bu fazin baslica
ozelligi, kollajeni organize etmek ve iyi bir sekilde iletisim agi olusturmaktir (Sekil 2.4d)
(Broughton ve ark. 2006). Bu asamanin temel amaci hiicre dig1 matriksin diizenlenmesi ve
yeniden sentezlenmesiyle maksimum gerilme mukavemetini elde etmektir. Yara iyilesmesinin
bu son asamasinda, normal doku yapisinin korunmasi ve graniilasyon dokusu olusumu ile daha
az hicresel ve vaskiler yapida olan skar dokusu olusur (Gonzalez ve ark. 2016). Yaranin
olgunlasmasi sirasinda ekstraseliiler matriks bilesenleri belirli degisikliklere ugrar. Proliferatif
fazda uretilen kollajen IIT°iin yerini daha giiclii kollajen I alir. Bu yeni kollajen lifler, uygulanan
strese gore dizilim gostererek organize olurlar (Reinke ve Sorg 2012).

Akut bir yaranin yeniden modellenmesi, normal iyilesmeye yol acan bozulma ve sentez
arasinda hassas bir denge saglamak amaciyla diizenleyici mekanizmalar tarafindan siki bir
sekilde kontrol edilir. Hiicre i¢ci matriks olgunlagsmasi ile birlikte, kollajen demetleri ¢ap olarak
artar ve hyaluronik asit ile fibronektin bozulur. Yaranin gerilme mukavemeti, kolajen
toplanmasina paralel olarak giderek artar (Velnar ve ark. 2009, Baum ve Arpey 2005). Kollajen
lifleri, saglikli dokuya kiyasla orijinal giiclin yaklasik % 80'ini geri kazanabilir. Edinilen nihai
gii¢, onarmmin lokalizasyonuna ve siiresine baghdir, ancak dokunun orijinal giicii asla geri
kazanilamaz (Robson ve ark. 2001). Kollajenin sentezi ve bozulmasi ile hiicre dis1 matriksin
yeniden sekillenmesi siirekli olarak gerceklesir ve her ikisi de yaralanmadan yaklasik 3 hafta
sonra sabit bir duruma gelme egilimindedir. Yaradaki notrofiller, makrofajlar ve fibroblastlar
tarafindan tiretilen matriks metalloproteinaz enzimleri (MMP), kolajenin bozulmasindan
sorumludur. Aktiviteleri, inhibitor faktorler tarafindan diizenlenir ve senkronize edilir. Yavas
yavas, metaloproteinazlarin doku inhibitdrlerinin aktivitesi artar, MMP aktivitesinde bir
diisiisle sonucglanir, boylece yeni matris birikimini tesvik eder. Kollajen demetlerinin ilk
birikimi olduk¢a diizensiz olmasina ragmen, yeni kollajen matriksi zaman icinde daha oryante
ve ¢apraz bagl seklini alir (Velnar ve ark. 2009).

Yeniden sekillendirme asamasmin son asamasi, biiyiik 6lgtide proliferatif fazda hali
hazirda baslamis olan yara kasilmasi ile elde edilir. Bag dokusu kiigiiliir ve hiicre dis1 matriks
ile fibroblast etkilesimleri nedeniyle yara kenarlar1 birbirine yaklaswr. Yara iyilestikge,
fibroblastlarin ve makrofajlarin yogunlugu apoptoz ile daha da azaltilir (Velnar ve ark. 2009,
Baum ve Arpay 2005). Sureg icerisinde kilcal damarlarin biiyiimesi durur, bolgeye kan akis1

azalir ve yara bolgesindeki aktivite azalir. Sonug olarak, hiicre ve kan damarlarinin sayisinda
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azalma ve yuksek gerilme mukavemeti ile tamamen olgunlagmis bir yara meydana gelir

(Falanga 1998, Hart 2002).
Yara Iyilesme Evreleri

1 Hemastaco I lsfamasye
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Sekil 2. 4. Yara iyilesme evreleri (Mehrabi ve ark. 2020).

2.4. Yara lyilesmesinde Rol Oynayan Bilyiime Faktorleri ve Sitokinler

2.4.1. Tumor Nekroz Faktort (Tumor Necrosis Factor- a)

Tumor Nekroz Faktor (TNF-a), 19 tiyesi bulunan TNF siiperfamilyasinin bir tiyesidir.
Immun sistemin diizenlenmesinde kilit role sahip olan bu sitokin yangiyla iliskili bircok olayda
oncelikli olarak gorev alir (Aggarwal ve ark. 2012). Hiicre gogalmasi, apoptozis gibi hiicresel
olaylarda aktivite gosteren TNF-a makrofaj, monosit, ntrofil ve T hiicreleri gibi gesitli hiicre

tipleri tarafindan {iretilmekte ve doku hasar gostergesi olarak gen ve protein diizeyinde
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incelenebilmektedir (ElI-Tahan ve ark. 2016). TNF-a inflamasyonun baslamasinda ve
strdurtlmesinde 6nemli rol oynar. IL-1 ve IL-6 ile birlikte pro-inflamatuar aktivite gosterir.
Pleiotropik etkilidir. Diisiik miktarlarda ekspresse oldugunda organizmada savunma aktivitesi
gosterir. Inflamasyon ve doku hasarinin siddetine bagli olarak seviyesinin arttig

sOylenmektedir (Vilcek 2008, Aggarwal ve ark. 2012).

2.4.1. interlokin-6 (I1L-6)

IL-6, inflamasyon, immun yanit ve hematopoesiste gorev alan 26 kD agirliginda 6nemli
bir pro-inflamatuar sitokindir (Akyol 1994). Keratinositler Gzerindeki mitojenik ve notrofiller
icin kemoatraktan etkinligi sayesinde yara iyilesmesi cevabmin baslayabilmesi i¢in kritik
ehemmiyete sahiptir (Yiksel 2019). IL-6 ‘nin 6nemli gorevlerinden biri, B lenfositlerinin
farklilagsmasimi saglamak ve antikor sekresyonunu uyarmaktir (Akyol 1994). Buna ek olarak
kemik iligi hiicrelerini uyararak 6zellikle nétrofil ve makrofaj olusturan hiicreleri uyarir. TNF-
a ve IL-1B, IL-6 iiretimi i¢in transkripsiyon faktorlerini etkinlestirir. 1L-6’nin organizmadaki
inflamasyonla iliskili olaylarda gen ve protein seviyesinde aktivitesinin degistigi bilinmektedir
(Tanaka ve ark. 2014).

IL-6 normal bir yara iyilesmesinde dermal fibroblast gogiine etki etmesi dolayisiyla
temel bilesenlerden biri olarak kabul edilir. IL-6‘nin keratinosit gocu ve proliferasyonunu
arttirdigr da bildirilmistir (Walter ve ark. 2010). IL-6 farkli dokularmn biiyiimesini ve
farklilagsmasini diizenleyen bir sitokindir. Hedef hiicreye gore biiylimeyi uyarir, inhibe eder ya
da farklilasmasini saglar. Sistemik inflamatuar yanit esnasinda ortaya ¢ikan akut faz reaktanlar1
icerisinde IL-6, inflamatuar olay esnasinda mononiikleer fagositlerden mikrobik uyarilari cevap

olarak ve TNF-a ile IL-1 iiretiminin sonucunda salinan bir sitokindir (Aydin 2007).

2.4.2. Interlokin-10 (I1L-10)

Interlokin-10 (1L-10) kromozom 1 tizerinde bir genden kodlanan, 34-40kD agirhginda
inflamasyonda gorevli en 6nemli sitokinlerden biridir (Aydm 2007). ik olarak T hiicreleri,
monositler ve makrofajlarin aktivasyonunu ve efektdr fonksiyonunu inhibe etme yetenegi ile
taninan IL-10, ¢ogu hemopoietik hiicre tipi tizerinde ¢esitli etkileri olan ¢ok fonksiyonlu bir

sitokindir (Moore ve ark. 2001). IL-10, konak¢ryr immiin kdkenli doku hasarindan koruyan

15



dogal ve uyarlanabilir, bagisiklik tepkilerini sinirlayan, anti-inflamatuar bir sitokin olarak
bilinmektedir (Eming ve ark. 2007). Anti-inflamatuar etkiye sahip sitokinlerden en gii¢lisudur
(Dagli 2011). IL-10 koruyucu 6zelligini TNF-q, interlokin 1 beta (IL-1p), IL-8, IFN - v, IL-6
ve prostaglandin (PG) metabolitlerini inhibe ederek gergeklestirir (Aydm 2007). IL-10, TNF
reseptorlerinin yiizey ekspresyonunu ve dolasimdaki reseptorlerini azaltic etki gosterir (Dagh
2011). IL-10’un olusmasinda T ve B lenfositleri, keratinositler ve monositler/makrofajlar rol
alir. IL-10, T, B ve mast hiicrelerinin fonksiyonunu ve gelismesini direkt olarak etkiler (Akyol
1994).

2.4.3. Doniistiiriicii Biiyiime Faktori-Beta (Transforming Growth Factor -§)

Dontistiirticti Biiytime Faktorii (TGF-B) epitelyal hiicre biiyiimesini, farklilagmasini,
apopitoz, motilite ve timdrgenezisini diizenleyen proteindir. Memelilerde TGF- f’nin TGF- f,
TGF- B2 ve TGF-fs, olarak farkli 3 isoformu tanimlanmistir (Roberts 1998). Agirlikli olarak T
hiicreleri tarafindan Uretilen proteinlerdir (Kehrl ve ark. 1986). Vucudun tim hicrelerinden
eksprese edilen bu sitokin parakrin ve otokrin olarak trombosit, makrofaj, nétrofil, kemik,
plasenta, bobrekler, endometrium ve malign hiicreler tarafindan da tiretilirler (Roberts ve ark.
1983, Frolik ve ark. 1983, Cetrella ve Canalis 1985, Kothapalli ve ark. 1997). Trombositlerin
alfa graniillerinde yiiksek miktarda bulunur. Monositleri uyarir ve IL-1 ve TNF- o’nin
salinmasina sebep olur. TGF- B’nin en O6nemli 6zelligi fibroblastlarin yara bdlgesine
iletilmesini, ¢ogalmasini ve kollajen iiretimini stimiile etmektir. Yine onemli Ozellikleri
arasinda inflamasyonu baskilamasi, anjiogenezis, reepitelizasyon ve bag doku rejenerasyonu
gibi unsurlar sayilabilir (Oztopalan ve ark. 2017). Yara iyilesmesi iizerine rejeneratif etkisinin
bulundugu da bildirilmistir (Mohammed ve ark. 1998).

2.4.4. Vaskiler Endotelyal Buyume Faktori (VEGF)

Vaskiler endotelyal biyume faktéri (VEGF) damar endotel hicrelerine has
homodimetrik glikoprotein yapisinda heparin baglayan biiyiime faktoriidiir. 45 kD
agirligmdadir (Erol 2007). Damar gegirgenligi, histamine nazaran elli kat daha fazladir (Senger
ve ark. 1986). VEGF’nin alt1 adet iiyesi bulunmaktadir. Bunlar VEGF-A (Human- VEGF),
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,VEGF-E ve plasenta bluyime faktéri (placenta growth factor;
PIGF)’diir (Yazir ve ark. 2004). Genellikle VEGF olarak isimlendirilen blytme faktori VEGF-
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A’dir. VEGF’nin bir¢ok onemli fonksiyonlar1 vardir. Endotel hucrelerinin biylmesi ve
farklilagmasmda rol oynar. Monositler igin kemotaktiktir. Endotel hicrelerde apoptozisi
engeller ve hiicre siirekliligini saglar. Vaskiilojenez, anjiyogenez, lenfanjiyogenezi diizenler.
Proinflamatuar etkilidir ve 16kositlere baglanabilirler (Uzun 2013). VEGF yara iyilesmesindeki
en iglevsel anjiyogenetik faktordiir. VEGF ve fibroblast biiyiime faktorii (FGF) anjiyogenezisi
en fazla uyaran biiylime faktorleridir. Yaralanma sonrasit FGF seviyesi artar ve 48. Saatte
normal degerine diiser. VEGF ise yaralanma sonrasi birkag giin sonra pik diizeye ulasir (Nissen

ve ark. 1996, Brown ve ark. 2002).

2.6. Yara lyilesmesine Etki Eden Faktorler
2.6.1. Oksijenizasyon

Oksijen, hiicre metabolizmasi, 6zellikle enerji tiretimi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Yaralarin
enfeksiyondan korunmasini, anjiyogenezi, keratinosit farklilasmasini, kretinosit goglinu ve
yeniden epitelizasyonunu, fibroblast proliferasyonunu ve kollajen sentezini arttirir. Ayrica yara
kasilmasmi tesvik eder (Bishop 2008, Rodriguez ve ark. 2008). Ek olarak, polimorfonikleer
I6kositlerin stiperoksit dretim seviyesi (oksidatif 6ldirme patojenleri icin énemli bir faktor),
kritik olarak oksijen seviyelerine baghdir (Guo ve DiPietro 2010). Oksijenasyonun geri
kazanilmadig1 yaralarda iyilesme bozulur. Yaralanma sonrasi gegici hipoksi yara iyilesmesini
tetikler, ancak uzun siireli veya kronik hipoksi yara iyilesmesini geciktirir (Bishop 2008,
Rodriguez ve ark. 2008). Akut yaralarda hipoksi, yara iyilesme siirecinin bir¢ok yoniinii uyaran
bir sinyal gorevi gorur. Hipoksi, makrofajlardan, keratinositlerden ve fibroblastlardan sitokin
ve bliylime faktori iiretimini indiikleyebilir. Hipoksiye yanit olarak tiretilen sitokinler arasinda
PDGF, TGF-B, VEGF, TNF-a ve endotelin-1 (ET-1)bulunur ve yara iyilesmesinde hiicre
¢ogalmasi, migrasyon, kemotaksi ve anjiyojenezin énemli promotérleridir (Rodriguez ve ark.
2008). Ozetle, optimum yara iyilesmesi icin uygun oksijen seviyesi cok dnemlidir. Hipoksi,
biyume faktorleri ve anjiyogenez gibi yara iyilesmesini uyarirken iyilesme siirecini siirdiirmek
icin oksijene ihtiya¢ vardir (Bishop 2008).

2.6.2. Enfeksiyon

Deri yaralandiginda, deri yuzeyinde normal olarak bulunan mikroorganizmalar alttaki
dokularla etkilesim sanst bulur. Yaralanma sonrasi kontaminasyon, kolonizasyon, lokal
enfeksiyon ve invazif enfeksiyon varligi mikroorganizmanin enfeksiyon yapma giiciinii etkiler.
Kontaminasyon, yara iizerinde ¢ogalmayan organizmalarin varligidir. Kolonizasyon ise doku
hasar1 olmaksizin mikroorganizmanimn doku iizerinde Uremesi olarak tanimlanir. Lokal

enfeksiyon ya da kritik kolonizasyon, mikroorganizma replikasyonu ve lokal doku yanitlarmnin
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baglamasi ile ara bir asamadir. invaziv enfeksiyon ise, konakg1 yaralanmasi olan bir yara
icindeki organizmalarm replike edilmesi olarak tanimlanir (Edwards ve Harding 2004, Guo ve
DiPietro 2010). inflamasyon fazi uzayip kronik hale geldiginde enfeksiyon artarak ECM’i
bozabilecek bir proteaz ailesi olan matriks metaloproteazlarin (MMP) artmasina neden olur.
Artmis proteaz icerigine bagli olarak, dogal olarak olusan proteaz inhibitorlerinin seviyesi
azalir. Proteaz dengesindeki bu degisim, kronik yaralarda goriilen biiyiime faktorlerinin hizla
bozulmasma neden olabilir (Edwards ve Harding 2004, Menke ve ark. 2007, Guo ve DiPietro
2010). Staphylococcus aureus (S. aureus) ve Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) enfekte
ve klinik olarak enfekte olmayan yaralarda yaygin bulunan bakterilerdir (Davis ve ark. 2008).
Yaradaki bakteri sayis1 doku grami basina 1x10° organizmay: asarsa veya herhangi bir
betahemolitik Streptokok varsa, yara flep kapanmasi, deri grefti yerlesimi veya primer siitiirler
dahil higbir sekilde iyilesmez (Robson 1997, Broughton ve ark. 2006). Bakteriler inflamatuar
faz1 uzatir ve epitelizasyon, kasilma ve kollajen birikmesine neden olur. Endotoksinlerin
kendileri fagositozu ve kollajenaz salinimini uyarir, bu da daha 6nce normal olan dokunun
cevresindeki kolajenin yikimma ve tahrip olmasma sebep olur. Doku hipoksisi ile iliskili yara
kontaminasyonu, fibroblast proliferasyonunu baskilayarak iyilesmeyi etkiler (Bankey ve ark.
1989, Broughton ve ark. 2006).

2.6.3. Iskemi

Iyilesme enerjiye bagimli bir siire¢ olmakla beraber yeterli miktarda kaynak ve adenozin
trifosfat (ATP)’a ihtiya¢ vardir. Yaralanma sonrasi ilk anaerobik kosullarda glikolizis yoluyla
ATP iiretimi baslar (Broughton ve ark. 2006). Ozellikle proliferatif iyilesme fazinda, oksidatif
fosforilasyon yoluyla artan metabolizma ve protein sentezi icin ¢ok daha biyik oranda ATP

gerekir (Kivisaari ve ark. 1975).

Hipoksi iyilesme siirecini yavaslatma veya durdurma potansiyeline sahiptir. Yara
iyilesmesinin erken agamasmdaki lokal hipoksiye karsi vaskuler endotelin fizyolojik yanit
olarak, vazodilatasyonun hizlandirilmasi, fibrin birikiminin uyarilmasi, proinflamatuar
aktivitenin ve neovaskiilarizasyonun arttirilmasi sayilabilir. Siirekli bir hipoksiye karsi
endotelyal hiicrenin yaniti, apoptozun TNF-a indiiksiyonudur. Siirekli hipoksi endotel hiicre
apoptozuna neden olacaktir. Yara ndtrofil aktivitesinin, yaralarda tanimlanan diisiik oksijen

gerilimlerinde azaldig1 gosterilmistir. Diisiik sicaklik, diisitk pH (power of hydrojen) ve yuksek
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glikoz konsantrasyonlar1 da 16kosit fonksiyonunu sinirlar. Daha uzun siire hipoksiye maruz
kalan fibroblastlar, hiicre dis1 matriks olusumuna katilmayabilir, bdylece iyilesmeyi

geciktirebilir (Broughton ve ark. 2006).

2.6.4. Beslenme

Yiiz yildan uzun bir siiredir beslenme, yara iyilesmesini etkileyen énemli bir unsur
olarak bilinmektedir (Arnold ve Barbul 2006). Yara iyilesmesinde hiicre boliinmesi, protein
sentezi ve enzim aktiviteleri igin enerji gerekmektedir. Enerji ihtiyacini karsilamak i¢in protein,
karbonhidrat, vitaminler ve ¢inko gibi yapi taglarina ihtiya¢ vardir (Wild ve ark. 2010, Singh
ve ark. 2017).

Protein yara iyilesmesini etkileyen en onemli besin maddelerinden biridir. Yangisel
yanitta gorev alan ve bagisiklik sisteminde gorevli lenfositler, monositler, lokositler ve
makrofajlar protein yapisindadir. Protein iyilesmenin tiim asamalarinda gereklidir. Protein
yetersizliginde yeniden damarlasma siireci yavaglar, kollajen sentezi ve fibroblast aktivitesi

azalir (Wild ve ark. 2010).

Vitamin C (L-askorbik asit), vitamin A (retinol) ve vitamin E (tokoferol) gucli
antioksidan ve anti-inflamatuar etki gosterirler. C vitamininin yara iyilesmesinde birgok rolii
vardir ve bu vitamindeki bir eksikligin doku onarimi iizerinde bir¢ok etkisi vardir. C vitamini
kollajen sentezinde gorev alir ve eksikliginde kollajen sentezi azalarak yara gerim kuvveti de
azalir (Guo ve DiPietro 2010). A vitamini epitelizayonda rol oynar ve eksikliginde yara
iyilesmesinde bozukluga yol agar. Ayrica fibroblast aktivitesini uyarir ve steroidlerin yara

iyilesmesi lizerine yangisel etkisini engeller (Dryden ve ark. 2013).

Cinko, yara epitelizasyon hizini ve yara gerim kuvvetini arttir. Ayni zamanda deoksiribo
nikleik asit (DNA), ribonlkleik asid (RNA) ve protein sentezinde gorev alan enzimlere
kofaktor gorevi gorir. ideal iyilesme icin suyun da olduk¢a &nemi vardir. Su hiiclerin
bdliinmesini ve gogiinii kolaylastirir. Dehidrasyon durumunda epidermis tabakasi sertlesir ve

kurur (Dryden ve ark. 2013).
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2.6.5. Tlaclar

Yara iyilesmesini direkt veya indirekt etkileyen bazi ilag gruplar1 mevcuttur.
Steroidlerin operasyon oncesi kullanimi inflamatuar yanit1 bozarak, iyilesmenin ilk basamagi
olan inflamasyonu baskilar. Steroidler inflamatuar hiicre sayisini azaltarak yara iyilesmesini
olumsuz yonde etkiler. Ayrica steroidler kollejen lizisini arttirir ve epitelizasyonu bozarlar
(Parsak ve ark. 2007). Sitotoksik ilaclar, 6zellikle siklofosfamid, methotrexate gibi ilaclar
fibroblast aktivitesini baskilayarak, kollojen sentezi bozar ve yara iyilesmesini olumsuz

etkilerler.

Antineoplastik ilaglar, hiicre cogalmasini inhibe ederler ve DNA ve protein sentezini de
engeller. Antineoplastinler ayni1 zamanda trombositleri de baskilayarak biiylime faktorleri ve
kollajen sentezini azaltirlar. Kemoterapi tedavisi yapilan hastalarda nétrofil fonksiyonlarinin
bozuldugu bildirilmistir. Dolagimda azalan nétrofil sayisindan 6tiirii yara bdlgesinde yeterli

notrofil bulunmaz ve enfeksiyona agik hale gelerek iyilesmeyi olumsuz etkiler (Stirme 2019).

2.6.6. Radyasyon

Radyasyon, yara Uzerinde akut ve kronik dejeneratif degisikliklere neden olur. Akut
etkisi genelde yoktur ve absorbe edilir. Radyasyonun kronik etkileri arasinda fibroblast,
keratinosit ve endotel hiicreleri olumsuz yonde etkileme ve bu hiicrelerde DNA hasarlarma yol
acmas1 sayilabilir. Radyasyon, iyilesme dokusunun meydana geldigi asamada, kilcal damar

olusumunu ve fibroblast profilerasyonunu baskilayarak yara iyilesmesini olumsuz etkiler

(Tibbs 1997).

2.6.7. Yas

Yara iyilesme orani yasla beraber sabit bir sekilde diisiise gecer. Kronik yaralarin
birgogu yasli bireylerde goriilmektedir. Yaglanma {izerine enfeksiyon ve iskemi gibi durumlar
eklendiginde iyilesmedeki sorunlar daha net bir sekilde ortaya cikar. Yaghlikla birlikte
enflamatuvar hiicre sayisinda azalma sebebiyle yara iyilesmesi olumsuz yonde etkilenir

(Gottrup ve ark. 2009).
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2.6.8. Hastaliklar
Ozellikle diyabet ve damar hastaliklarinda yara iyilesmesi olumsuz etkilenmektedir.
Diyabet yara gerim kuvvetinde ve kollajen birikiminde azalma meydana getirerek yara

iyilesmesini geciktirir (Jones 2012).

Damar hastaliklarinda yara bolgesinin dolasimi bozulacagindan bolgede enfeksiyon
veya nekroz gelisebilir. Karaciger ve bobrek hastaliklari, otoimmin hastaliklar, hemofili gibi

kan hastaliklar1 ve bag doku hastaliklar1 yara iyilesmesini olumsuz yonde etkiler (Senol 1995).

2.7. Biyoaktif Cam

Biyoaktif cam (BC) ilk olarak 1969 yilinda Dr. Larry Hench tarafindan kemik ve dis
dokusunun mineralizasyonunun arttirilmasi ve doku hasarmnin onarilmasi amaciyla tiretilmistir.
BC’ler, biyoseramikler smifinda yer alirlar. Yapisal kompozisyonu, silikon dioksit (%45),
kalsiyum oksit (%24.5), sodyum dioksit (%24.5) ve fosfor oksitten (%6) olusmaktadir. Bu
elementler vicutta dogal olarak bulunmaktadir (Baino ve ark. 2018). Diger cam bilesimleri
sodyum icermez. Silikat aginda flor, magnezyum ve ¢inko gibi ek elementlere sahiptir. TUm
biyoaktif camlarin ortak 6zelligi, canli dokularla etkilesime girme yetenegine sahip olmasidir.
Kemik dokuya kolay baglanmalari, enzimatik reaksiyonlara sahip olmalari, kemik dokuda
mezensimal hiicrelerin farklilasmasma katki saglamasi, vaskiiler yapit olusumuna destek
olmalar1 6nemli Ozellikleri arasinda yer alir (Brunner ve ark. 2007). BC’yi diger cam
seramiklerden ayiran Onemli Ozelliklerinden biride kimyasal Ozelliklerinin ve dokuyla

baglantismin kontrol altina alinabilmesidir (Oztopalan ve Durmus 2017).

BC kemik dokusuyla yaptig1 kimyasal bag ile baglanmakta ve osteoblastlar tarafindan
primer mineralizasyon saglamak amaciyla kollajen ve matriks vezikiilleri olusumuna katk1
saglayarak kemik olusumunu gerceklestirmektedir. BC’nin bir diger dikkat c¢ekici 6zelligi,
kullanim sirasinda parcalanmasi halinde, pargalarin birbirinden ayrilmadig: takdirde, apatit
tabakasinin kendi kendini onarma Ozelligiyle tekrar birlesebilmektedir (Hench 2006). BC
kemik ile temasinda cam tabaka ¢oziinerek hidroksiapatit (HCA) kristallerine doniistir. HCA,
kemik mineraline benzer ve kemik ile biitiinlesmek (baglanmak) igin kolonajen fibrillerle
etkilesime girer. Bu 0zellik sayesinde, BC bdlgede ki sert dokuya kimyasal olarak
baglanabilmektedir (Jones 2013). HCA olusumu greft partikiillerinin transplantasyonundan

sonra 1 saat igerisinde tamamlanir. Kalsiyumdan zengin olan HCA tabakasi, mineralize
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ekstraselliiler matriks olusumu i¢in gerekli proteinlerin yogunlugunu ve adsorbsiyonunu artirir

(Ceyhan ve ark. 2007).

BC, VEGF’yi uyararak anjiyogenezise katkida bulunur. Yapilan in vitro ¢alismalarda,
biyoaktif camin fibroblastlari, VEGF ve endotel hiicrelerini ¢ogalmasi i¢in salgilamaya tesvik
edebilecegini gostermektedir (Xie ve ark. 2016). BC’nin bir diger o6nemli o6zelligi ise
antibakteriyal 6zelliklerinin olmasidir. BC, ¢6ziinme sirasinda katyon saliniminin neden oldugu
pH artis1 nedeniyle bakterileri dldiiriir. Ornek olarak, Streptococcus mutans curikleri, kok
curtikleri  (Actinomyces naeslundii, S. Mu-tans) ve periodontitis (Actinobacillus

actinomycetemcomitas) ile baglantili patojenleri in vitro 6ldiirdiigi bildirilmistir (Jones 2013).

Biyoaktif camlar tedavi amaciyla bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Bazi kullanim

alanlariyla alakali bilgiler Cizelge 2.1.’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Biyoaktif camin kronolojik olarak bazi alanlarda kullaniminin gosterilmesi (Baino ve ark. 2018).

Y1l Ilk deneysel kullanim
1969 45S5 cam bilesiminin icadi (45S5 Bioglass®)
1977 Ceravital® cam seramik kullanarak kulak hastaliklarinin tedavisi (orta

kulak kii¢iik kemiklerinin degistirilmesi)

1978 Okdler implant (kornea dokusu ile biyouyumluluk)

1985 45S5 Bioglass® tabanli Endosseous Ridge Bakim Implantinin (ERMI)
insan hastalarda klinik kullanimi1

1987 Karaciger kanseri tedavisi (radyoaktif camlar)

1988 45S5 Bioglass® tabanli Endosseous Ridge Bakim Implantin (ERMI)
insan hastalarda klinik kullanimi1

1993 PerioGlas'm FDA onay1 (kemik ve dis onarimi i¢in kullanilan 45S5
Bioglass® partikiil)

1998 Periferik sinir onarimi

1999 Kanser tedavisi icin radyoaktif gozliklerin (TheraSphere®) FDA onay1

2000 Yara iyilesmesi

2002 Medpor®-PlusTM (polietilen / 45S5 Bioglass® kompozit gdzenekli

orbital implantlar) i¢in FDA onay1.

2003 Antibakteriyel (Zn iceren) kemik / dental sementler
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2004 Akciger doku mithendisligi

2004 Mezogozenekli biyoaktif camin (MBC) ilag dagitim sistemi olarak
kullanilmast

2005 Iskelet kas1 ve ligament onarmmi

2005 Gastrointestinal sistem ulserlerinin tedavisi

2010 Kalp doku miihendisligi

2011 Veteriner hekimlikte yara iyilesmesi i¢in pamuk sekeri borat biyoaktif

camin ticarilestirilmesi.

2012 Rahim fibroidlerinin embolizasyonu
2012 Spinal Kord onarimi
2018 Karaciger metastatik kolorektal karsinomu olan hastalarda radyoaktif

gozliik (TheraSphere®) kullanimi

BC, mineralize doku rejenerasyonunda uzun zamandir arastirilmaktadir, ancak son
zamanlarda yumusak doku onariminda ve oOzellikle yara iyilesmesindeki potansiyel
uygulamalar1 biiyiik umut vadetmistir (Xie ve ark. 2016, He ve ark. 2019, Kargozar ve ark.
2019). Silikat bazli Bioglass® 45S5 [(46.1) SiO2- (26.9) CaO- (24.4) Na20- (2.6) P205 (%
mol)] ve borat bazli 13-93B3 [(54) B203 gibi yaygin olarak kullanilan camlar - (22) CaO- (6)
Na20- (8) K20- (8) MgO- (2) P205 (% mol)], siiregleri uyarabilen iyonlar1 serbest birakma
yeteneklerinden dolayi yara iyilesme asamalarinda yer almistir. Bununla birlikte, bugtine kadar,
yara iyilesme siireclerini hizlandirmadaki spesifik etki mekanizmalarina iligkin kapsamli bir
rapor bulunmamaktadir. BC'lerin, anjiyogenez icin vaskdiler endotelyal biyime faktord, temel
fibroblast biiylime faktorii ve vaskiiler hiicre yapisma proteini gibi iyilesme siireclerinde yer
alan genlerin ekspresyonunu aktive ettigi bildirilmistir (Gopalakrishnan ve ark. 2016). Bioglass
45S5'in anjiyojenik potansiyelini gosteren bir dizi erken ¢alisma rapor edilmis ve bu alandaki
potansiyelinin altin1 ¢izmistir (Detsch ve ark. 2014). Daha yakin zamanlarda, Bioglass 45S5'in
endotelyal hiicreleri korudugu ve vaskularizasyonu artiran ve sonug olarak yara iyilesmesini
hizlandiran bosluk baglanti iletisimini gelistirdigi gosterilmistir. Silikat bazli BC'lerden salinan
Si4 + onemli bir iyonik bilesendir ve kolajen Uretimini ve neovaskularizasyonu uyarmada

6nemli bir role sahiptir.
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Bu ¢alismada ratlarda deneysel yara modelinde biyoaktif cam’n yara iyilesmesi {izerine
etkisi Kklinik, histopatolojik ve genetik olarak degerlendirilmistir. Caligmada biyoaktif cam
icerikli merhem kullanilmis olup literatiirde daha once 6rnegi olmamasi dolayisiyla ratlarda
deneysel yara modelinde biyoaktif cam’in yara iyilesmesi lizerine etkisinin degerlendirilmesi

amaglanmugtir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel ¢alisma icin Hatay Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu (HMKU-HADYEK) 23/03/2020 tarih ve 2020/03-1 sayili karar1 ile onay alind1 ve
Hatay Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi
(HMKU-DAM)’nde 10.05.2021-31.05.2021 tarihleri arasinda gergeklestirildi.

3.1. Deney Hayvanlan ve Gruplar

Calismada her biri 200-300 gram agirliginda, 4 aylik, 32 adet erkek wistar albino rat
kullanildi. Ratlar ¢alismaya baslamadan bir hafta once su ve gidaya serbestce erisebildikleri
23+2 °C oda sicakliginda, 12 saat gece 12 saat giindiiz kosullarinda tutularak her biri bireysel
kafeslerde ve standart pelet yem verilerek deneysel ¢alismaya hazirlandi. Ratlar rastgele 4 gruba

ayrilarak bireysel kafeslerde barindirildi.

Kontrol grubu: bu gruptaki deney hayvanlara herhangi bir cerrahi islem uygulanmadi.
Yirmi bir giin boyunca rat agirhigi, yem ve su tiiketimi takip edildi ve 21.giin sonunda anestezi

altinda kalpten kan alinarak kan ve saglam doku 6rnekleri alindi.

Sham grubu: bu gruptaki deney hayvanlarina yara modeli olusturulduktan sonra
herhangi bir islem uygulanmadi ve ilag verilmedi. Yirmi bir giin boyunca rat agirligi, yem ve
su tuketimi takip edildi ve 21.glin sonunda anestezi altinda kalpten kan alinarak kan ve yara

dokusu ornekleri alindi.

Biyoaktif cam grubu: bu gruptaki deney hayvanlarina yara modeli olusturulduktan sonra
yara bolgesine 21 giin boyunca biyoaktif cam merhemi uygulandi. Yirmi bir giin boyunca rat
agirligi, yem ve su tiikketimi takip edildi ve 21.glin sonunda anestezi altinda kalpten kan alind1

ve yara dokusu érnekleri alind.

Dexpanthenol grubu: bu gruptaki deney hayvanlarina yara modeli olusturulduktan sonra
yara bolgesine 21 giin boyunca dexpanthenol krem uygulandi. Yirmi bir giin boyunca rat
agirligl, yem ve su tiiketimi takip edildi ve 21.giin sonunda anestezi altinda kalpten kan alindi

ve yara dokusu 6rnekleri alind.
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3.2. Kullanilan Merhemler

3.2.1. Biyoaktif Cam
45S5 biyoaktif cam (Bone-G Active®) Meta Biyomiihendislik ve Arge Hizmetleri A.S’
den temin edildi. Merhemin yapim asamalar1 Yildiz Teknik Universitesi Kimya ve Metaliirji

Fakultesi Labaratuvarinda gergeklestirildi.

Cizelge 3.1. 45S5 Biyoaktif Cam Kompozisyonlari (% Agirlikca)

(% Agirlikca)
Elementler SiO; | CaO | NaO | P05
4585 Biyoaktif cam (BONE-G ACTIVE) 45 245 | 245 |6

3.2.1.1. Ogiitme Islemi
Kullanilan biyoaktif cam numuneleri agat havanda mekanik olarak 6giitiilerek bir elek
yardimi ile eleme islemi gergeklestirilmistir. Boylece biyoaktif cam numuneleri, ortalama

partikiil boyutlar1 <50 um olacak sekilde ayarlanmistir.

3.2.1.2. Merhemin Hazirlanmasi

Merhem (retiminde tasit molekiilii olarak vazelin (Krauterhof, Germany) kullanildi.
Merhem; 65°C’de eriyik haldeki 84 gram vazelin igerisine 6giitiilmiis 16 gram biyoaktif cam
eklenerek hazirlandi. Ardindan 30 dakika boyunca homojenligin saglanmasi i¢in 65°C’de
karistirildi. Elde edilen kompozit karisim plastik kaplar igerine depolanarak, oda sicakliginda

sogumaya birakildi. Merhem formu Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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Sekil 3 1. Biyoaktif cam merhemin gérintisi

3.2.2. Dexpanthenol Krem
Dexpanthenol grubuna pozitif kontrol olarak Bepanthol ® (Bayer, Germany) krem

uygulandi.

3.3. Anestezi

Cerrahi islem yapilacak olan tiim gruplardaki ratlara genel anestezi amaglh 10 mg/kg
ksilazin hidroklorir kas ici (im) (Alfazyne %2 enj. 50 ml, EGE-VET, Tirkiye) ve 50 mg/kg
ketamin hidrokloriir kas ici (im) (Alfamine %10 enj. 50 ml, EGE-VET, Tiirkiye) uygulandi.

3.4. Yara Modelinin Olusturulmasi

Anesteziye alinan ratlar sternal pozisyonda sirt bolgesi tiraslandi ve povidon iyot ile
antisepsisi saglandi (Sekil 3.2). Cerrahi islem yapilacak alan steril serviyet ile sinirlandirildi.
Butln ratlarda dorsal torasik bdlgede her biri 2x2 ¢cm olacak sekilde bir cetvel yardimiyla bolge
isaretlendikten sonra tam kat deri flebi ¢ikarild1 (Sekil 3.3, Sekil 3.4 ve Sekil 3.5). Islemler

sonrasi ratlar bireysel kafeslere yerlestirildi.
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Sekil 3.2. Ratlarin dorsal torasik bolgesi tiraglanarak povidon iyot ile antisepsisin
yapilmasi
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Sekil 3.3. Dorsal torasik bolgede bir cetvel yardimiyla 2x2 cm alanin belirlenmesi
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Sekil 3.4. Dorsal torasik bolgenin 2x2 cm alaninin belirlenmesi sonrasi goriintiisii
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Sekil 3.5. Belirlenen alandan 2x2 cm? alaninda tam kat deri flebinin ¢ikarilmasi

3.5. ilaglarin Uygulanmasi

Biyoaktif cam grubuna, yara modeli olusturulduktan sonra biyoaktif cam merhem 21
giin boyunca uygulandi (Sekil 3.6). Dexpanthenol grubuna, yara modeli olusturulduktan sonra
(Bepanthol ®) krem (Sekil 3.7) 21 giin boyunca uygulandi.
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Sekil 3.6. Biyoaktif cam merhemin yara bolgesine uygulanmasi
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Sekil 3.7. Dexpanthenol kremin uygulanmasi

3.6. Klinik Degerlendirmeler ve Yara Alan Ol¢iimii
Cerrahi islem sonrasi1 yara makroskobik olarak takip edildi (Sekil 3.8). Deney
gruplardaki her bir ratm 0.,3.,7.,14 ve 21. ginlerde yara fotograflar1 cekilerek imageJ2x

programinda yara alanlar1 tam olarak hesapland.
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Sekil 3.8. Yara boyutlarinin bir cetvel ile belirlenmesi

3.7. Otenazi ve Orneklerin Toplanmasi

Caligma sonunda ratlar genel anestezi altinda kalpten kan alinarak sakrifiye edilmistir.
Kan dérnekleri 3000 devirde 10 dk santriflij edildikten sonra elde edilen plazmalar biyokimyasal
analizler ve hedef protein seviyelerinin tespiti icin 1,5 ml hacimli nikleaz icermeyen tiplere
alindi. Doku Ornekleri genel anestezi altinda sakfiye edilmeden 6nce Kontrol grubunda saglam
deri, diger gruplarda yarali bolge saglam dokuyuda igerecek sekilde alindi. Alinan 6rnegin
yarisi histopatolojik degerlendirme i¢in %10 formol icerisinde muhafaza edilirken, molekiler
analiz icin geriye kalan doku 6rnegi ise niikleaz icermeyen tiiplere alinarak hizli bir sekilde sivi
azotta donduruldu. Alinan numuneler biyokimyasal ve molekiiler analizler yapilincaya kadar -

86 °C’de muhafaza edildi.
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3.8. Total RNA izolasyonu

Doku &rneklerinden total RNA izolasyonu yapildi. izolasyon modifiye edilmis Trizol
yontemine gore gergeklestirildi (Rio ve ark. 2010). Her 6rnekten yaklasik 50 mg doku steril
sartlar altinda alinarak 1 ml Trizol Reagent (Thermo Fisher Scientific, Cat no: 15596026, USA)
icerisinde homojenize edildi. Trizol-kloroform-izopropil alkol ve etil alkol asamalarindan sonra
elde edilen total RNA'lar pellet blyukluklerine gore 20-50 pl nukleaz icermeyen su ile
sulandirildi. Izole edilen total RNA nin saflik (A260/A280 orani) ve konsantrasyon degerleri
nikleik asit olcer (Merinton SMA-1000, Spectrophotometry, China) ile 6lctldi. Bununla
birlikte RNA kalitesi elektroforetik olarak kontrol edildi (100V ve 30 dk). Saflik ve biitiinliik

bakimimdan uygun olmayan 6rneklerden total RNA izolasyonu tekrarlandi.

3.9. cDNA Sentezi (Complementary DNA)

Total RNA izolasyonu sonrasi Orneklerde olabilecek genomik DNA
kontaminasyonunun eliminasyonu amaciyla 6rneklere DNA digestion islemi uygulandi. Bu
amacla DNase I, RNase free (Thermo Fisher Scientific, Cat no: EN0525 USA) kullanildi.
Orneklerden daha sonra ilgili kit protokoliine gore cDNA sentezi gergeklestirildi (High
Capacity cDNA Synthesis Kit, Thermo Fisher Scientific, Cat no: 4368814, USA). Thermal
cycler'da reaksiyon 42 °C'de 60 dk, 25 °C'de 5 dk ve 70 °C'de 5 dk olacak sekilde uygulandi.
Reaksiyon sonrasi 6rneklerinin son hacimleri niikleaz icermeyen su ile 200ul’ye tamamlandi.
Elde edilen cDNA 6rnekleri gen ekspresyon analizleri yapilincaya kadar -86 °C'de muhafaza
edildi.

3.10. Real Time qPCR Uygulamasi

Orneklerde hedef (TNFa, IL6, IL10, VEGF, TGFp) genlerin ifade dizeyleri gPCR
(Rotor-Gene Qiagen, USA) araciligiyla belirlendi. Cihazda reaksiyon protokolii 10 dakikalik
denatiirasyonu takiben, 40 siklus 95 °C’de 15 saniye ve 60 °C’de 60 saniye olacak sekilde
uygulandi. Amplifikasyon SYBR Green boya igeren kit kullanilarak gergeklestirildi (Power
SYBR Green PCR Master Mix, Thermo Fisher Scientific, Cat no: 4367659, USA). Internal
kontrol olarak PPIA housekeeping geni kullanilirken her 6rnek iki tekrar (duplike) ¢aligild.
Genlerin amplifikasyonu i¢in kullanilan primerlerin ileri (forward) ve geri (reverse) dizileri

Cizelge 3.2°de gosterildi.
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Cizelge 3.2. Gen dizilimleri

. Uriin Uzunlugu
Genler Ileri ve Geri Primer Dizileri (bo) Kaynak
¢
F: 5’-CAGACAAAGTTCCAAAGACAGCA-3’ 117
PPIA Dos Santos 2016
R: 5’-CACCCTGGCACATGAATCCT-3’
INF F: 5>-ACTGAACTTCGGGGTGATCG-3’ 153 Calisma ekibi tarafindan
a
R: 5’-GCTTGGTGGTTTGCTACGAC-3’ tasarlandu.
L6 F: 5’-CTCTCCGCAAGAGACTTCCA-3’ 92 Calisma ekibi tarafindan
R: 5>-TCTCCTCTCCGGACTTGTGAA-3’ tasarlandi.
1L10 F: 5>-TTGAACCACCCGGCATCTAC-3’ 91 Calisma ekibi tarafindan
R: 5’-CCAAGGAGTTGCTCCCGTTA-3’ tasarlandu.
TGE F: 5>-TGACGTCACTGGAGTTGTCC-3’ 141 Calisma ekibi tarafindan
b R: 5’-CCTCGACGTTTGGGACTGAT-3’ tasarlandu.
F: 5>-TCTCCCAGATCGGTGACAGT-3’ 71
VEGF Lee ve Schwarz 2015
R: 5’-GGCAGAGCTGAGTGTTAGCA-3’

bc: Baz cifti

3.11. ELISA Uygulamasi

Calismada ratlardan alinan doku ve plazma 6rneklerinde TNFa, IL6, IL10 proteinlerinin
seviyeleri ELISA yodntemiyle belirlendi. Bu amacgla -86 °C’de muhafaza edilen dokular PBS
icerisinde homojenize edildi. Ayrica dokularda Lowry yontemine goére total protein analizi
yapildi (Lowry ve ark. 1951). TNFa, IL-6, IL-10 proteinlerinin seviyeleri ise rat spesifik ELISA
Kitleri (Bioassay Technology Laboratory, China, E0764Ra, E0135Ra,E0108Ra) araciligiyla
tespit edildi. Dokulardaki hedef proteinler ng/mg protein olacak sekilde hesaplandi.

3.12. Histopatolojik Degerlendirme

Ornekler %10’luk formaldehit i¢inde, en az 24 saat olacak sekilde fikse edildi.
Fiksasyon sonrasi, rutin “overnight” patoloji takibi yapilarak parafin bloklar Uretildi. Ardindan
5 mikron kalinliginda kesitler alind1 ve 151k mikroskobu ile degerlendirildi.
Degerlendirme Kandhare ve ark. (2016)’nin ¢alismasindakine benzer sekilde yapildi.
Degerlendirme icin; 1-Ulser ve reepitelizasyon, 2-Fibroblast proliferasyonu, 3-inflamatuar

hiicre infiltrasyonu, 4-Neovaskiilarizasyon ve 5-Kollajen birikimi skorlandi. Ulser ve
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reepitelizasyon birlikte degerlendirilerek: Hi¢ reepitelize olmamig tamamen ilser zemini
izleniyorsa Skor 3, Reepitelizasyon var ama tam degil ise skor 2 ve tam kat reepitelizasyon
varsa skor 1 olarak degerlendirildi. Diger skorlamalarda, belirgin olanlar skor 3, orta derecede

belirgin 2 ve belirgin olmayan ya da az olanlar 1 olarak derecelendirildi.

3.13. Istatistiksel Analizler
Calismada SPSS (Version 26.0) programi araciligiyla One Way ANOVA ve posthoc
testlerinden Tukey testi ile yapildi. P<0.05 anlamli kabul edildi.

Calismada gen ekspresyon sonuglarinin hesaplanmasinda hedef genlerin ekspresyon
seviyeleri housekeeping gene gore normalize edilerek kat degisimi seklinde hesaplandi (Livak
ve Schmittgen 2001). Tespit edilen protein seviyelerinin gruplar arasi karsilastiriimasi ise SPSS
(Version 26.0) programi aracilifiyla One Way ANOVA ve posthoc testlerinden Tukey testi ile
yapildi. P<0.05 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Viicut Agirh@

Calismanin yapildig1 giin 0 olarak kabul edildi. 0., 7., 14. ve 21. giinlerinde ratlar hassas
terazide tartilarak istatistiksel olarak Cizelge 4.1.de verilmistir. Calisma sonunda veriler
incelendiginde gruplar arasinda viicut agirligi (gr) ortalamalar1 yoniinden istatistiksel bir fark

gorilmemistir.

Cizelge 4.1. Gruplara gore viicut agirliginin haftalik gram cinsinden istatistiksel sonuglar1 (Ort£Sh)

Gun Kontrol Sham Biyoaktif Cam Dexpanthenol P degeri
0 289,38+8,84 291,00+7,87 283,13+8,84 288,00+7,20 P>0.05
7 342,25+13,40 316,88+8,49 314,38+8,36 320,13+8,69 P>0.05
14 375,88+15,35 349,13+10,47 347,00£10,13 344,13+10,66 P>0.05
21 395,00+£15,93 375,00£13,72 376,38+8,43 372,88+12,13 P>0.05

4.2. Yem Tuketimi

Calismanin 7., 14. ve 21. giinlerinde gruplarin bir haftalik yedikleri yemler gram

cinsinden hesaplanarak istatistiksel olarak Cizelge 4.2.” de verilmistir.

Cizelge 4.2. Gruplara gore yem tiiketimi gram cinsinden istatistik sonuglar1 (Ort£Sh)

Gin Kontrol Sham Biyoaktif Cam Dexpanthenol P degeri

7 232,33+14,75 204,33%4,67 216,48+8,42 224,65+7,67 P>0.05
14 247,00+£15,14 242,86%7,21 248,8616,22 243,14+7,49 P>0.05
21 243,06+15,67 242,93+8,48 248,09+8,19 241,00+6,51 P>0.05
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Calisma sonunda veriler incelendiginde yem tiikketimi yOniinden gruplar arasi

istatistiksel olarak bir fark goriilmemistir.

4.3. Su Tuketimi
Calismanmn 7., 14. ve 21. Gilinlerinde gruplarin bir haftalik su tiiketimleri ml cinsinden

hesaplanarak istatistiksel olarak Cizelge 4.3.’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Gruplara gore su tiiketiminin ml cinsinden istatistik sonuglari (Ort+Sh)

Gun Kontrol Sham Biyoaktif Cam Dexpanthenol P degeri
7 736,88+26,13? 149,38+44,20° 647,50+21,71° 610,63+22,250¢ P<0.05
14 767,50£22,56° 172,50£24,33° 693,13+29,1820 623,75+23,96"¢ P<0.05
21 803,13+21,59° 620,63+15,74° 726,88+24,44% 738,75+20,39° P<0.05

a,b,c: Ayn1 satirdaki farkl harfler gruplar arasi farklilig1 gosterir.

Su tiiketim verileri incelendiginde 7.glin Sham grubunun en az su tiikketen grup oldugu
goruldi. En fazla su tiketimi goérilen grup kontrol grubu (736,88+26,13) olarak tespit
edilmistir. Dexpanthenol (610,63£22,25) ve sham (549,38+44,20) gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmezken, biyoaktif cam (647,50£21,71) grubunda anlamli bir fark

ortaya konmustur.

Su tiiketiminde 14.giinde, 7. giine benzer sekilde sham (572,50+24,33) grubunun diger
gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede su tiiketiminin az oldugu goriildii. En fazla
su tuketimi yine kontrol (767,50£22,56) grubu olarak tespit edildi. Biyoaktif cam
(693,13£29,18) grubunun, sham (572,50+24,33) grubundan anlamli derece de daha fazla su
tikettigi goriildii. Dexpanthenol (623,75£23,96) grubu ile biyoaktif Cam (693,13+29,18) grubu

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark ortaya konmadi.

Su tlketiminde 21.gunde kontrol (803,13+21,59), biyoaktif Cam (726,88+24,44) ve
dexpanthenol (738,75+£20,39) gruplar1 arasinda istatistiksel bir fark gdrulmezken, sham
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(620,63+15,74) grubuyla kiyaslandiginda bu ii¢ grupta onemli oranda daha fazla oldugu

bulunmustur.

4.4, Yara Alam

Deney gruplarindaki her bir ratm 0., 3.,7.,14.,21. glnlerde yara fotograflar1 ¢ekilerek
ImageJ2x programinda yara alanlar1 cm? olarak hesapland: (Cizelge 4.4). Gruplarm yara
fotograflar1 1.,3.,4.,7.,11.,14.,18. ve 21. giinler makroskobik olarak degerlendirildi (Sekil 4.1).

Cizelge 4. 4. Yara alanlarinin (cm?) gruplar arast istatistiksel olarak karsilastiriimasi (Ort+Sh)

Gin Sham Biyoaktif Cam Dexpanthenol P degeri
0 4,03+0,04 4,02+0,03 4,02+0,03 P>0.001
3 3,75+0,03° 3,38+0,08" 3,43+0,07° P<0.001
7 2,96+0,05 2,65+0,06" 2,55+0,06" P<0.001
14 1,01+0,14? 0,58+0,09° 0,59+0,09° P<0.001
21 0,37+0,08° 0,15+0,04° 0,11+0,03 P<0.001

a,b: Ayni satidaki farkli harfler gruplar arasi farklligi gosterir.

Yara alanlarinin 0. giinlerinde gruplar arasi istatistiksel bir fark goriilmemistir. 3., 7., 14
ve 21. gunlerde biyoaktif cam ile dexpanthenol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark olmadigi halde, sham grubu yara alaninin diger gruplardan 6nemli oranda daha fazla

oldugu goriilmiistiir (P<0.001)
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1.gln 4.gun 7.gun 11.gln 14.gln 18.gln 21.gln

Dexpanthenol Biyoaktif Cam

Sham

Sekil 4.1 Gruplarda giinlere gore yara alanlarmin sematik gorinimleri

4.5. Biyokimyasal Bulgular

Tim gruplardaki postoperatif 21. giin kan serum AST, ALT, GGT, TP, URE ve KRE
degerlerindeki degisimler Cizelge 4.5’de verilmistir.
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Cizelge 4.5. Baz1 biyokimyasal parametrelerin gruplar arasi istatistiksel olarak karsilagtirilmasi (Ort+Sh)

Testler Kontrol Sham Biyoaktif Cam Dexpanthenol P degeri
ALT (mg/dl)  61,88+4,33 53,3843,83 53,2543,65 50,88+4,98 P>0.05
AST (U/L) 126,48+6,08*° 110,28+5,60%° 138,13+£10,242 107,49+7,30° P<0.05
GGT (U/L) 3,38+0,53 2,63+0,18 2,13+0,52 3,38+0,42 P>0.05
TP (mg/dl) 5,65+0,72 5,83+0,40 6,98+0,24 5,58+0,33 P>0.05
URE (mg/dl)  38,13+1,76 41,63+1,72 40,5+1,24 36,63+3,04 P>0.05
KRE (mg/dl) 0,630,020 0,660,020 0,71+0,04* 0,57+0,02° P<0.05

a,b,c: Ayni1 satirdaki farkli harfler gruplar arasi farklilig1 gosterir.

Kre diizeyi 21.glnde biyoaktif cam grubunda (0.71+0.04), dexpanthenol grubuna
(0.57+0.02) gore istatistiksel olarak 6nemli oranda azaldigi1 (P<0.05), dexpanthenol grubunda
(0.57+0.02 ) ise kontrol grubuna (0.63+£0.02) gore hafif diizeyde azaldig: tespit edilmistir
(P>0.05). AST dizeyi biyoaktif cam grubu (138.13+10.24) ile kiyaslandiginda, AST duzeyi,
dexpanthenol grubuna (107.49+7.3) gore onemli oranda azaldig: tespit edilmistir (P<0.05).
ALT, TP, GGT ve URE bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmemistir.

4.6. Histopatolojik Bulgular

Postoperatif 21. gln ratlar sakrifiye edildikten sonra ensizyon hattini igerecek sekilde
alinan tam kat deri 6rneklerinin parafin bloklarindan elde edilen H&E (Hemotoskilen eozin)
boyali preparatlarin histolopatolojik incelemesinde; Ulser ve reepitelizasyon, fibroblast
proliferasyonu, inflamatuar hicre infiltrasyonu, neovaskilarizasyon, kollojen birikimi

degerlendirilerek istatistiksel veriler Cizelge 4.6’de sunuldu.
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Cizelge 4.3. Histopatolojik degerlendirme sonrast istatistiksel sonuglar

Histopatolojik Kontrol Sham Biyoaktif Cam  Dexpanthenol P degeri
Parametreler

Ulser ve reepitelizasyon  1,00+0,00° 2,750,162 1,37+0,18°¢ 2,00+0,27° P<0.05
Fibroblast 1,00+0,00¢ 2,63+0,18° 1,50+0,27b,c 2,00+0,19%P P<0.05
proliferasyonu

Inflamatuar hiicre 1,00+0,00¢ 2,63+0,18° 1,50+0,27° 2,00+0,19° P<0.05
infiltrasyonu

Neovasklarizasyon 1,00+0,00¢ 2,750,167 2,00+0,19° 1,75+0,25° P<0.05
Kollojen birikimi 1,00+0,00° 2,0040,19? 1,87+0,232 2,13+0,232 P<0.05

a,b,c: Ayni satirdaki farkli harfler gruplar arasi farklilig1 gosterir.

Kontrol grubundaki ratlarmm deri histopatolojisi incelendiginde beklendigi tizere,
yuzeyde normal epidermis (kiicik parantez ile gosterilmistir), hemen altinda subepidermal
mesafeler (buyuk parantez ile gosterilmistir), en altta da subepidermal ¢izgili kas tabakasi (orta
parantez ile gosterilmistir) goriilmiistiir. Epidermis ile iligkili deri ekleri ve sebase glandlar
resimde oklar ile gdsterilmistir. Bu mesafelerde kontrol grubunda iilserasyon ve dolayisi ile de

reepitelizasyon gorilmemistir(Sekil 4.2)(HE, x40).
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Sekil 4.2. Kontrol grubuna ait normal deri yapisinin histopatolojik goriintiisii

Dermal kollojen miktari, fibroblastlar ve neovaskilarizasyon, normal bir dokuda
beklendigi gibiydi. Epidermise daha yakindan bakildiginda, yine epidermisin normal oldugu
(siyah oklar), iilserasyon bulunmadigi, dermal mesafelerdeki fibroblastlarn normal
histomorfolojide ve miktarda oldugu (prolifere olmadigi), inflamatuar hicre infiltrasyonu
icermedigi goriilmektedir. Dermal mesafelerde damar miktar1 ve kollojen miktar1 normaldir

(ayrag ile gosterilmistir) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Kontrol grubuna ait normal histomorfolojide deri-deri alti dokusu (HE, x100)

Sham grubunun histopatolojisi incelediginde tim gruplarda belirgin Glserasyon
mevcuttu (siyah ok ve ayrag ile gdsterilmistir). Ulserli alan altinda yogun fibrin eksiidasyonu
ve polimorf lokosit infiltrasyonu dikkati cekmekteydi (yildiz ile gosterilmistir). Reepitelizasyon

baz1 6rneklerde baslamist1 ancak tiimiiyle reepitelize 6rnek izlenmedi (Sekil 4.4. HE,40x).
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Sekil 4.4. Sham grubuna ait histopatoloji goruntlsiinde yuzey Ulserasyonu siyah oklar ile
belirtilmistir. Ayrica saglam epidermis tabakasi mavi oklar ile gosterilmistir. Yildiz ile belirtilen yerler
yogun fibrin eksiidasyonu ve polimorf I6kosit infiltrasyonunu gostermektedir (HE, x40)

Sham grubu ratlarmin ¢ok azinda reepitelizasyon baglamisti. Bu gruba ait drneklerde,
belirgin fibroblast proliferasyonu, neovaskilarizasyon ve kollojen birikimi tespit edildi. Bu
ornekte, yogun inflamatuar hiicre infiltrasyonu daire igerisinde gdsterilmistir. inflamatuar
infiltratin ¢ogunlukla polimorf I6kositlerden olustugu goriilmektedir. Kontrol grubunun
subepidermal alanlar1 ile karsilastirildiginda, kollojen birikiminin oldukga fazla oldugu dikkati
cekmektedir (dikdortgen alan iginde gosterilmistir). Ayrica, iginde eritrositler bulunan yariklar
tarzinda damar yapilarmim ¢okluguda neovaskilarizasyonu gostermektedir (oklar ile
gosterilmistir) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Sham grubunda belirgin fibroblast proliferasyonu, neovaskilarizasyon ve kollojen
birikimi tespit edildi dikddrtgen alan). Bu 6rnekte, yogun inflamatuar hiicre infiltrasyonu daha yakindan

izlenmektedir (daire) Ayrica, i¢inde eritrositler bulunan yariklar tarzinda damar yapilarmin ¢oklugu da
dikkati cekmektedir (oklar).

Biyoaktif cam grubunda, Ulser ve reepitelizasyon sham grubu ve dexpanthenol grubuna
gore daha iyi oldugu goriildii. Orneklerin tiimiinde reepitelizasyon vardi ve cogu &rnekte
reepitelizasyon tamdi (Sekil 4.6). Inflamasyon, fibroblast proliferasyonu ve neovaskiilarizasyon

daha azdi. Kollojen birikimi hemen hemen dexpanthenole benzer sekilde goriildi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.6. Bu ornekte, biyoaktif cam grubuna ait tiimiiyle reepitelize olmus deri-deri alti
ornegi izlenmekte ve deri eklentilerinin olusumu goriilmektedir (mavi ok ile gosterilmistir). Deri
iizerinde keratinizasyon mevcuttur (kisa oklar ile gosterilmistir). Ayrica, dermal mesafelerde travma
ardindan yogun kollojen birikimi gortlmektedir (daire igerisinde gosterilmistir).
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Sekil 4.7. Bu Ornekte biyoaktif cam grubuna ait bir 6rnek daha yakindan goérilmektedir.
Yuvarlak isaretli alanda (diger alanlarda da benzer sekilde) yogun kollojenizasyon belirgin bir sekilde
gorilmektedir. Kontrol grubunun subepitelyal alanlari ile karsilastirildiginda, subepitelyal mesafelerin
hem daha selliiler hem de kaba kollojenden zengin oldugu izlenmektedir. Arada icinde eritrositler izlenen
bazilar1 yarik tarzinda (kisa oklar), bazilar1 yuvarlak (uzun oklar) damar yapilar1 mevcuttur (HE, x100).

Dexpanthenol grubunda, tim orneklerde reepitelizasyon vardi ancak biyoaktif cam
grubuna gore daha diisiik seviyeli idi ve bazi alanlarda tam Kkat Ulser izlenmekte idi (Sekil 4.8).
Inflamasyon, fibroblast proliferasyonu ve neovaskiilarizasyon biyoaktif cam grubuna gore biraz
daha belirgindi. Kollojen birikimi biyoaktif cam grubuna benzerdi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. Bu drnekte, dexpanthenol grubuna ait iyilesme siirecinde olsada yizey epitelizasyonu
tam olarak gerceklesmemis bir drnek goriilmektedir. Ulserli alan ok ve siyah ¢izgi ile isaretlenmistir.
Dermal mesafeler iyilesme siirecine bagli olarak kollojenize goriilmektedir (kiigiik dolgulu ok ile
gosterilmigtir). Subdermal derin dokular ise 6demli goriiniimdedir (biiyiik dolgulu ok) (HE,x40).
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Sekil 4.9. Bu drnekte dexpanthenol grubuna ait tiimiyle epitelize olmus bir 6rnek goriilmektedir (oklar).
Bu ornekte izlenen epidermal ve dermal mesafeler yogun kollojenize ve vaskiiler yapilardan zengindir (daire).
Yine biyoaktif cam 6rnegindeki gibi, beklendigi iizere, Kontrol grubunda izlenen epidermis iligkili deri ekleri ve
sebase glandlar, yogun kollojenizasyondan dolay1 goriillmemektedir (HE, x100).

4.7. Gen Ekspresyonu Sonuglari

Izolasyon sonrasi drnekler niikleik asitdlcerde (Merinton SMA-1000) yeterli saflik
(A260/A280=1,81+0,01) ve konsantrasyonda (195,80+12,82 ng/ul) RNA elde edildigi tespit
edildi. Ayrica orneklerin kaliteleri %1°lik agaroz jel elektroforezinde kontrol edildi (Sekil
4.10).
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Kontrol Dexpanthenol Biyoaktif cam
Sekil 4.10. Gruplardaki Total RNA Agaroz Jel Elektroforez gérintuleri

4.7.1. RT-qPCR bulgulan

Orneklerde PPIA, TNFa, IL-6, IL-10, TGFB ve VEGF genlerinin amplifikasyonu ile elde
edilen Ct ve Melt curve (erime egrisi) grafikleri asagida verilmistir (Sekil 4.11., Sekil 4.12.,
Sekil 4.13., Sekil 4.14., Sekil 4.15., Sekil 4.16., Sekil 4.17., Sekil 4.18., Sekil 4.19., Sekil
4.20., Sekil 4.21., Sekil 4.22).

Amplification

Cycles

Sekil 4.11. PPIA geni Real-Time PCR Ct grafigi
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Melt Peak
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Sekil 4.12. PPIA geni Real-Time PCR Melt Curve grafigi

Amplification
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Sekil 4.13. TNFa geni Real-Time PCR Ct grafigi

53



Melt Peak
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Sekil 4.14. TNFa geni Real-Time PCR Melt Curve grafigi

Amplification

T T T
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Cycles

Sekil 4.15. IL-6 geni Real-Time PCR Ct grafigi
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Sekil 4.16. 1L-6 geni Real-Time PCR Melt Curve grafigi
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Sekil 4.17. 1L-10 geni Real-Time PCR Ct grafigi
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Melt Peak
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Sekil 4. 18 I1L-10 geni Real-Time PCR Melt Curve grafigi

Amplification

Sekil 4.19. TGFp geni Real-Time PCR Ct grafigi
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Melt Peak
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Sekil 4.20. TGFp geni Real-Time PCR Melt Curve grafigi

Amplification

1
20
Cycles

Sekil 4.21. VEGF geni Real-Time PCR Amplifikasyon grafigi
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Sekil 4.22. VEGF geni Real-Time PCR Melt Curve grafigi

Real-Time PCR iiriinlerinin %1,5’luk agaroz jel elektroforez goriintiileri asagida verilmistir

(Sekil 4.23., Sekil 4.24., Sekil 4.25., Sekil 4.26., Sekil 4.27., Sekil 4.28).

I ' S @ . . R———

Kontrol Dexpanthenol Biyoaktif cam

Sekil 4.23. Gruplarda PPIA Geninin Agaroz Jel Elektroforez Goriintiisu
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Dexpanthenol Biyoaktif cam

Sekil 4. 24. Gruplarda TNFa Geninin Agaroz Jel Elektroforez Goriintisi

\____Y___J L—‘,_._) \_—Y—J k_—f__/

Kontrol Sham Dexpanthenol Biyoaktif cam

Sekil 4.25. Gruplarda IL-6 Geninin Agaroz Jel Elektroforez Goriintisu
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Kontrol Sham Dexpanthenol Biyoaktif cam

Sekil 4.26. Gruplarda IL-10 Geninin Agaroz Jel Elektroforez Goriintisi

Ladder

Dexpanthenol Biyoaktif cam
Sekil 4.27.Gruplarda TGFB Geninin Agaroz Jel Elektroforez Goriintiisii
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Kontrol Sham Dexpanthenol Biyoaktif cam

Sekil 4.28.Gruplarda VEGF Geninin Agaroz Jel Elektroforez gorintusu

4.7.2. Gen Ekspresyonu Bulgularn

Gen Ekspresyon Sonuglari
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Sekil 4.29. Gruplar aras1 gen ekspresyon sonuglar1 (¥*P<0.05, **P< 0.001)
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Gruplarin gen ekspresyon seviyelerinin karsilastiriimasi Sekil 4.29° da verilmistir.

Gruplar arast doku Ornekleri gen ekspresyonu incelemesinde TNF-a seviyesi
dexpanthenol ve sham gruplarinda anlamli derecede yiiksek bulundu (P<0.05). Biyoaktif cam
grubunda ise TNF-a seviyesinin dexpanthenol ve sham gruplarindan anlamli diizeyde diisiik
oldugu goriildi (P<0.05). Bu sonuglar 1g1ginda biyoaktif camin 21.giin sonunda inflamasyonu

baskilayarak TNF-a seviyesini diislirdiigii sonucuna varildi.

IL-6 seviyesi biyoaktif cam ve sham gruplar1 diger gruplara nazaran anlamli derecede
yiiksek oldugu goriildii (P<0.05). Dexpanthenol grubu ve kontrol grubu arasinda ise 1L-6
seviyesi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (P>0.05). Bu veriler
1s1gmda dexpanthenol grubunun inflamasyonu IL-6 sitokinleri iizerinden baskiladigi sonucuna

varildi

IL-10 seviyesi biyoaktif cam grubunda diger gruplara kiyasla anlamli derecede daha
yuksek bulundu (P<0.05). Sham ve dexpanthenol seviyeleri birbirine yakindi. En diisiik seviye
kontrol grubunda olmasina ragmen, kontrol, sham ve dexpanthenol gruplar: arasinda anlamli
bir fark yoktu (P>0.05). Biyoaktif cam grubundaki IL-10 seviyesinin anlamli derecede yuksek

olmasi anti-inflamatuar etkinliginin diger gruplardan daha iyi oldugu sonucunu gésterdi.

VEGEF seviyesi incelendiginde biyoaktif cam grubu ile dexpanthenol grubu en yiksek
seviyelere sahip gruplar olarak tespit edildi (P<0.05). Biyoaktif cam grubu VEGF seviyesi
dexpanthenole gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek olmasa da vaskiilarizasyon ve
iyilesme olarak daha iyi oldugu goriildii. VEGF seviyesi olarak en diisiik grubun sham oldugu
tespit edildi. Bu veriler sonucunda en iyi sonuca sahip biyoaktif cam grubunun
vaskularizasyonu arttirip, inflasmasyonu azaltarak doku iyilesmesine katkismin diger

gruplardan ¢ok daha iyi oldugu sonucuna varildi.

TGF-B seviyesi incelendiginde biyoaktif cam grubu ile dexpanthenol gruplarinin daha
ylksek seviyelere sahip olduklar: tespit edildi (P<0.01). Biyoaktif cam grubu TGF- seviyesi
dexpanthenole gore istatistiksel olarak anlamli derecede farkli olmasada daha yiiksek oldugu
gorildi. TGF-B seviyesi olarak en diigiik grubun sham oldugu tespit edildi. TGF-B’nin
inflamasyonu baskilamasi, anjiyogenezis, reepitelizasyon ve bag doku rejenerasyonundaki
Ozellikleri g6z 6niine alindiginda biyoaktif cam ve dexpanthenol gruplarinin yara iyilesmesinde

TGF-p yoniinden diger gruplardan daha iyi oldugu sonucuna varildi.
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4.7.3. ELISA Bulgulan

Hedef proteinlerin doku ve plazma seviyeleri Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.6. Doku ve plazma ¢rneklerindeki TNFa, IL-6 ve IL-10 proteinlerinin seviyeleri (Ortalama + Std Hata)

Protein Grup Doku (ng/mg protein) Plazma (ng/ml)
Kontrol 42,72+4,90° 40,58+2,24%P
Sham 62,6645,14° 47,75+3,66°
TNFa Dexpanthenol 45,04+3,84%0 36,13+2,78%P
Biyoaktif Cam 52,16+5,03%P 32,44+3,34°
P 0,027 0,009
Kontrol 5,96+0,36°¢ 3,41+0,23°
Sham 7,8440,50? 4,28+0,23°
IL-6 Dexpanthenol 4,22+0,53¢ 3,81+0,19%®
Biyoaktif Cam 7,49+0,522P 3,96+0,12%®
P 0,001 0,033
Kontrol 106,69+1120 64,45+3,51
Sham 114,61+5,790 69,55+2,99
IL-10 Dexpanthenol 92,96+5,49° 65,47+2,69
Biyoaktif Cam 127,18+6,072 62,8+2,05
P 0,023 0,403

ab.¢. Ayni siitundaki farkli harfler gruplar arasi farkliligi gosterir.

Doku ve plazma proteinlerinin ELISA testlerine bakildiginda, inflamasyon gdstergesi
olan TNF-o doku protein seviyesinin sham grubunda en yiiksek, kontrol grubunda ise en diisiik
oldugu gorilldii. Biyoaktif cam ile dexpanthenol gruplarinin, Kontrol gruplar1 ile

karsilastirildiginda istatistiksel olarak bir fark gortlmedi (Cizelge 4.7).

TNF-a plazma protein seviyelerinin istatistiksel olarak anlamlilik derecesine gore en
yiksek seviyenin sham grubunda, en diisiik seviyenin ise biyoaktif cam grubunda oldugu tespit
edildi. Biyoaktif cam, dexpanthenol ve kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark gorilmedi. Bu veriler 1s1ginda hem doku hemde plazmada inflamasyonun en fazla sham
grubunda izlendigi kontrol, biyoaktif cam ve dexpanthenol gruplarinda ise anlaml bir fark

olmadigi goraldu.
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IL-6 doku protein seviyesi incelendiginde en yiiksek olan grubun sham grubu oldugu,
en az olan grup ise dexpanthenol oldugu goriildii. Kontrol grubu ile dexpanthenol arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmezken, sham grubu ile anlamli bir fark oldugu izlendi.
Biyoaktif cam grubu, kontrol ve sham grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir

fark gorulmezken, dexpanhenol ile arasinda anlamli bir fark oldugu goriildii.

IL-6 plazma protein seviyesi incelendiginde en yiiksek grubun sham grubu oldugu, en
diistik olan grubun ise kontrol grubu oldugu goriildii. Biyoaktif cam, dexpanthenol ve kontrol
gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (Cizelge 4.7). Bu verilerin sonucunda
dexpanthenol grubununun inflamasyonu IL-6 sitokini Gizerinden baskilayarak hem dokuda hem

de plazmada en diisiik seviyelere sahip oldugu sonucu ¢ikarildi.

IL-10 doku protein seviyesi incelendiginde en yiksek olan grubun biyoaktif cam, en
diistik olan grubun ise dexpanthenol oldugu gorildi. IL-10 plazma protein seviyeleri
bakimindan gruplar aras1 anlamli bir fark izlenmedi. Bu veriler 1s1gmda biyoaktif cam grubunun

inflamasyon ve doku hasar1 yoniinden en az oldugu diisiincesine varild1.

64



5. TARTISMA

Yara tedavisi hekimler i¢in ciddi bir problem olarak halen 6nemli bir unsurdur.
Biitlinliigii bozulmus bir dokuya en az maliyetle yeniden fonksiyon kazandirilmasi cerrahi
biliminin en temel amacidir (Uzluk 1958). Gunlmuze kadar yara iyilesmesi lizerine birgok
calisma yapilmis olup, kolay erisilebilir, ucuz ve yan etkileri az veya hi¢ olmayan, iyilesme

stirecini hizlandiric1 alternatif tedavi segeneklerine ihtiyag vardir.

Biyoaktif cam Florida Universitesinde Larry Hench tarafindan 1969 yilinda iiretilmistir.
Molekiiler yapist SiO.—CaO—-Na;O-P20s oksit sisteminden olusan 45S5 biyoaktif cam, canli
kemige baglanabilen, kararli ve siki bir sekilde baglanmis bir arayliz olusturabilen inorganik
malzemedir (Jones ve ark. 2016). Genellikle dis hekimligi ve ortopedi alanlarinda sentetik
kemik grefti olarak kullanilmis ve basarili sonuglar alimmistir. Biyoaktif camin anjiyogenezis
ve antibakteriyel Ozelliklerinin iyilesme siirecinde hizlandirict etki dogurabilecegi

bildirilmektedir (Oztopalan 2017).

Cahsmamizin  planlanmasinda  biyoaktif cammn vaskiilarizasyonu arttirmasi,
antibakteriyel ve anti-inflamatuar ozelliklerinden yola ¢ikilarak yara modeli g¢aligmasi
tasarlanmistir. Yapilan bu ¢alismada gerekli durumlarda alternatif tedavi segenegi sunmak,
konu ile alakali yapilacak caligmalarda arastirmacilara faydali bir kaynak olusturmasi
amaclanmistir. Bu amacla deneysel yara modelinde biyoaktif camin histopatolojik, molekiiler,
biyokimyasal parametreler ve yara boyutlari tizerindeki etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir.
Biyoaktif camin etkinliginin ortaya konmasi i¢in, yara iyilesmesini arttirict etkisi olan
dexpanthenol (pozitif kontrol) (Heise ve ark. 2012) ile karsilastirilmigtir. Yaptigimiz literattr
taramalarina gore mevcut ¢alisma deri yara iyilesmesi alanindaki ilk in vivo biyoaktif cam

calisma niteligindedir.

Lin ve ark. (2012), deneysel yara ¢alismasinda biyoaktif camin vazkiilarizasyon sirecini
hizlandirarak, fibroblastlarin ¢ogalmasini ve aktivitesinin artmasmi sagladigi, buna baglh
olarakta yara iyilesmesini olumlu yonde etkiledigini bildirmistir. Kargozar ve ark. (2019),
biyoaktif cam grubunda tedavi uygulanmayan gruba gore Konneksin43 (Cx43) proteininin daha
fazla goriildigiinii, konneksin proteinlerinin fibroblast aktivitesini temsil ettigini bildirmistir.

Mevcut ¢alismada biyoaktif cam grubunda fibroblast proliferasyonunun sham (2,63+0,18) ve
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dexpanthenol (2,00+0,19) gruplarindan daha az oldugunun goriilmesi daha ileri bir iyilesme

doneminde olmasina yorumlanmustir.

Lin ve ark. (2012), biyoaktif cam uygulamasmin inflamatuar hiicre sayisin1 sham
grubuna kiyasla daha fazla azalttigini, Xie ve ark. (2018) ise daha ileri olarak deneysel diyabetik
yara modelinde diisiik doz (60S: 60 mol % SiO2,36 mol % CaO, 4 mol % P»0s),—biyoaktif cam
ile yiksek doz (90S: 90 mol % SiO2, 6 mol % CaO, 4 mol %P205) biyoaktif cam gruplari
arasinda diisiik konsantrasyon grubunun makrofaj proliferasyonunu/canliligimi uyardigim ve
makrofajlarin gegisini tesvik ettigini bildirmislerdir. Ayrica diisikk doz biyoaktif camin yara
kapanmasini kolaylastirdigini, yiiksek konsantrasyon biyoaktif camin ise makrofajlar tizerinde
onemli diizeyde sitotoksik etki gostererek, yara kapanmasini yavaslattigini bildirmislerdir.
Diger taraftan Xie ve ark. (2018), biyoaktif cam kullanilan her iki grubunda sham grubundan
daha az inflamatuar hiicreye sahip oldugunu bildirmistir. Calismamizda biyoaktif cam (45S:
45mol % SiO-, 24.5mol %Ca0, 6 mol %6 P.Os) grubunun inflamatuar hiicre sayisi (1,50+0,27)
sham grubu (2,63+0,18) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede az oldugu
tespit edilmistir (P<0.05).

Gorustovich ve ark. (2009), biyoaktif camin neovaskiilarizasyonu arttirip iyilesmeyi
hizlandirdigini ~ bildirmiglerdir. Mevcut calismada yara dokusunun histopatolojik
degerlendirmesinde sham grubunda belirgin Glserasyon (2,75+0,16), Ulserli alanlarin altinda
yogun inflamatuar hicre infiltrasyonu ve inflamasyon (2,63+0,18), belirgin fibroblast
proliferasyonu (2,63+0,18), neovaskularizasyon (2,75+0,16) ve kollajen birikimine ait bulgular
(2,00+0,19) (Cizelge 4.3), inflamasyonun devam ettigini gosterirken, biyoaktif cam grubunda
ulserli alanlara neredeyse hi¢ rastlanmamis (1,37+0,18) doku rejenerasyonuna katki
saglamasinin delili olarak disiiniilmiistiir. Neovaskiilarizasyonun sham grubuna kiyasla daha
az oldugu gorilmistiir (2,00+0,19). Biyoaktif cam grubunda inflamasyonun baskilanmasi1 ve
kollajen sentezinin sekillenmesi ayrica dexpanthenol grubuna benzer sonuglarin ¢tkmasi, sham
grubuna gore yara iyilesmesine olumlu katki sagladigi ve iyilesmeyi hizlandirdigini
goOstermektedir. Sonu¢ olarak mevcut c¢alisgmadaki biyoaktif cam uygulamasinin anti-
inflamatuar ve vaskiilarizasyon arttiric1 6zellikleri Xie ve ark. (2018)’nin diisiik doz biyoaktif

cam uygulamalari ile Lin ve ark. (2012)’nin ¢aligmalarina benzerlik gostermistir.

Yetersiz besin alimi veya bazi temel besinlerin eksikligi viicudun yara iyilesme

mekanizmasint etkilemektedir. Yara iyilesmesinin beslenmeyle olan yakin iliskisi uzun
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zamandir bilinmektedir (Williams ve Barbul 2012). 1938 yilinda yapilan bir ¢aligmada yetersiz
beslenen kopeklerde laparatomi operasyonu sonrasit ensizyon hattinin kapanmadigi
belirlenmistir (Thompson ve ark. 1938). Dias ve ark. (2021) vyaptiklar1 ¢alismada
polyhexamethylene guanidine hydrochloride maddesinin yara tizerine toksik etkisini arastirmis
ve ratlarin yem su agirlik 6l¢timlerini 14 giin boyunca takip etmistir. Calisma sonunda yem, su
ve agirlik bakimindan anlaml bir fark olmadigini ve tedavi grubu ile sham grubu arasinda
tyilesme yoniinden sonuglarm benzer oldugu bildirilmistir. Calismamizda ratlarin 21 giinliik
yem, su ve agwrliklarmin takibi yapilip yara iyilesmesi {izerine etkileri ortaya konmustur.
Calismamizda gruplar arasinda agirlik (Cizelge 4.1) ve yem tuketimi (Cizelge 4.2) bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmasa da 21 gunlik siregte biyoaktif cam ve dexpanthenol
gruplari, Sham grubundan daha fazla yem tiiketimine sahip oldugu goriilmiistiir. Su tiiketimine
bakildiginda biyoaktif cam grubunun su tuketimi dexpanthenol grubuyla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gériillmemistir (Cizelge 4.3). Ancak biyoaktif cam grubunda
calisma siiresince Sham grubundan daha fazla su tiiketimi gergeklestirmistir. Bu sonuglar
is1¢inda biyoaktif cam ve dexpanthenol gruplarmin anti-inflamatuar 6zellikleri sayesinde
ratlarm sham grubuna kiyasla daha stressiz bir siire¢ gecirdigi ve buna bagli olarak su
tiketiminin daha fazla oldugunu varsayilmstir. Biyoaktif cam ve dexpanthenol gruplarinda
yara iyilesmesinin Sham grubundan daha iyi durumda olmasinin tiiketilen yem ve su ile iliskili

olabilecegi diistiniilmiistiir.

Yara iyilesmesinin degerlendirmesinde yara alanmin hesaplanmasi 6nemli bir
degerlendirme kriteridir (Flanagan 1994, Grey ve ark. 2006). Calismamizda yara alanlar1 dijital
kamera ile kayit altina alinarak ImageJ2x programinda alan hesaplamalar1 sonucu biyoaktif cam
ve dexpanhenol gruplarinin sham grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede (P<0.05)
daha fazla kapandigi tespit edilmistir. Lin ve ark. (2012), yaptiklar1 ¢alismada biyoaktif cam
gruplarindaki iyilesme sirelerinin, kontrol grubuna gore énemli 6lgiide daha kisa oldugunu
(P<0.05) bildirmislerdir. Xie ve ark. (2018), diisiik doz (60S: 60 mol % SiO,,36 mol % CaO, 4
mol % P»0s) biyoaktif cam grubunun, yiksek doz (90S: 90 mol % SiO2, 6 mol % CaO, 4 mol
%P205) biyoaktif cam ve sham gruplarindan istatistiksel olarak yaranin daha fazla kapandigini
bildirmiglerdir. Hu ve ark. (2018), yaptiklar1 yara iyilesmesi ¢aligmasinda biyoaktif cam
kullanilan grubun tedavi edilmeyen gruptan her asamada daha hizli iyilestigini bildirmistir. Li
ve ark. (2016), yanik yarasinda biyoaktif cam tedavi grubunun, diger tedavi gruplarindan daha

iyi kapandigmi bildirmislerdir. Bu ¢alismalar neticesinde biyoaktif camim yara iyilesmesine
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olumlu katkis1 oldugu ancak dozu ve beraberinde kullanilacak yardimci maddenin de yara
iyilesmesini etkiledigi sonucuna varilmistir. Biyoaktif camin anti-inflamatuar o6zelligi,
vaskiilarizasyonu arttrmasi ve antibakteriyel etkinligi ile yara iyilesmesini hizlandirdigi

disiiniilmektedir.

Yara iizerine lokal olarak uygulanan ilaglarin emilerek sistemik dolagima katildigi
bilinmektedir. Bu ilaglarin viicut sistemindeki etkilerine bakmak ic¢in organlara spesifik
biyokimyasal kan parametrelerine bakilmaktadir. Calismamizda 21.giin sakrifikasyon sonrasi
alman kan orneklerinde ALT, AST, GGT, TP, URE ve KRE degerlerinde gruplar arasi
istatistiksel bir fark ortaya ¢ikmamistir. Bu bulgular 1s1ginda biyoaktif cam grubu kontrol grubu

ile benzer sonuglar gosterdiginden sistemik bir yan etkisinin olmadig1 sonucuna varildi.

TNF-a monosit ve makrofajlardan sentezlenen glikoproteinlerdir. Belirli durumlarda T-
lenfosit, notrofil, mast hucresi, fibroblast ve endotel hiicrelerinin de tiretimine katki saglarlar
(Cayakar 2018). TNF-o ve IL-6 sistemik inflamasyonda rol alan pro-inflamatuar
sitokinlerlerdir. IL-6, pro-inflamatuar sitokin 6zelliginin yaninda anti-inflamatuar miyokin
olarak gorev yapan bir interlokindir (Glveng ve ark. 2019). TNF-a‘nin dokularin
yenilenmesinde etkisi oldugu bildirilmistir. TNF-o, fibroblast ve inflamatuar dokularda
bliylime faktorii etkisi yapar. VEGF gibi sitokinlerin salinnmini ve damarlagsmay1 uyarir
(Korkmaz ve ark. 1995). Bryan ve ark. (2005) deneysel yara iyilesme modelinde cesitli
sitokinlerin belirli saatlerdeki gen ekspresyon seviyelerini 6lgmiislerdir. TNF- o’nin 72. saatte,

IL-6’nin 18.saatte ve IL-1 B’nin ise 24. saatte en yiiksek seviyede oldugunu bildirmislerdir.

Guveng ve ark. (2019) inflamasyon ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada inflamasyon siirecinde
TNF-a ve IL-6 gibi sitokinlerin mRNA ve protien seviyelerinde artma egiliminde oldugunu
bildirmiglerdir. Bagka bir in vitro inflamasyon ¢alismasinda, inflamasyon sitokinlerinden TNF-
a, IL-6 ve IL-1 B seviyelerini azaltarak anti-inflamatuar etki gosterdigi tespit edilmistir (Cheng
ve ark. 2017). Xie ve ark. (2018) diyabetik yara modelinde biyoaktif camin doza bagimli
inflamasyon yolag1 tizerine yaptiklar1 ¢aligmada 1.guin TNF-a seviyeleri, kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak 6nemli diizeyde artarken, 5.gin TNF-a seviyeleri diiserek tim gruplarda
benzer oldugu bildirilmistir. Bu sonugla biyoaktif camin yara inflamasyonunu baskilayarak
yara iyilesmesini hizlandirdigi bildirilmistir. Zhu ve ark. (2019) dental pulpa hiicrelerinde
Gumiis (Ag), Biyoaktif Cam (BC) ve Kitosan (CS) kombinasyonunun etkinligini arastirdiklari
bir ¢caligmada, Ag-BC/CS ile tedavi edildikten sonra IL-1pB, IL-6, TNF-a, IL-8 inflamatuar
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sitokinlerin mRNA ekspresyon seviyelerini anlamli diizeyde azaltmasmi (P<0.05) anti-

inflamatuar 6zelligine atfetmistir.

Calismamizda, 21.gln gen ekspresyon analizlerinde TNF-o seviyesi dexpanthenol ve sham
gruplarinda anlamli derecede Yyiksek bulunurken (P<0.05), biyoaktif cam grubunda ise
enflamasyonun baskilanarak TNF-a seviyesinin diistiigii tespit edilmistir. 1L-6 gen ekspresyon
seviyelerinin ise biyoaktif cam ve sham gruplarinda diger gruplara kiyasla anlamli derecede
yiiksek degerlere sahip oldugu bulunmustur. Biyoaktif cam ve sham gruplarinin diger gruplara
kiyasla anlamli derecede yiiksek degerlere sahip oldugu tespit edilmistir (P<0.05). Bu sonuglar

dogrultusunda biyoaktif cam’in TNF-a gen ifadesini anlamli diizeylerde azalttigi belirlenmistir.

IL-10, immun yanitta rol alan anti-inflamatuar bir sitokindir. IL-10 enfeksiyonu ortadan
kaldirirken organizmaya verilen hasarm en az olmasini saglar (Majumdar ve ark. 2021). Gicli
bir anti-inflamatuar sitokin olarak IL-10, monositleri ve makrofajlar1 deaktive eder ve pro-
inflamatuar sitokinlerin iiretimini azaltir (King ve ark. 2014). Pro-inflamatuar sitokinlerin
fibrozis ile baglantili olmasindan dolay1, anti-inflamatuar sitokinlerin fibrozise karst koruyucu
aktivitesi icin 1L-10 gereklidir. Yani, IL-10, yara izlerinin 6nlenmesinde 6énemli oldugunu
gosteren bir anti-inflamatuar sitokindir. Ulseratif kolitis ve Crohn’s gibi inflamasyonla iliskili
cesitli hastaliklarin 6nlenmesinde rol aldigi bildirilmektedir (Singampalli ve ark. 2020). IL-6
ile IL-10 sitokini ters mekanizmaya sahiptir. IL-6 artarken, IL-10 sitokini azalir, aksi durumda
tam tersi meydana gelir (King ve ark. 2014). Mevcut ¢alismadaki biyoaktif cam grubundaki IL-
10 ve IL-6 seviyeleri King ve ark. (2014)’nin bulgulariyla benzer bulunmustur (Sekil 4.29).

Peranteau ve ark. (2008), IL-10 enjeksiyonu sonrasi yara modeli olusturulduktan
sonraki 3.glinde IL-10’un anti-inflamatuar ve anti-fibrotik etkilerinin oldugunu gostermislerdir.
Ek olarak Kori ve ark. (1999) intraspinal IL-10 uygulamasinin, spinal kord hasar1 sonrasi ortaya
cikan sistemik inflamatuar yanitta inflamasyonu baskilayarak klinik ve norolojik diizelmeye
neden oldugunu, Ricchetti ve ark. (2008) ise deneysel tendo yaralanmasi sonrasi IL-10 artiginin
kontrol grubuna kiyasla iistiin biyomekanik 6zelliklerle sonuglandigini bildirmislerdir. Liechty
ve ark. (2000) ise gebe fare fetls insizyonel deri yara modelinde IL-10 uygulanmayan grupta,
yara yataginda artan monosit infiltrasyonu ile abartili bir inflamatuar yanit meydana geldigini
ve ayrica IL-10 eksikligi olan fetal farelerde yara iyilesme yanitinin, normal yara iyilesmesine
gore daha belirgin bir inflamasyonla sonuglandigmni bildirmistir. Bu bulgular, fetal yara

iyilesmesinde inflamatuar yanitin IL-10 tarafindan diizenlenebilecegini diislindiirmektedir.
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Bunlarin aksine Eming ve ark. (2007) ise transgenik IL-10 eksikligi bulunan yavru farelerde
yaralarin daha hizli kapandigini ve IL-10’un yara iyilesmesini engelleyebilecegini bildirmistir.
Mevcut ¢alisgmada diger gruplara kiyasla biyoaktif cam grubundaki IL-10 seviyesinin anlaml1
derecede yliksek olmasi (P<0.05) Kori ve ark. (1999), Liechty ve ark. (2000) ve Peranteau ve
ark. (2008)’nin bulgular1 ile uyumlu bulundu ve IL-10 seviyesindeki artigin anti-inflamatuvar

etkinligini arttirdig1 sonucuna varildi.

Vaskuler endotelyal blytme faktori (VEGF), vaskiilogenezi ve anjiyogenezi saglayan
hiicreler tarafindan tretilen bir sinyal proteinidir ve yara iyilesmesinde 6nemli bir rol oynar
(Werner ve Grose 2003). VEGF, yara iyilesmesine katilan fibroblastlar, diiz kas hiicreleri,
makrofajlar, endotel hiicreleri, nétrofiller ve trombositler gibi ¢esitli hiicreler tarafindan salinir.
Bu protein iskemi ve inflamasyona yanit olarak salgilanir ve endotelyal gocii, kemotaktik
ajanlarin {iretimini, proliferasyonu, graniilasyon dokusu olusumunu ve anjiyogenezi saglar.
Anjiyogenezin artmasi VEGF'nin 6nemli bir 6zelligidir. Yara iyilesmesinde proliferatif fazin
ana 6zelligi VEGF tarafindan 6nemli 6l¢iide arttirilan anjiyogenezistir. Anjiyogenez siirecinde
yara bolgesindeki kan damar1 sayis1 gegici olarak artar (Savari ve ark. 2019). VEGF'nin
hidrojen stilfiir sentezini ve endotel hiicrelerinden salimimini uyararak endotelyal hiicre
biiylimesine, gociine ve gecirgenligine, mikrodamar olusumuna ve yara iyilesmesine yol agtig1
ifade edilmistir (Papapetropoulos ve ark. 2009). Deneysel rat deri yara modellerinde (Tang ve
ark. 2014, Gopalakrishnan ve ark. 2016) VEGF artisinin yara iyilesmesine Katkida bulundugu
bildirilmistir. EK olarak, Gopalakrishnan ve ark. (2016) VEGF seviyesinin artisiyla birlikte yara
iyilesmesinin hizlandigmi1 ayrica VEGF seviyesi artarken, TNF-o seviyisinin azaldigini
bildirmistir.

Day ve ark. (2004), biyoaktif cam partikiillerinin, fibroblastlarla etkilestiginde VEGF
salinimini artirma yetenegine sahip oldugunu, Leach ve ark. (2006) ise biyoaktif camin in vitro
endotel hiicre proliferasyonunda 6nemli artisa sebep oldugu ve VEGF dizeyini artirdigini
bildirmistir. Bir bagka c¢alismada biyoaktif camin graniil biyiikligliniin 2 mm’den fazla
olmasmm VEGF salinimini olumsuz etkiledigi, 2 mm’den kiigiik boyutlarda ise herhangi bir
sorun olusturmadigi sdylenmektedir (Detsch ve ark. 2014). Bir in vivo yara modelinde biyoaktif
camin, fibroblastlarn ¢ogalmasmni ve aktivitesini tegvik ettigi, vaskilarizasyon surecini
hizlandirarak graniilasyon dokusunun biiylimesini sagladig1 ayrica yara iyilesmesi i¢in faydali
biyume faktorleri olan VEGF ve FGF2'yi uyardigi bildirilmistir (Lin ve ark. 2012). Hu ve ark.

(2014), biyoaktif cam ile bakir ve vitamin E kombinasyonu ile yaptiklar1 yara ortlsu
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uygulamasinin VEGF diizeyini arttirdig1 ve iyilesmeyi olumlu yonde etkiledigi gosterilmistir.
Biyoaktif cam merhem uygulamasinin VEGF salimiminini anlamli diizeyde arttirmasi diger
arastiricilar (Day ve ark. 2004, Leach ve ark. 2006, Detsch ve ark. 2014)’in bulgularini
desteklemektedir (P<0.05). Bu veriler 1s1ginda biyoaktif camm VEGF salinimini arttirarak

iyilesmeye katkida bulundugu sdylenebilir.

Transforme Edici Blylme Faktori Beta (TGF-B) kollojen iiretimi ve fibroblast
uretimini destekleyen bir polipeptit olarak tanimlanir. TGF-p trombosit ve kemik dokudan
koken almasina ragmen endotel hiicreler, T-hicreleri ve makrofajlar gibi dokulardan da
sentezlenir (Sporn ve ark. 1986). Yara iyilesme siirecinde yer alan ¢esitli biiylime faktorleri
arasinda, TGF- B, inflamasyon, proliferasyon ve dokunun yeniden sekillenme asamalarinda
genis spektrumlu rollere sahiptir (Naseri ve ark. 2017). TGF- B, yara iyilesmesini diizenledigi
ve hemen hemen yara iyilesmesinin tiim asamalarinda rol aldig1 bildirilmistir. Ayrica TGF-
B’nin patolojik skar dokusunun Oniine gectigide sdylenmistir (Finnson ve ark. 2013). Yara
tyilesmesinde, TGF- B, ECM proteinlerinin iiretimi ve matris metalloproteinazlarin (MMP'ler)
inhibisyonu yoluyla yaranin kapanmasini ve ¢oziilmesini destekler. Cok sayida ¢alisma, yara
tyilesmesinde TGF-B1'in roliiniin altin1 ¢izmistir. Denton ve ark. (2009), bir transgenik farede
TGF-B1 eksikliginin, epidermal proliferasyon artmasma ragmen yara iyilesmesinin
bozulmasima neden oldugunu ifade etmistir. Bir baska ¢alisma, TGF-B1 ve reseptorlerinin yara
iyilesme siirecinde kritik 6neme sahip oldugu sonucuna varmistir (Pekyari ve ark. 2013). Yine
Pekyari ve ark. (2013), graniilasyon evresinde TGF-B-in, fibronektin, kolajen tip | ve 11l ve
VEGF gibi ECM proteinlerinin temel bilesenlerinin ekspresyonunu harekete gecirdigini
bildirmistir. Calismamizda ise biyoaktif cam ve dexpanthenol uygulamalarmin TGF-8
seviyelerini 6nemli diizeyde arttirdig1 goriilmiistiir (P<0.05). Yukarida verilen literatlr bilgileri
1is18inda TGF- B’nin yara iyilesmesindeki ehemmiyeti ve tiim agsamalardaki dnemli rolii goz

oniinde bulunduruldugunda sonucun iyi yonde bir artis oldugunu diisiinmekteyiz.
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6. SONUC

Bu arastrma ile merhem formundaki biyoaktif cam molekulinin yara iyilesmesi
tizerine etkileri degerlendirildi. Biyoaktif camin yara iizerine klinik, histopatolojik ve molekuler
bulgular1 uyumlu bulundu. Biyoaktif camin yara iyilesmesi iizerine olumsuz bir etkisi olmadig1

gorulda.

Yara alanlar1 incelendiginde 3., 7., 14 ve 21. gunlerde anlamli derecede daha fazla
kapandig1 goriildi. Bu sonugla biyoaktif camin yara iyilesmesine olumlu katkisi oldugu

belirlendi.

Histopatolojik incelemelerde biyoaktif camimn inflamatuar hiicreleri azalttigi, tlserli
alanlarn neredeyse hi¢ gorulmedigi tespit edildi. Bu sonuglar biyoaktif camin yara

tyilesmesinde etkili oldugunu gosterdi.

Yara dokusundan ekspresyon diizeyleri arastirilan sitokinlerden TNF-a’nin biyoaktif
cam grubunda, diger gruplara gore anlamli derece de az oldugu, ayrica IL-10, VEGF ve TGF-
B’nin ise anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi. Bu sonuglar dogrultusunda biyoaktif camin
yara dokusunda iyilesmeyi arttirdigi ve yara iyilesme siirecine olumlu katkilarmin oldugu

gorulda.

Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar temel alinarak, biyoaktif cam ile ileriye doniik farkl1
yara modeli ¢alismalar1 (6rn: diyabetik yara, kronik enfekte yara) planlanabilecegi, yeni
bilimsel uygulamalar ortaya koyulabilecegi ve yara tedavisinde alternatif bir secenek

olabilecegi diisiiniilmektedir.
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