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Ozet
Diyabetik Ratlarda Doku Kayiph Yaralarin Iyilesmesinde Soguk Atmosferik
Plazma/ Nitrik Oksit (NO) Gazinin Tek ve /veya NPH Insiilin Pomat ile
Kullamiminin Klinik, Histolojik ve Gen Ekspresyon Analizleri Ile

Degerlendirilmesi

Ciiriikoglu, Ali
Doktora, Cerrahi Anabilim Dah
Nisan 2023, 74 Sayfa
Bu calisma, diyabetik yara iyilesmesinde alternatif bir tedavi ydnteminin
arastirtlmas1 amaciyla planlanmigtir. Bu deneysel ¢aligmada, son zamanlarda yara
tyilesmesine olumlu etkileri oldugu bilinen soguk atmosferik plazma/nitrik oksit (NO)

gazinin ve NPH insiilin pomadinin diyabetik yara iyilegsmesindeki etkinligi arastirildi.

Yirmidért adet diyabetik sigan DK, DI, DNO ve DINO (Diyabetik Kontrol,
Diyabetik Insiilin, Diyabetik Nitrik Oksit, Diyabetik Insiilin + Nitrik Oksit gruplari)
olmak iizere 4 gruba ayrildi. DK grubuna tedavi uygulanmadi, DI grubuna NPH
insiilin, DNO grubuna Soguk Atmosferik Plazma - CAP/NO, DINO grubuna CAP/NO
+ NPH insulin, glinde bir kez 14 giin siireyle uygulandi. Alinan doku kesitlerine gore
yara alami kiiclilmesi ve yara kontraksiyon hizi hesaplandi, histolojik ve genetik

analizler yapildi.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, ekzojen NO gazinin diyabetik yara
iyilesmesinde gii¢lii bir antibakteriyel ajan oldugu, yara alaninda kiigiilmeye
(P=0.034), yara kontraksiyon hizinda artisa (P=0.021), epitelizasyona (P=0.02),
kollajen organizasyonuna (P=0.006) ve inflamatuar hiicre sayisinda azalmaya
(P=0.002) anlaml1 katk1 sagladi. Ayn1 grupta IL-8 mRNA ifadesinde 6nemli bir artis
oldugu belirlendi (P=0.026).

NO gazi uygulamasinin tek basina yara iyilesmesine onemli katki sagladigi,
NPH insiilinin tek bagina yara iyilesmesine katki sagladigi ancak ekzojen NO gazi ile

birlikte kullaniminin gerekli olmadig1 sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Soguk atmosferik plazma, diyabetik yara iyilesmesi, nitrik oksit,

NPH instilin, rat



Abstract

Evaluation of Cold Atmospheric Plasma/Nitric Oxide (NO) Gas Alone and/or
with NPH Insulin Ointment in Healing of Wounds with Tissue Loss in Diabetic

Rats by Clinical, Histological and Gene Expression Analysis

PhD, Department of Surgery
April, 2023, 76 Pages
Abstract

This study was planned to investigate an alternative treatment modality in
diabetic wound healing. In this experimental study, the efficacy of both cold
atmospheric plasma/nitric oxide (NO) and NPH insulin ointment, recently known to

have beneficial effects on wound healing, was investigated in diabetic wound healing.

Twenty four diabetic rats were divided into four groups DC, DI, DNO and
DINO (Diabetic Control, Diabetic Insuline, Diabetic Nitric Oxide, Diabetic Insuline +
Nitric Oxide Groups). No treatment was applied to the DC group, NPH insulin was
applied to the DI group, Cold Atmospheric Plasma CAP/NO to the DNO group, and
CAP/NO + NPH insulin to the DINO group once daily for 14 days. The wound area
reduction and the wound contraction rate were calculated on the basis of the tissue

sections taken, and histopathological and genetic analyses were carried out.

Compared to the control group, exogenous NO gas was found to be a potent
antibacterial agent in diabetic wound healing, causing a reduction in wound area
(P=0.034), increased contraction rate (P=0.021), epithelialisation (P=0.02), collagen
organisation (P=0.006) and a reduction in the number of inflammatory cells (P=0.002).
A significant increase in the expression of IL -8 mRNA was observed (P=0.026).

It was concluded that NO gas application alone contributed significantly to
wound healing, NPH insulin alone contributed to wound healing, but it was not

necessary to use it together with exogenous NO gas.

Keywords: CAP; diabetic wound healing; nitric oxid; NPH insiiline, rat



VI

Icindekiler

ONQY cueeriirriiiieuiiisiieritieeuuiiiiistitiesasiiiitrtessesssiiettteessssiiiesssssssssssisesteessssssssssessesssssssssssssssssssssssssnes )
Etik IIKEIre UYGUNIUK BEYANI...........cceveeseeerveesrresevesvesssssesssesssesssessssssssssssssssssssesssssssesssesssesssesssesns ]
TESCKKUIT.......ceeeeeeeeeeeeeeerrieeeeeteiieeseternesssssessssesnnssssssssssssnssssssssssssssnsssssssssssssnnssssssssssssnnnsssssssssnsnns 1/])
(077 S v
ADSEIACT.......oeeeiiissssss s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss "4
JEINAEKIIEE ...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeevssieisericrssssesesssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssesssesssesssesssens vi
TABIOIAN c.....eeeeeeeeeeeeeeeiieeeeeeiieieieieteeseeesteeseeeteeestesteesttesseesstesteesteesteesmesseesesessmesseeesmessmessassssessnsnnes viii
=1 =T v
BOLUM ..uueeeneriineiriisesisesisssstsssstsssstssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssens 12
GUEIS.eeeeneeeeeeeeneeeeeereesieereesestenssssssessssssessssssessssssenssssssnsssssssssssssessssssnnsssssenssssssnssssssnssssnsnnsssnnnnssnes 12
BOLUM [H.veeeerereeeresrersssesssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssnsssssssssnssssnsssssssssnssssnssssnens 14
Kavramsal Temeller / Kuramsal Temeller ve ilgili Arastirmalar...............ccccveveveseesvsvesssessnsessens 14
1. Deri Yaralanmalar ..ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiniiiniinnnisnnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 14
1.1. Deri Yaralarinin SINflandiriimast ...cceeeiveerieeiieenieesie e sane e 15

2. Yara iyilesme SEKIlleri......cceeuererrerierreereeteserserseresseeseseeseeseesessessessseeseeseesessessessssessessensens 17
Y=Y ol 171 =T34 1= DS 17
2.2.5KONAET TYIIESME.....eiviieeeeeceeet ettt ettt st st ettt e st se s b e st et eresbe e ereene 17
2.3.Tersiyer lyilesme (Gecikmis Primer IyileSme) .........c.cevevevevereueuieiiieeeeeeteeeeeteee e 18
3.Yara iyileSme FIizyOlOfiSi......ccceeviereeueeruessuensuessuesssesseesssesssesssnssssssssesssesssesssesssesssssssesssesssassanss 18
3.1.Hemostaz ve INflamatUar FAz ........ccoeoveueieeeeeeeeeee ettt 18

3.3 Olgunlasma veya Maturasyon (Remodeling) Fazl........cccueeeeiiiiiiiiieeeciiee et 20

4. Yara lyilesmesini EtKileyen FaKtOrIEr........cccvueeiuerrerrieeireieeriereesressesssesssesssesssesssesssessssssssssnns 22
4.1.Yara lyilesmesinde TUr ve Cinsiyet FAKtOrU ........ccoovvveviveieeeieieeeeeeseeeie et 22

4.2. Yara lyilesmesini Etkileyen Lokal FaKEOIEr ........ccvciieeiceiiecieiieeeceee st 22
4.3.Yara lyilesmesini Etkileyen Sistemik FaKtOrler.........cccoeveveveuiuiiieeiereie ettt 23

LI LG T 1 0 T - N 24
5.1. Diyabet, Diyabetik-Noropatik Yaralar ve Diyabet Modeli...........cooociiiiiieiiiiiciiiiieeneeeeces 28

5.2. Kronik Yara lyilesmesinde Temel Prensipler........ccoeueveveveueueuierceeeeeeeeeteesesesesesesenesesenenenes 30

5.3. Kronik Yara Tedavisinde GUNcel YaKaSimIar .........cccveeiiieeieiiee et e 31



VII

BOLUM Hl.c.ceeeveresererarisesisisisssisasssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 41
(=] 4 =Tol V=2 o] 11 (=] 1 RPN 41
1. CaliSMa Materyali cocccceeeeeeeciiiiiiiiiieccecerteeereeesee e e e e s eennnsseeeseeeennnssssssssseesnnnssssssssssennnnssnanns 41

2. L0 Yo =2 o 1V L Yo = Y 41
3. Anestezi ve Yara Modeli.......ccciiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiniicnineeneee e 41

4.  Yara Alani ve Yara Kontraksiyon Hizi OIgUMIEri.......ceeereeremrcrecreeeeeeeseeeeeseesseesssnsnns 42

5. NPH insiilin Pomad Hazirlama ve UygUlama.........ccceeeeeerreeeereneerersersesssssessessesssessessessess 42

6.  CAP/NO UYBUIGMASI....uuuuureereeeeereeerrsrnneeeeeeeecessssnseeeeessessssssnssssessssssssssssssssssssssssnsssssssssassen 42

7. Histolojik Degerlendirmeler........... .o reesseessssssssessnnssssasnns 42

8. GeN (fAAC ANGIIZICK .......eeeeaaaaeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiiiieeeeeseesteteasessssssssnassssssssssssssnssssssssssssnnnnsssssnsenes 43
8.1. Toplam RNA Ekstraksiyonu ve KantitaSyonu .........ccccueereiiiieiniienieenieenieeieeseee e 43
8.2.Kantitatif Gercek Zamanli PCR (QRT-PCR) ile Gen Ekspresyon Analizi.......cc.cccovvveevvienvennnen. 43
BOLUM IV..ueeiiriiasisasisssicssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssasasssssssssssssasssasssssssasasas 45
BULGULAR......oueeeevveeieiiriiniisaiiisisasissssusssssssisssssssstsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssnns 45
1. Makroskopik-Klinik BUIBUIAr............iiiiiiiieeiiiiiiiiiiienicenineennsessissiieensessssssssssssssssssssnns 45

2. HiStOIOJik BUIGUIAT ...ttt reernnaece s s s e e nnns s sessseeennnssssssssssennnnssnnsnns 47

3.  Yara Dokularinda Gen ifade ANaliz SONUGIANI.......cceeereerreereeirieeiereeeeeeeceeeseeeeesssesssesseens 50
BOLUM V..ovvriiicisiciiscssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 52
TARTISIMA ....oooeeeeeeeeeriiiteeteesricsssisssseessisssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssss 52
2 7071 1 VR 58
SONUG VE ONERILER .......ceeeeeeeteseeeeeeeeestsstsssssssssssesssssssssssssssssssssssssenssssssessesssssesssssssessesssnsesessssenes 58
KOYNAKGA. ..ccceeeennniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaiiiiiissiisennnsissesssssssmmsssssssssssssmsssssssssssssssssssssssesssnsssssssssssssnnssssnss 59
3 LY SRR 69
1T PR 69
ELiK KUFUL ONAYI ccceuiiiiiiiiiiiieiciiniiienieisssssinesnnessesssesssssnssssssssssesnssssssssssssssnnsssssssssssssnssssssssssanns 69

31 2 70



VIII

Tablolar

Tablo 1: Verilerin Conover Post-Hoc Analizi Ile Kruskal-Wallis Testi (Parametrik
Olmayan ANOVA) Analiz Sonuglar1

Sekiller
Sekil 1: Yara Onarim Asamalarinin Ana Hiicresel Bilesenleri
Sekil 2: Akut ve Kronik Yaralarin Iyilesmesi
Sekil 3: Kronik Yaralarda Tipik Goriiniim
Sekil 4: Yara lyilesmesi Sirasinda Yarada Nitrik Oksit (NO) Seviyesi
Sekil 5: Klinik Gézlemlere Gore Gruplar Arast Yara Alani Kii¢lilme Oranlari

Sekil 6: DNO Grubunda Hem Yara Yiizey Alant (A) Hem de Kontraksiyon Hizi
Grafigi (B)

Sekil 7: Inflamasyon, Epitelizasyon ve Kollajenasyon Agisindan Gruplar Arasi

Degerlendirme

Sekil 8: Tiim Gruplarda Birinci Giin (A) ve 14. Giin (B) mRNA Ekspresyon Seviyeleri



Kisaltmalar

ACE

Alb

BM-MSC

CAP

Col

CT

Di

DNO

ECM

EGF

EPC

FB

HBOT

IL

IL-1p

IL-6

IL-8

IR

Anjiyotensin doniistiiriici enzim

Albiimin

Kemik Iliginden Ayrisan Mezensimal K&k Hiicreler

Soguk Atmosferik Plazma
Kolajen

Dongii esigi

Diyabetik Insulin grup
Diyabetik Nitrik Oksit grup
Ekstra Selliiler Matriks
Epidermal Biiyiime Faktorii
Endotelyal Progenitor Hiicre
Florosan Biyomodiilasyon
Hiperbarik Oksijen Tedavisi
Grup

Inerlokin

Interlokin-1B

Interlokin-6

Interldkin-8

Insiilin Reseptdrii



ip

iv

kg

LPS

MMP

mg

ml

NBYT

NO

NOS

NOS1

NOS2

NOS3

NPH

PC

RNT

ROT

STZ

T2DM

Intraperitoneal

Intravendz

kilogram

Lipopolisakkarit

Matriks Metalloproteinaz
miligram

mililitre

Negatif Basingli Yara Tedavisi
Nitirik Oksit

Nitrik Oksit Sentaz

Noronal NOS (nNOS)
Indiiklenebilen NOS (iNOS)
Endoteliyal NOS (eNOS)
Notral Protamine Hagedorn
Panniculus Carnosus
Reaktif Nitrojen Tiirleri
Reaktif Oksijen Tiirleri
Streptozosin

Tip II Diyabetus Mellitus



TGF

TGF-f1

TGF-p2

TGF-p3

TNF

TNF- a

VEGF-A

Transforming Biiylime Faktori

Transforming Biiylime Faktori -1

Transforming Biiylime Faktorii -B2

Transforming Biiylime Faktorii -B3

Timor Nekroz Faktor

Tumor Nekroz Faktori- o

Vaskiiler Endoteliyal Biiyliime Faktorii -A

XI



12

BOLUM I

Giris

Normal yara iyilesmesi; yaralanmadan hemen sonra epitelizasyonunun
tamamlanmasma kadar devam eden hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve
remodelling asamalarindan olusur. Mikroanjiyopati ve ndropatinin gelistigi diyabetik
yaralarda hiperglisemi; hiicre proliferasyonu ve kollajenasyonu onler. Biiylime
faktorleri ile fibroblastik ve anjiyogenetik aktivitenin azalmasina neden olur.
Kemotaksi ve fagositozik aktiviteyi inhibe ederek sonucta enfeksiyonun da ise
karigmasi ile yara iyilesmesi gecikir. Nitrik oksit (NO); yara iyilesmesinde merkezi bir
rol oynayan endojen bir gazotransmitter olup, inflamasyonun endojen diizenleyicisi ve
diren¢ gostermeyen bir antibakteriyel ajan olarak, yara iyilesmesinde son zamanlarda
popiiler tedaviler arasinda yer almistir. Makrofajlar, keratinositler ve fibroblastlar
saglikli bir yarada yiiksek seviyelerde NOS2 ifade ederken, diyabetik yaralarda bu
ifadenin bastirildigi belirlenmistir. NOS izozimlerinden hem NOS3 hem de NOS2 yara
iyilesme siirecinde onemli rol oynar. NOS3 tarafindan {iretilen orta diizeyde NO
seviyeleri kronik yaralarin sorumlusu olan inflamasyonu diizenlerken, NOS2
tarafindan tretilen yiiksek NO seviyeleri akut enfeksiyona neden olan patojenleri yok
etmek icin ¢alisir. NOS2’ nin tamamen yoklugunda kutan6z yara iyilesmesinin ciddi
sekilde bozuldugu gosterilmistir. Diyabetik yaralarda fibroblastlar hem NOS2 hem de
NOS3 iin daha diisiikk seviyelerini ifade ettiklerinden fibroblastlarin kollajen
tiretemedigi, ECM olusturamadigi, yara direncinin diistiigii, yetersiz NO’nun yara
iyilesme siirecinde hiicre tiplerinin go¢iinii ve hareketini engelledigi bildirilmistir. Son
zamanlarda NO modiilasyonu son bozulmus yara iyilesmesinde ¢6ziim olarak
goriilmektedir. NO, inflamasyonun endojen diizenleyicisi olmasinin yaninda nitrozatif
ve oksidatif mekanizmalarin kombinasyonu ile diren¢ géstermeyen bir antibakteriyel
ajan olarak da tanimlanir ve hem endojen hem de eksojen terap6tik NO dozlamanin
amaci; kronik yaralarda inflamasyonu ve doku remodellingini diizenlemektir. Bu
anlamda diyabet yaralarinda hem ekzojen NO uygulamalar1 hem de yara yataklarina
uzun slireli NO saglayict kitosan hidrojeller ve polimerik nanopartikiillerin
yerlestirilmesine yonelik ¢alismalarin yara iyilesmesini hizlandirdig1 giincel bilgiler
arasindadir. Bununla beraber insanlarda arka bacak iskemik yara tedavisinde
plasentadan iiretilen mezenkimal kok hiicrelerin etkinligini arttirmak i¢in de NO salan

kitosan hidrojellerin kullaniminin anjiyogenezi tesvik etmek i¢in umut vaad edici
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sonuglar1 gézlenmistir. NO’ nun karbonhidrat metabolizmasina katkida bulundugu, tip
2 diabetes mellitus gelisiminde NO biyoyararlanmasinin azaldigi ve NO dondrlerinin
tip 2 diabetes mellitus’te (T2DM) insiilin sinyalini ve glikoz homeostazini ve insiilin
direncini (IR) iyilestirebilecegi bildirilmistir. Yara iyilesmesinde diisiik maliyeti ve
potansiyel iyilestirme yetenegi ile topikal Notr protamin hagedorn (NPH) NPH insiilin
hem diyabetik hem de diyabetik olmayan yaralarda kullanilmaktadir. Insiilinin topikal
biyo-yapiskan, hidrojeller, lokal enjeksiyon, sprey, krem ve kontrollii biyoaktif insiilin

salinimi seklinde kullaniminin yara iyilesme siiresini kisalttig1 belirtilmistir.

Calismada; diyabet olusturulan ratlarin tam kalinlikli eksizyonel yaralarinda
Ozellikle antimikrobiyal etkinliginin 6n planda oldugu bilinen ve yara iyilesmesini
destekleyen CAP/NO (Cold Atmosferik Plazma) cihazi ile iiretilen ekzojen NO gazi
ile diyabetik yara iyilesmesine kuvvetle katki saglayan NPH insiilin pomat
uygulamalarinin 14 giin siire ile kombine veya tek kullanimlarinin yara alani

kiictilmesine olan etkisi; klinik, histolojik ve gen ekspresyon analizleri ile aragtirildi.



14

BOLUM 11

Kavramsal Temeller / Kuramsal Temeller ve ilgili Arastirmalar

1. Deri Yaralanmalan

Yara; kimyasal, mekanik, biyolojik veya termal travmaya bagli olarak saglikli
deri dokusunun yapisinin bozulmasina olarak adlandirilir. Travmalar (batici, kesici,
ezici cisimler, basing), enfeksiyon, yaniklar, donma, hayvan isirmalar1 ve bodcek
sokmalar1, vaskiiler bozukluklar (arteriyel yetmezlik, vendz durgunluk), metabolik
bozukluklar (diyabetus mellitus), ilag etkilesimi ve yan etkiler ve immun sistem
yetmezIligi yara olusumuna neden olan faktorler arasinda yer alir (Hoang vd., 2022).

Yara iyilesmesi, olusan bu doku travmasini takiben gerceklesen biyolojik
onarim siirecidir. Bu siire¢ bir takim lokal hiicreler, yeni damar olusumu ve
ekstraselliiler matriksi de (ESM) iceren, hiicresel ve biyokimyasal reaksiyonlarla
gerceklesen komplike ve dinamik olaylar dizisidir. Yara onarim siire¢lerini anlamak,
yara bakimina yonelik prosediir belirlemek icin esastir (Pavletic, 2018; Sagitov vd.,
2018; Ozaydin, 2022).

Normal yara iyilesme siireci, acil hemostazisin siral1 drtiisen fazlarini, ardindan
inflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenme asamalarini igerirken, kronik
yaralarda ise doku onarim siirecinin sirali, ortlisen fazlar1 bu 'dogrusal' fazlarin hatal
bir organizasyonununa sahiptir (Falanga vd., 2022). Akut yaralar genellikle on giin
icinde komplikasyon olmadan iyilesirken, kronik yaralar normal iyilesme siire¢lerine
maruz kalmaz, genellikle abartili inflamasyona, kalic1 enfeksiyonlara veya mikrobiyal
biyofilm olusumuna sahip olarak alt1 haftadan daha uzun siire devam eden iyilesmenin
geciktigi yaralar olarak tanimlanir (Hoang vd., 2022).

Deri; epidermis, dermis ve eklentilerinden olugsan organizmanin en disini saran
organidir. Avaskiiler olan epidermisin altinda dermis yer alir ve epidermisi destekleyip
besler. Dermis; kollajendz, retikiiler ve mukopolisakkarit zemin ile sarilmig elastik
liflerden olusur. Fibroblastlar, makrofajlar, plazma hiicreleri ve mast hiicreleri bu
katman boyunca bulunur. Dermis; kan, lenf damarlari, sinirler, kil folikiilleri, bezler,
kanalciklar ve diiz kas liflerini igerir. Hipodermis veya subkutis dermisin altindadir
(Fossum, 2017). Derinin {igiincii katman1 olan subkutan doku hipodermis, dermisin
altinda yer alir ve deri ile kaslar arasinda baglant1 saglar. Viicut i¢in koruma ve

izolasyon islevi goren adipoz dokudan olusmustur.
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Yiizeysel (siiperfisiyal veya subpapillar) fleksus, orta (kutandz) fleksus ve
derin (subdermal veya subkutan) fleksus olmak {izere li¢ vaskiiler agdan beslenen deri,
viicudu dis etkenlere kars1 koruma, duyu organi olarak gorev yapma, beden 1sisini
diizenleme, sekresyon (salgi), ekskresyon (zararli maddelerin atilimi) saglama,
bagisiklik ve D vitamini sentezi gibi bir¢ok isleve sahiptir. Insan, maymun ve
domuzlarda deri dogrudan muskulo-kutan6z damarlardan beslense de kopek ve kedi
gibi gevsek deri yapili hayvanlarda , derin fleksusta bulunan direkt kutan6z damarlarca
saglanir (Ozaydin, 2022). Cogu memeli hayvan tiiriinde yara iyilesmesinde gok énemli
bir rolii bulunan panniculus carnosus (PC) kasi, insanlarda evrimin bir sonucu olarak
fonksiyonunu kaybetmesine ragmen, ratlar da dahil olmak tizere deri ve fasyaya sikica
bagli ince cizgili bir kas tabakasidir. Insanlar ve domuzlar haricinde gevsek deriye
sahip ¢cogu memelide deri yaralanmalarinda yara iyilesmesi primer olarak bu kasin
kontraksiyonu ile gerceklesir. Bu olusum reepitelizasyon ve graniilasyon doku

olusumunun bir alternatifidir (Naldaiz - Gastesi & dig., 2016).

1.1.Deri Yaralarimin Siniflandirilmast

Yara, birtakim kriterler dikkate alinarak simiflandirilir. Yaralarr simiflandirmak ve
kontaminasyon siiresini ve derecesini degerlendirmek, olasi risklerin Onceden
farkedilmesini saglar ve veteriner hekimin hastasi i¢in uygun tedavi planini
belirlemesine olanak tanir. Yaralar; olus nedeni, etkilenen dokular, patojen
mikroorganizma ile kontamine olma durumlari, aradan gecen siire ve klinik 6nemi goz

oniinde bulundurularak smiflandirilir (Ozaydin, 2022).

1.1.1. Acik Yaralar

Deri ve altindaki dokularin biitiinliigiiniin degisik boyutlarda bozulmasi olarak
tanimlanir ve buna gore kliniklerde;

Epidermisin ve dermisin bir kisminin sert yiizeylere siirtiinmesi nedeniyle
yikimlanmasi olarak tanimlanan abrazyon-siyrik yarasi,

Derinin bir kisminin tiim katmanlariyla birlikte baglantili oldugu dokulardan
ayrilip kopmas1 veya bir kenarindan asili olarak serbest kalmasi olarak tanimlanan
avulsiyon-ayrilma yarasi,

Bistiiri, jilet, bicak gibi keskin bir aletle olusturulan ve yara kenarlarinda

minimal doku travmasina neden olan ensizyon - kesik yarasi,
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Etkiyen cismin derinin tiim katmanlarin1 bozacak sekilde yikimlamasi sonucu
sekillenen diizensiz laserasyon - yirtilma yarasi,
Keskin bir nesnenin neden oldugu delici tipte travmalar sonucu ortaya ¢ikan

penetrasyon - delinme yarasi olarak siniflandirilir (Ozaydin, 2022).

1.1.2. Kapah Yaralar

Travma sonucu, deri biitiinliigii tamamen bozulmaksizin derialtt dokularda
meydana gelen lezyonlaridir. Cogunlukla kilcal damarlarin yikimlanmasi sonucunda
doku araliklarina sizan kanin o bdlgede pihtilagmasiyla karakterizedir (Lozier, 1993).
Deri ve altindaki yapilarda sert cisimlerce olusturulan kontiizyon-ezilme yarasi olarak
tanimlanir ve belli bir siire boyunca viicudun bir bdlgesine etki eden siddetli
kompresyon, dogrudan doku travmasi ve iskemi-reperflizyon hasarinin bir sonucu da

crush sendromunun ortaya ¢ikmasina neden olabilir (Ozaydin, 2022).

1.1.3. Kontamine Yaralar

Bu kritere gore yaralar, kontaminasyon derecesine ve yaralanma sonrasinda
hastanin veteriner hekime getirilmesi arasindaki siire dikkate alinarak siniflandirilir.
Zaman, kontaminasyon ig¢in bir rehber olarak kullanilabilse de kontaminasyon
seviyesini belirlemek i¢in kesin bir faktor olmamalidir. Buna goére yaralar;

Genellikle aseptik kosullarda olusturulan cerrahi yaralari ifade eden temiz
yaralar,

Uzerinden 6 saat gegmemis agik yaralar ile yeni sekillenmis olsa bile sindirim
kanali, solunum yollar1 ve genitoliriner sistem igerigi ile bulagmis temiz- kontamine
yaralar,

Organ igeriginin veya dis ortamdaki mikrobiyel ajanlarin yaraya bulasmasi,
aseptik teknikle yiiriitiilmesi gereken operasyonlardaki bir ihmal nedeniyle
kontaminasyona ugrayabilen genellikle {lizerinden 6-12 saat kadar siire gecmis
kontamine yaralar ve

Eski veya gram doku bagma >10° mikroorganizma ile enfekte olan ve
tizerinden 12 saatten daha fazla zaman ge¢cmis kirli — enfekte - septik yaralar olarak

smiflandirilir (Ozaydin, 2022).
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1.1.4. Akut ve Kronik Yaralar

Akut yara; olagan iyilesme siireci gosteren ve birincil veya gecikmis
kapatmayla ya da acik yara tedavisine yanit veren ve 3 hafta gibi bir siirede hizla
iyilesen yaralar olarak tanimlanir. Bu tip yaralarda, iyilesmeyi engelleyen faktorlerin
minimum diizeyde oldugu gozlenir. Kronik yara; iyilesmenin ¢ok yavas oldugu,
haftalar, aylar, hatta yillarca siirebilen veya tiim uygulamalara ragmen iyilesmeyen,
anatomik ve fonksiyonel 6zelliklerinin yeterince saglanamadig elverissiz yaralardir.
Yara iyilesmesini etkileyen lokal, ¢evresel, mekanik ve sistemik faktorler, tiir —
cinsiyet farkliliklar1 s6z konusu olup bu faktorler nedeniyle iyilesme dongiisii
iyilesmenin belirli asamalarinda sekteye ugrayarak gecikir. Kronik yaralar,
hareketsizlik ve basing sonucu gelisen basing yaralari, periferik damar hastaligina
bagl arter iilserleri, kronik vendz yetmezlik ve kalp yetmezligine bagli vendz tilserler
ile diyabetik noropati ve diyabetik periferik arter hastaligina bagl diyabetik iilserler
olarak kendi icinde smiflandirilir (Narayan vd., 2003; Ozaydin, 2022).

2. Yara lyilesme Sekilleri

2.1.Primer Iyilesme

Primer iyilesme, iizerinden 6-8 saatten fazla zaman gegcmemis uygun kosullar
yaratildiktan sonra dikis yontemiyle kapatilan yaralarda saglanir. Yara dudaklari karsi
karsiya gelen, temiz ve ensize edilmis yaralar primer iyilesmeyle kapanir. Bununla
beraber, yaralanmadan sonra 6 ila 8 saatten az siire gectiyse, doku kontaminasyonu ve
kayb1 minimal olan yara, lavaj ve debridmanla uygun bir sekilde temizlenir ve
hemostaz iyiyse, gerginlik veya 0lii doku yoksa bu tip yaralar da primer iyilesmeyle

kapatilir (Fossum, 2017).

2.2.Sekonder Iyilesme

Sekonder iyilesme; yara dudaklarinin birlestirilemedigi, doku kaybi bulunan
kontamine yaralarin kontraksiyon ve epitelizasyon yoluyla iyilesmesidir. Primer
olarak kapanmayan yaralar sekonder iyilesmeye birakilir. Veteriner hekimlikte
lyilesmesi gii¢ yaralar1 kapatmak icin yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu tip

yaralar graniilasyon doku olusumu ile kapanir. ikincil yara iyilesmesi siireci uzun
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stirdiigii i¢in kontaminasyon riskine karsin sikilila pansumanin yapilmasi gereklidir.
Uygun yoOnetim ile graniilasyon dokusunun dis ylizeyi {izerinde epitel hiicre gocii ile
miyofibroblastik yara kontraksiyonu siirecleri desteklenmelidir (Fossum, 2017;

Pavletic, 2018).

2.3. Tersiyer I lyilesme (Gecikmis Primer iyilegme)

Uzerinden 8 saatten fazla siire gegen yaralarin primer olarak kapatilmasi ciddi
enfeksiyonlara neden olacagi i¢in tehlikeli bir yaklasim olarak goriiliir ve lokal
kontaminasyonu veya enfeksiyonu kontrol etmek i¢in yaralarin lavaji yapilarak
debride edilmesi gerekir. Gecikmis primer kapanmada, debridman ve maksimum yara
drenajina olanak saglandiktan sonra yara 3 ila 5 giin boyunca pansuman ile temiz hale
geldikten sonra yara dudaklarinin dikilerek kapatilmasi s6z konusudur. Yaralanmadan
4-5 giin sonra, yarada kilcal tomurcuklanmalar, fibroplazi, doku makrofajlar ve iliskili
sitokinler mevcut olup enfeksiyona kars1 yara daha direngli hale gelmis olur (Fosssum,

2017; Pavletic, 2018).

3.Yara lyilesme Fizyolojisi

Yara iyilesme olay1 yaralanma ya da ensizyondan hemen sonra baslar. Tibbi
veya cerrahi miidahale olsun ya da olmasin organizma tarafindan siirdiiriiliir. Normal
yara iyilesmesi ¢ok sayida hiicre tipi ve kimyasal mediatorler arasindaki karmasik bir
dizi fizyolojik reaksiyon ve etkilesim ile gelisir. Yara iyilesmesi; hemostaz ve
inflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenme fazlarmmi iceren koordineli ve

ortiisen dort asamadan olusur (Richmond vd., 2013; Grada vd., 2018).

3.1.Hemostaz ve Inflamatuar Faz

Bu faz, yaralanmadan hemen sonra hemostaz (vazokonstriksiyon, trombosit
agregasyonu ve piht1 olusumu) ile baslar ve bdylelikle kan kaybinin en aza indirilmesi
saglanir. Kan damarlar1 kanamayi sinirlamak i¢in 5 ile 10 dakikaligina daralir, sonra
genisler ve yara i¢ine fibrinojen ve pihtilasma 6gelerini sizdirir. Bunu vazodilatasyon
ve fagositoz ile birlikte 3-5 giin kadar siiren yangisal siire¢ izler (Fossum, 2017;
Ozaydin, 2022). Inflamatuar fazin baslangicinda; aktif trombositler, nétrofiller ve
monositlerin infiltrasyonu gergeklesir ve bolgenin temizlenmesini desteklemek adina

pro-inflamatuar sitokinler ve biiylime faktorleri serbest birakilir. Monositler makrofaja
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dontismek i¢in fenotipik bir degisime ugrarlar. Daha 6nce daralmis kan damarlari,
artmis prostaglandinler nedeniyle vazodilatasyona ugrar ve inflamatuar hiicrelerin
kemotaksisini kolaylastirir. Yangi fazi, artmis olan damar gecgirgenligine bagl olarak
notrofillerin yaraya gogii ile baslayan sonrasinda sahneyi makrofajlarin ve lenfosit
infiltrasyonunun aldig1 bir siireci igerir. Bu siirecte platelet aktive edici faktor (PAF),
serotonin, histamin, interlokinler, lenfokinler, fibrin, lizozomal enzimler, adenozin
difosfat, kininler, arasidonik asit metabolitleri, interferonlar (a, B, v, d), tiimor nekrozis
faktor (TNF) gibi cesitli inflamatuar mediatdrler rol oynarlar. Bu akut inflamatuar
yanit genellikle 1-2 giin siirer ancak kotii - kronik bir yara ortaminda bu faz daha uzun
sire devam eder. Yaranin dogal debridmami olarak da adlandirilan bu siiregte
bakteriyel fagositozdan birincil olarak sorumlu olan dolasimdaki nétrofiller (PMNL)
yaralanmadan birka¢ dakika sonra yaraya girmeye baslar ve ilk 24 saatte zirve yapar.
Monositler, yaralanmadan sonraki 12 saat icinde ortaya cikar ve lokal sitokinlerin
etkisi altinda olgun yara makrofajlarina farklilasirlar. Aerobik ve nétral pH ortaminda
gorev yapan makrofajlar, yaralanmadan sonraki 3-5 giin i¢inde baskin olan yangisal

hiicre tipidir (Ozaydin, 2022).

3.2. Onarum / Proliferasyon Fazi

Proliferasyon fazi reepitelizasyon, kilcal damar rejenerasyonu ve graniilasyon
dokusu olusumu ile karakterizedir. Yangisal fazdan onarim fazina geg¢is, normal
sartlarda yara bolgesindeki yangi hiicrelerinin sayisinin azalmasi ile yaralanmadan
yaklagik 3-10 giin sonra baslar ancak monositler yaraya gé¢ etmeye devam ederek
makrofajlara doniisiir. Bu agsamada 6nemli rol oynayan {i¢ hiicre tipi fibroblastlar,
endotel hiicreleri ve keratinositlerdir. Yara bdlgesine gocten sonra, fibroblastlar
graniilasyon  dokusu olusturmak ic¢in  proteoglikanlar, hyaluronik asit,
glikozaminoglikanlar ve fibronektin gibi kollajen ve hiicre dis1 matriks bilesenlerini
cogaltmaya ve sentezlemeye baslar. Yaklagik 3 ile 24 giin siiren proliferasyon
asamasinda; yeni kan damarlarinin olusumu (neovaskiilarizasyon) ve ekstraseliiler
matriks proteinlerinin sentezi i¢in dokunun beslenmesine ve oksijenlenmesine
gereksinim vardir. Epitelizasyonun gerceklesmesinde iki temel mekanizma migrasyon
ve mitozdur. Ug hiicre tipinde ¢ogalma meydana gelmesi nedeniyle bu faza
proliferasyon fazi da denir. Bu asamada, graniilasyon dokusunun gelismesi, re-
epitelizasyon ve yara kontraksiyonu belirginlesir, endotel hiicrelerinden anjiyogenez

yoluyla uygun kan tedariki saglanir, keratinositlerden reepitelizasyon yoluyla bariyer
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olusturulur ve gecirgenlik azaltilir boylece fibroplazi yoluyla da hasarli dermal doku
giiglendirilmis olur.

Bu asama, yaralanmadan yaklasik 3 ila 10 giin sonra baglar ve tamamlanmasi
giinler veya haftalar stirer. TGF- B ailesi (TGF-B1, TGF- B2 ve TGF-B3), interlokin
(IL) ailesi ve anjiyogenez faktorleri gibi cesitli sitokinler ve bilyiime faktdrleri bu fazda
onemli rol oynar. Baskin olarak c¢ogalan hiicreler, fibroblastlar ve endotelyal
hiicrelerdir. Hiicre proliferasyonu sirasinda, yeterli kan kaynagina ihtiya¢ duyuldugu
icin ayni anda anjiyogenezis de baglatilir. Biiylime faktorleri fibroblastlarin gogiine
izin vererek yaranin giiciinii saglayan kollajen ve yaranin kontraksiyonununa neden
olan miyofibroblastlarin olusumuna yol acar. Graniilasyon dokusu olusmaya
basladigunda bunu epitelizasyon ve yara kontraksiyonu izler (Bedir & Turgut, 2021;
Kangal & Regan, 2022).

3.3. Olgunlasma veya Maturasyon (Remodeling) Fazi

Son asama, birka¢ yil siirebilen yeniden sekillendirme fazidir. Yeni kilcal
damarlarin olusumu yavaglar ve yaradaki kan damarlarinin olgunlagmasini
kolaylagtirir. Tip III kollajen, daha yliksek cekme mukavemetine sahip daha yogun bir
matriks olusturmak ic¢in hiicre dis1 matrikste tip 1 kollajen ile degistirilir.
Fibroblastlarin miyofibroblastlara farklilasmasi, yaranin fiziksel olarak kasilmasina
neden olur ancak kollajen tipindeki farkliliklar nedeniyle iyilestikten sonra yeni doku
orjinal giiclinli tam olarak geri kazanamaz (Hoang vd., 2022).

Bu asama, yeni kollajen olusumunu, yara dokusunun gii¢lendirilmesini ve skar
olusumunu igerir. Yaralanma sonras1 17-21. gilinlerde bagslar, aylarca hatta yillarca
devam eder. Fibrin pihtis1 sonunda aselliiler skara doniistiigiinden, doku yeniden
sekillenmesi yara iyilesmesinin tiim asamalar1 boyunca meydana gelir (Li vd., 2015).

Bu fazin ayirt edici 6zellikleri apopitoz ve kollajenin yeniden sekillenmesi olup
endotel hiicrelerinin ve miyofibroblastlarin apopitozu, graniilasyon dokusunun
hiicresel igeriginin azalmasina ve bir yara izine gecise neden olur. Vaskiiler yogunluk
azaldik¢a skar rengi kirmizidan daha hipopigmente hale gelir (Schultz vd., 2003;
Hosgood, 2006; DiPersio vd., 2016).

Birgok biiyiime faktoriinlin bu faz sirasinda konsantrasyonu azalsa da TGF-
B’nin, kollajen tip I ve III iiretimini uyardigi ve olasi skar doku olusumunda rol

oynadig ileri siiriilmektedir. Graniilasyon dokusundaki kollajen tip III yerini skar
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dokusunda kollajen tip I’e birakir. Genel olarak, iyilesmis bir dokuda kollajen lifleri
gerilim hatlar1 boyunca daha kalin ve diizenli bir sekilde birikmesine ragmen, olusan
yeni dokunun giicii normal dokunun giiciine nadiren ulasir. Yara 1. haftada yaralanma
oncesi kuvvetinin yaklasik %3’iine, 3. haftada %20’sine ve 1. ayda ise % 40’1na ulasir.
Tam bir iyilesme sonucu gelisen skar doku normal dokunun ancak yaklasik %70-
80’ine kadar diren¢ kazanir. Bu fazin sonucunda ¢ogunlukla kollajen I’den olusan
hiicresiz bir skar gelisir ve tam kat yaralarda deri eklentileri (kil follikiilii ve yag
bezleri) de bulunmaz. Normal bir yara iyilesmesi fizyolojisinin bilinmesi, yara
iyilesmesini bozan faktorleri anlamak ve etkili bir yara yOnetimi i¢in stratejiler
belirlemek agisindan oldukca énemlidir (Ozaydin, 2022).

Tim iyilesme asamalar1 Ozetlenecek olursa; yara onarimi, bir trombosit
tikacinin kan kaybini 6nledigi ve bir 6n fibrin matriksin olustugu hemostaz ile baslar.
Inflamasyon faz1 ise, mast hiicrelerden histamin salinimu ile desteklenen nétrofil akisi
ile baglatilarak debrideman yapilmasini ve enfeksiyonu dnler. Monositler, daha sonra
kalan hiicre kalintilarini1 ve notrofilleri temizlemek i¢in doku makrofajlaria farklilagir.
Proliferatif faz sirasinda, keratinositler yara boslugunu kapatmak i¢in go¢ eder, kan
damarlar1 anjiyogenez yoluyla yeniden olusur ve fibroblastlar ilk fibrin pihtisin
graniilasyon dokusu ile degistirir. Makrofajlar ve diizenleyici T hiicreleri bu iyilesme
asamas1 i¢in hayati Oneme sahiptir. Matriks fibroblastlar tarafindan yeniden

sekillendirilir, kan damarlar1 geriler ve miyofibroblastlar yara kontraksiyonuna neden

olur (Sekil 1) (Wilkinson & Hardman, 2020).

Sekil 1
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Yara Onarim Asamalarinin Ana Hiicresel Bilesenleri
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4. Yara lyilesmesini Etkileyen Faktérler

4.1.Yara lyilesmesinde Tiir ve Cinsiyet Faktorii

Yara iyilesmesi; tiirler arasinda, tiirler i¢inde, anatomik konuma ve cinsiyete
bagli olarak farklilik gosterebilir. Sigcan fare ve midillilerde yaralar genelde
kontraksiyon, domuz ve atlarda agirlikli olarak epitelizasyon ile iyilesirler. insan ve
domuz deri yaralarmin iyilesmesi esas olarak epitelizasyon ile gerceklesirken
kemirgenlerin ve diger gevsek derili hayvanlarin yaralar1 genellikle PC kas1 tarafindan
kolaylastirilan kontraksiyon yoluyla iyilesir. Bununla beraber kisirlastirilmamisg disi
kopeklerde kastre olmamis erkek kopeklere gore daha i1yi yara iyilesmesi bildirilmis,
androjenlerin yara iyilesmesini olumsuz etkiledigi, enfeksiyona yatkinlig1 artirdig

belirtilmistir (Lux, 2022).

4.2. Yara lyilesmesini Etkileyen Lokal Faktirler

Yara iyilesmesinde doku perfiizyonu kritik Oneme sahiptir. Zayif doku
perfiizyonuna neden olan durumlar sok, hipotansiyon, hipovolemi, arteriyel ve venoz
bozukluk, agr1 ve diyabetus mellitus gibi sistemik faktorlere dayali olabilir. Lokal
doku iskemisinin diizeltilmesi iyilesmede temel olup bu nedenle yaradaki oksijen

basinci ¢ok onemlidir. Hiperbarik oksijen tedavisi bu amagla kullanilmaktadir.
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Yara iyilesmesinde dokunun canliligi 6nemli olup cansiz veya nekrotik doku
ve yabanci kalintinin varligir inflamatuar fazi1 uzatacak ve yara iyilesmesini
engelleyecektir. Bu durum debrideman yontemleri ile bertaraf edilir.

Yarada kan veya serum gibi sivi toplanmasi iyilesmeyi bozabilir. Bitisik
dokular basing altinda iskemik ve nekrotik hale gelebilir. Yara iyilegsmesinde
enfeksiyon, yaranin tlim iyilesme asamalarini olumsuz yonde etkileyen bir faktordiir.
Enfekte yarada inflamatuar fazda rol alan kompleman ve trombositlerin tiikketimi artar,
kemotakside azalma gozlenir, beyaz hiicre islevi bozulur, sitotoksik enzimlerin ve
serbest oksijen radikallerinin iiretimi artarak doku hasar1 gelisir. Proliferatif faz
sirasinda fibroplazi, anjiyogenez ve epitelizasyon etkilenir. Bakteriyel endotoksinler,
proteazlar ve diger enzimlerin iiretimi; hemorajik ve zayif graniilasyon dokusu
olusumuna yol acar. Fibroblast proliferasyonu baskilanir, kollajen iiretimi bozulur,
yara giicii azalir ve keratinosit goc¢li engellenir. Bununla beraber yaranin
kontaminasyonu bakteri kolonizasyonuna ve daha sonra da septisemiye neden olabilir.

Yaranin lokalize oldugu yer de yara iyilesmesine etki eden bir faktordiir.
Kemik ¢ikintilarinin oldugu bolge yaralari kolaylikla dekiibit yaralarina cevrilebilir.
Hayvanlarda basinca maruz kalan ortak yara alanlari; tiiberkulum ischi, olekranon,
tiiber calcaneus, trokanter mayor, skapulanin akromiyonu, lateral humeral epikondilus,
lateral tibial kondilus, lateral malleol ve 5. parmaklarin lateral yiizleri ile sternum

olarak siralanabilir (Lux, 2022).

4.3.Yara lyilesmesini Etkileyen Sistemik Faktorler
Normal humoral ve hiicresel bagisiklik tepkileri, normal yara iyilesmesinin

temel  bilesenleridir.  Kedi  immiin  yetmezlik  viriis  enfeksiyonlari,
hiperadrenokortisizm ve diyabetus mellitus gibi birincil hastaliklarla iligkili
immiinsupresyon ile  glikokortikoid, = kemoterapotiklerin  neden  oldugu
immiinsupresyon gecikmis yara iyilesmesiyle iligkilendirilmistir. DM, hayvan ve
insanlarda gozlenen bir metabolizma hastalig1 olmasinin yaninda veteriner hekimlikte
gecikmis yara iyilesmesine dair bir rapor bildirilmemistir. Notropeni ve
endokrinopatisi olan hayvanlarda yara enfeksiyonu gelisme riskinin arttig
bildirilmistir. Kanser ve radyasyon tedavisinin de immunsupresyon dolayis1 ile de yara
iyilesmesindeki gecikmeyi tetikledigi bilinmektedir. Kemoterapi, yara iyilesmesinin
tiim agamalarin1 inhibe eder. Radyoterapi, yara iyilesmesi i¢in gerekli lokal damar

sistemini, fibroblastlar1 ve biiylime faktorii tiretimini 6nemli dlgiide etkiler. Kansere
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bagli malniitrisyon, veteriner hastalarinda ortaya ¢iksa da insan hekimliginden daha az
yaygindir.

Yaslanma ile komorbitlerin aracilik etmesi, kemokin iiretimindeki
degisiklikler, diisitk makrofaj fagositik kapasite, yara bolgesine gecikmis T hiicresi
infiltrasyonu s6z konusu oldugu i¢in yaralar ge¢ kapanabilir. Gecikmis
reepitelizasyon, anjiyogenez ve kollajen birikimi, azalan kollajen dongiisii ile yara
giicii azalmasi da geriatrik hastalarda sekillenebilir (Gosain & Dipietro, 2010).

Beslenme de sitemik bir faktor olarak yara iyilesmesine etki eder. Yetersiz
beslenme ve buna bagli olarak besin depolarinin azlig1 yara iyilesmesini yavaslatir.
Protein eksikligi inflamatuar faz1 sekteye ugratir, yaglar yeni hiicrelerin sentezi icin
gereklidir. Sodyum, potasyum, kalsiyum, flor, fosfor, ¢inko, magnezyum ve bazi
vitaminlerin eksikligi kollajen sentezinde bozukluklara neden olarak yara iyilesmesini
olumsuz etkiler. Sistemik glikokortikoidlerin antiinflamatuar etkileri ve fibroblast
proliferasyonu ve kollajen sentezi dahil olmak {izere hiicresel yanit1 baskilayarak ve
yara onarimini engelledigi bilinmektedir. Sistemik glikokortikoidler; yaranin eksik
graniilasyon dokusu ile iyilesmesine ve yara kontraksiyonunun azalmasina neden olur
(Gosain & Dipietro, 2010).

Koroner arter hastaligi, periferik vaskiiler hastalik, kanser ve DM, yara
tyilesmesini tehlikeye atabilecek kronik hastaliklardandir. Metabolik rahatsizlig1 olan
ve yara tedavisi gerektiren olgularin uygun sekilde kontrolii yapilmali tiim se¢enekler

miimkiin olan en kisa siirede gozden gegirilmelidir (Lux, 2022).

5. Kronik Yaralar

Kronik yaralar, beklenen bir zaman dilimi i¢inde iyilesememeleri ile
karakterize yaralar olarak tanimlanir. Kronik yaralarin tanisal zorlugunun nedeninde
etiyoloji, patogenez, yara boyutu, viicut lokalizasyonu, morbidite, etkilenen ekstremite
kaybi riski, konaker faktorleri gibi bazi degiskenlerin heterojen olmasi yatmaktadir.
Kronik yaralar 6zellikle beseri hekimlikte morbidite ve sosyo-ekonomik yiikiin
artmasi ile sonuglanan son on yilda giderek daha énemli bir klinik sorun haline gelen
bir problem olarak goriilmektedir. Birka¢ yil Oncesine kadar, kronik yaralarin
yonetimi, modas1 gecmis bakim standartlarina dayandirilmis olsa da son zamanlarda
bu tip yaralara yaklasim; hiicresel ve molekiiler bilimdeki ilerlemeler ile biyomedikal
mithendisliginden, tedavi modalitelerindeki yenilik¢i yaklasimdan, teknolojik

atilimlardan ve kontrollii klinik arastirmalar yapma yeteneginden dolay1 degismistir.
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Kronik yaralar beseri hekimlikte; venoz yetmezlik yaralari, diyabet ile alakali
noropatik yaralar, basing (dekiibit) yaralar1 ve arteriyel yetmezlik yaralar1 olarak
simiflandirilir. Bununla beraber genetik faktorler, radyasyon, immiin sistem
disfonksiyonu gibi olaylarda ve beslenme yetersizlikleri, paraziter ve kronik mantar
enfeksiyonlarinda da kronik yaralar gézlenmektedir. Kronik yaralarin epidemiyolojik
tartismalari, terminoloji, altta yatan hastaliklar ve jeo-demografik degisikliklerin yan1
sira tedavinin iyilesme egilimi veya etkileri nedeni ile karmagiktir (Falanga vd., 2022).

Kronik yaralar veteriner hekimlikte ise; siklikla dekiibit yaralari, iyilesme
siiresindeki uzamis inflamatuar yanita, iskemi sonucu olusan mikrosirkiilasyon
bozukluguna, néropatiye ve gangrene neden olabilen diyabetik yaralar, travma ve
deformitelerin neden oldugu {lseratif yaralar olarak siralanabilir. Diyabetin neden
oldugu kronik yaralarda; angiogenezis, fibroplazi ve ekstraselliiler matriksin
farklilagsmasi ve kollajen depolanmasindaki kusurlar s6z konusudur (Reddy vd., 2001).

Venoz yetmezligin neden oldugu yaralar dolasimin herhangi bir asamasinda
olusan sorun neticesinde 6zellikle ekstremitelerin distalinde sekillenir. Yaralarin temel
nedeni; vendz yetmezlige yol acan kapak yetmezligi, kapillar yataktaki stazis nedeni
ile damar periferine sizint1 ile bolgede fibrinojen birikimidir. Olusan fibrin katmani
bolgesel besin ve oksijen degisimini engelleyerek ¢evre dokularda iilserlerin
gelisimine neden olur. Arteriyel yetmezligin neden oldugu yaralar genellikle arteriyel
kan akisindaki diizensizlik veya azalmadan dolayi ortaya ¢ikar. Yaralarin en belirgin
Ozellikleri; yara kenarlarinin diizenli olmasi, agrinin varligi, deride solgunluk, tiiy-kil
dokiilmesi, atrofinin gdzlenmesi, lilserin yavas gelismesi ve iilser tabaninin saglam

olmayan bir graniilasyon dokusu ile kapli olmasidir (Durmus & Basa, 2018).

Sonugta kronik yaralarin en 6nemli 6zelligi ¢ogunlukla yaranin iyilesmenin
inflamatuar asamasinda duraksamas1 olup normal iyilesme fazlarinin ilerleyemedigi,
iyilesmenin ¢ok yavas oldugu, tiim uygulamalara ragmen iyilesmeyen yaralar
olmasidir. Kronik bir yaranin parcalar1 iyilesmenin farkli asamalarinda olabilir ve bu
da kronik yaranin farkli alanlarinda farkli terapotik yaklasimlar gerektirir. Bu soruna
ortak bir klinik ¢6ziim; miimkiin oldugunca haftalik cerrahi debridman yapmak, kronik
yara yataginin farkli alanlarin1 daha birlesik bir terapdtik yaklasim i¢in senkronize
etmektir. Normalde akut yaralarda normal iyilesmenin taninan fazlarinin dogrusal
iliskisi so6z konusu iken (Sekil 2A), kronik yaralarin iyilesmesinde farkli fazlarin

rastgele ve tanimlanmis bir zaman dilimi olmadan meydana geldigi bir siire¢ ile
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gergeklesir (Sekil 2B). Boylelikle kronik yaralarda yara iyilesmesinin inflamasyon
asamasi kilit bir role sahiptir (Ozaydim, 2022; Falanga vd., 2022).

Sekil 2
Akut (A) ve Kronik (B) Yaralarin Iyilesmesi

A B
AKUT YARA KRONIK YARA
+  KOAGULASYON KOAGULASYON . INFLAMASYON
1. GON I |
t iNFLAMASYON
R
A YARA YATAGI
‘w35GUN v9> | (ASENKRONiZE = <l
A HUICRE YARA IYILESMESI
N PROLIFERASYONU VE
\ J MIGRASYONU
HAFTA .
* HUCRE
i | PROLIFERASYONU
i‘ REMODELLING REMODELLING VE MIGRASYONU
AY

https://www.nature.com/articles/s41572-022-00377-3

Beseri hekimlikte kronik/diyabetik yaralarda genellikle tipik gdriiniim; normal
olmayan koyu kirmizi graniilasyon dokusu, yara merkezine yakin deri adasinin
bulunmasi, yara kenarinin kirmizi graniilasyon bolgesine gogiin durmasi (Sekil 3 A),
bakteriyel kolonizasyon, yara kenarlarinin fibrotik deri ile ¢evrili olmas1 (Sekil 3 B)
ve dekiibit yaralarinda gozlenen kavitasyondur (Sekil 3 C) (Bowers & Francoi, 2020;
Falanga vd., 2022).
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Sekil 3

Kronik Yaralarda Tipik Goriiniim

https://www.nature.com/articles/s41572-022-00377-3

Uygun tedaviye ragmen iyilesmeyen yaralarda, klinikte yara tanisini
dogrulamak, tedaviye yanittaki basarisizlig1 anlamak ve neoplaziyi eradike etmek i¢in
biyopsi yapmak onemlidir. Biyopsi yara kenarindan yapilmali ve ¢evresindeki derinin
bir kismini da igermelidir. Bununla beraber iyilesmeyen vendz iilserlerde TNF
diizeyleri, belirli hasta gruplarinda prognoz ile iyi bir korelasyon gostermektedir. TNF,
tyilesmeyen venoz {lserlerde yiikselir ve yiikseldiginde TNF'yi bloke etmenin
terapotik kullanimi, inflamasyonun azaltilmasinda ve kronik yaralarin iyilesmesinin
hizlandirilmasinda yardimci olabilir. Bagka bir biyobelirteg, spesifik metalloproteinaz
(MMP) seviyeleridir ve iyilesmeyen kronik yaralarda biyobelirte¢ olarak umut vaat
etmektedir. Iyilesmeyen yaralardan yara sivisindaki MMP'lerin yiiksek seviyesi,
iyilesme oranlarinin azalmasi ile iliskilendirilmistir (Falanga vd., 2022).

Kronik yaralarda iyilesmeyi engelleyen nedenler arasinda dnceden sz edilen
yara iyilesmesini engelleyen ve kronik hipoksiye neden olan oksijen eksikligi, asiri
veya yetersiz ekslidat olusumu, lokal enfeksiyon, inflamatuar yanitt yogunlastiran
yabanci cisimler, tekrarlayan travmalar, basing ve yaralanma bdlgesinde bozulmus
vaskiiler beslenme, yaslilik, iskemi, DM gibi kronik hastaliklar, obezite ve seks
hormonlari sayilabilir. Bununla beraber androjenler hem akut hem de kronik yaralarda
kutan6z onarimi baskilayabilir, iyilesme siirecini geciktirebilir ve inflamasyonu
tetikleyebilir. Gecikmis/kronik yara iyilesmesinin en yaygin nedenleri arasinda
enfeksiyon ve biyofilm olusumu yatar. Bir yarada konak¢min lokal veya sistemik
bagisiklik tepkisini yiikseltecek kadar fazla sayida ve yiiksek viriilenste

mikroorganizma varsa yara enfekte olarak kabul edilir. Bu siralama oncelikle
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kontaminasyon, kolonizasyon ve enfeksiyon seklindedir. Bakteriler yara yataginin
derinliklerine indiginde hizla cogalirlar ve bagisiklik reaksiyonunu tetikleyerek
enfeksiyona neden olur. Patojenler yaranin sinirlarinin 6tesinde de ¢ogalarak daha
derin dokulara, bitisik dokulara, fasyaya, kas veya lokal organlara yayilabilirler.
Sonunda mikroorganizmalar vaskiiler damarlar veya lenfatik sistem yoluyla viicuda
girdiginde sepsis gibi sistemik enfeksiyona neden olabilirler. Biyofilm, bakteriler
tarafindan iiretilen, fiziksel bir bariyer gorevi goren, bakterileri saran ve onlar1 konakgi
savunmalarindan ve antimikrobiyal ajanlardan koruyan hiicre disi bir polimerik
maddedir. Kronik yaralardan izole edilen ¢esitli patojenler tipik olarak Staphylococcus
aureus ve Pseudomonas spp gibi biyofilmler olusturabilir. Kronik yaralarda devam
eden biyofilmler konake¢1 bagisikligini siirekli olarak uyarabilir, bu da interlokin-1 ve
TNF-a gibi pro-inflamatuar sitokinlerin ve serbest radikallerin uzun siireli salinimina
ve bagisiklik komplekslerinin ve komplemanlarin aktivasyonuna neden olarak
tyilesme siirecinin basarisiz olmasina ve kronik bir duruma doniismesine neden olur.
Stirekli inflamatuar reaksiyonlar ayrica hiicre dis1 matriksi bozabilen artmis bir MMP

seviyesini tetikler (Hoang vd., 2022).

5.1. Diyabet, Diyabetik-Noropatik Yaralar ve Diyabet Modeli

Diyabet, glinlimiiz insan ve evcil hayvanlarda tiim diinyada hizla yayilan,
yiiksek mortalite ve morbitide riski tagiyan bir hastaligidir. Diyabet, pankreas salgi
bezinin beta hiicrelerinin yeterli miktarda insiilin hormonu liretmemesi ya da tirettigi
insulin hormonunun etkin bir sekilde kullanilamamasi durumunda gelisen ve Omiir
boyu siiren hiperglisemi ile karakterize kronik progresif metabolik bir hastaliktir.
Klinik belirtileri polidipsi, poliiiri, polifaji, agirlik kaybi olup komplikasyonlari ise
hastaliga spesifik retinopati, nefropati ile noropati ve alakali yaralar olarak
stiralanabilir. DM; insiilin hormonunun yetersizligi, yoklugu ya da eksikligi sonucu
olusan hiperglisemi, glikoziiri ve bunlara eslik eden birg¢ok klinik biyokimyasal bulgu
ile seyreden, olusturdugu komplikasyonlar sebebiyle organ ve iglev kayiplarina yol
acarak yasam siiresi ve kalitesini etkileyen, is giicii kayiplariyla sosyal ve ekonomik
yiikli agir olan, kronik bir metabolizma hastaligidir. Diyabet tani kriterleri; giiniin
herhangi bir saatinde aclik ve tokluk durumuna bakilmaksizin randomize venoz
plazma glisemi degerinin 200 mg/dl' nin iizerinde olmasi ile ek olarak poliiiri,
polidipsi, polifaji ve zayiflama gibi diyabetik semptomlarin gézlenmesidir (Riedl vd.,

2011).
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Tip I diyabet hastaligi, genellikle erken yaslarda baslayan immun kaynakli
pankreasin B-hiicre yikimi ile karakterizedir. Tanidan itibaren mutlaka insiilin
kullanilmasini gerektiren bir hastalik tipidir. Tip II diyabet hastalig1 ise genellikle daha
ileri yaslarda baslayan ve B-hiicre disfonksiyonu ve insiiline kars1 direng ile karakterize
bir hastalik tipidir. Hastaligin ortaya ¢ikisinda sagliksiz yasam bi¢imi, beslenme ve
fiziksel aktivite eksikligi rol oynar. Hastalik antihiperglisemik ilaglar ile tedavi
edilebilir (Alberti & Zimmet, 1998).

Diyabet hastaliginda; kollajen sentezi, hiicre mitozu ve monosit go¢ii igin
gerekli olan askorbik asitin disfonksiyonuna neden olan hiperglisemi s6z konusu olup
bu olumsuzluklar yetersiz 1yilesmeye ve artan enfeksiyon riskine yol agar (Lux,
2022).

Diyabette yara iyilesmesi; normal iyilesme siire¢lerinin sekteye ugradigi
onemli bir saglik sorunudur. Insiilin {iretimindeki eksiklik veya hiicrelerle
etkilesime girememesi nedeniyle kalic1 bir hiperglisemi s6z konusudur. Olusan yaralar
genellikle tedavi edilemez ve kronik iyilesmeyen yaraya doniiserek firsat¢i patojenler
tarafindan istila edilir. Diyabet hastalarinda hem makro hem de mikrovaskiiler dolagim
bozuklugu mevcut olup aterosklerozun artmasi sonucu yarada mayor vaskiiler stenoz
veya okliizyonla ilgili problemler gozlenir. Oksijen yetersizligi yara iyilesmesini
olumsuz yonde etkileyerek kilcal damarlarda kalinlasmis perivaskiiler kalin bazal
memran gelismesine, 16kosit goclinlin engellenmesine, 6deme ve enfeksiyona neden
olur. Artmis idrar protein kaybi ve iiremi, iyilesmeyi etkileyen bagka bir olumsuz
faktordiir. Diyabet hastaligi olan kisiler agr1 hissetmedikleri i¢in yarali ekstremitelerini
istemsiz olarak kullanirlar ve sonug olarak derinin istemsiz dis etkilere maruz kalmasi
da enfeksiyon riskini artirir (Greenhalgh, 2003).

Diyabetik yara modeli olarak deneysel diyabet olusturulan hayvan modelleri
kullanilmaktadir. Tip-II diyabet modeli i¢in en ¢ok kullanilan kimyasal ajanlar
streptozotosin (STZ) ve alloksandir. STZ, laboratuvar hayvanlarinda pankreas
hiicrelerine kars1 spesifik toksisite gostererek hipoinsiilinemi, hiperglisemi ve insiilin
bagimli tip I ve insiilin bagimli olmayan tip II diyabet modellerini olusturmak igin
siklikla kullanilmaktadir (Irer & Alper, 2004).

Hiperglisemik ortam, biyofilm olusumunu tesvik ederek yara iyilesmesini daha
da zor hale getirir. Diyabet hastalarinda meydana gelen dolasim yetersizligi ve buna
bagli doku beslenmesi bozukluklar1 diyabetik ayak sendromu olugmasina neden olur.

Diyabette diger énemli risk faktorii de noropati nedeniyle olusan his kaybinin dis
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travma ve enfeksiyona yatkinlik olusturmasidir. Etiyolojide mayor etkenler ndropati,
iskemi ve enfeksiyon tigliisiinlin kombinasyonlar1 seklindedir. Diyabette hiperglisemi,
kanda gelismis glikasyon son tirlinlerin artigina ve yiiksek konsantrasyonlarda ROT ve
RNT olusumuna neden olur. ROT/RNT seviyeleri belirli bir dokunun antioksidan
kapasitesini astiginda, konak dokuda hasar meydana gelir, normal sartlarda 1yilesmeye
katki saglarlarken asir1 konsantrasyonlarda yaranin inflamatuar agsamadan proliferatif

asamaya geg¢isini engeller (Bansal vd., 2012; Campos vd., 2013).

5.2. Kronik Yara Iyilesmesinde Temel Prensipler

Altta yatan herhangi bir durum belirlendikten sonra, yara yatagi iyilesme
sansini optimize etmek i¢in hazirlanmalidir. Temel prensip, iyilesme siirecini
baslatmak i¢in biyofilm, cansizlastirllmis doku ve yabanci materyalleri yara
yatagindan ¢ikarmak veya en aza indirmektir. TIME ¢ercevesi (doku,
enfeksiyon/inflamasyon, nem dengesi, kenarlar) yara yonetimine sistematik bir
yaklagim saglar. Yara yatagi hazirligi ve TIME yaklagimi, agri, beslenme ve hidrasyon
gibi diger hasta faktorlerinin biitiinsel bir degerlendirmesinin yani sira kullanilmalidir
(Falanga vd., 2022).

Kronik yaralarda enfeksiyonun etkin yonetimi, debrideman teknikleri ile
nekrotik doku, dokiintii ve biyofilmlerin uzaklastirilmasin1 ve ayrica topikal
antiseptikler ve sistemik antibiyotikler dahil antimikrobiyallerin uygun kullanimin
icerir. Antiseptikler genis bir bakterisidal aktivite spektrumuna sahip olup bakteriyel
kolonizasyonu ortadan kaldirmak, enfeksiyonu Onlemek ve potansiyel olarak yara
lyilesmesini uyarmak amaciyla harici olarak kullanilir. Antiseptikler, karmasik yara
tiplerinin tedavisinde negatif basing tedavisi gibi diger tedavilere ek olarak da
kullanilabilir. Sistemik antibiyotik tedavisi sadece seliilit, osteomiyelit, sepsis,
lenfanjit, apse ve invaziv doku enfeksiyonunun tedavisinde diistiniilmelidir. Sistemik
antibiyotiklerin uygunsuz kullanimi1 yan etki riskini artirabilir ve antibiyotige direncin
ortaya ¢ikmasina katkida bulunabilir. Ozellikle veteriner hekimlikte ilk antibiyotik
secimi ve siiresi siklikla ampiriktir ve siddetli enfeksiyonlarda, hem gram-pozitif hem
de gram-negatif organizmalara kars1t genis spektrumlu antibiyotikler kullanilmali,
cogu hafif ve birgok orta dereceli enfeksiyon igin nispeten dar spektrumlu bir ajan
tercih edilmelidir. Giinlimiizde topikal antibiyotikler; sinirl etkinlikleri, yiliksek direng

riski ve temas alerjisine neden olma potansiyellerinden dolay1 bakteriyel kolonizasyon
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veya yara enfeksiyonlarini ortadan kaldirmak i¢in onerilmez. Geleneksel antibiyotik
tedavisine alternatif olarak; bakteriyofaj tedavisi, faj kodlu {iriinler, monoklonal
antikorlar, immiinoterapi, ozon ve nitrik oksit (NO) uygulamalar1 antimikrobiyal
diren¢ ile miicadelede artan bir ilgi gérmektedir. Yara yataginda canli olmayan
dokunun graniilasyon dokusunun olusumunu engelledigi i¢in yara debridemani yara
tyilesmesinde ¢ok onemlidir. Debrideman kadar 6nemli bir bilesen de nemli yara
tyilesmesinin kuru yara iyilesmesinden 2-3 kat daha hizli iyilestiginin bilinmesidir.
Ancak pamuk, gazli bez, bandaj gibi yara ortiileri, nemli bir yara iyilesme ortamini
tesvik etmedigi i¢in ve pansuman degisiklikleri sirasinda cilt hasarina ve agriya neden
olabileceginden son zamanlarda 6nerilmemektedir. Bu nedenle, otoliz ve debridmanda
rol oynayabilen, nispeten sabit yerel sicakligi koruyan, yarayr nemli tutan, yara
onarimini tesvik eden ve bakteriyel enfeksiyonu onleyebilen daha yeni yara ortiileri
kullanim1 s6z konusudur. Mikroorganizmaya degil ancak suya gecirgen olan yara
ortiileri yaray1 enfeksiyondan korur, yaray1 ideal sicaklikta ve iyilesme i¢in optimum
pH da tutar. Hidrojeller, hidrokolloidler, alginatlar, kopiikler ve film pansumanlar gibi
kronik yaralar1 yOnetmek i¢in g¢esitli pansuman materyallerinin kullanimi

onerilmektedir (Falanga vd., 2022).

5.3. Kronik Yara Tedavisinde Giincel Yakasimlar

5.3.1. Negatif Basin¢ch Yara Tedavisi (NBYT)

Akut, kronik ve travmatik yaralarin iyilesmesine yardimci olmak i¢in yaygin
olarak kullanilan negatif basingli yara tedavisi (NBYT), interstisyel sivi/ ddem ve agiri
eksiidati giderir, nemli bir ortam saglayarak kan akisin1 ve doku perfiizyonunu
tyilestirir ve anjiyogenez ile graniilasyon dokusu olusumunu uyarir. Cesitli
calismalardan elde edilen sonuglar, NBYT'nin yaralarda fermentatif olmayan gram-
negatif basilleri ortadan kaldirmasinda segici etksini gostermistir. Sonug olarak NBYT
topikal antimikrobiyal ¢ozeltilerle birlestirilebilir, bakteri yiikiinii azaltir ve yara

kapanmasini uyarir (Shukla vd., 2019).

5.3.2. Hiperbarik Oksijen Tedavisi (HBOT)

Hiperbarik oksijen tedavisi viicudun belli bir basingda % 5 oksijene aralikli
olarak maruz kalmasini icerir. Bu tedavi, hemoglobin i¢indeki oksijen seviyelerinde

bir artiga yol agarak yara bolgesinde oksijen igerigini artirir. HBOT un kisa vadede
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diyabetik tilserlerin iyilesmesine dnemli bir katki sagladig belirtilmis olsa da klinik
faydalarinin kanitlanabilmesi i¢in daha ileri ¢aligsmalara ihtiya¢ oldugu belirtilmistir

(Shukla vd., 2019).

5.3.3. Elektrik Stimiilasyonu

Kronik yara iyilesmesi i¢in, dogru akim, alternatif akim ve darbeli akim
kullanilarak yapilan elektrik stimiilasyonu en sik c¢alisilan biyofizik tedavidir. Elektrik
stimiilasyonunun hem hiicresel hem de sistemik seviyelerde yara iyilesme siirecinin
her agsamasina fayda sagladig1 gosterilmistir. Elektriksel stimiilasyon inflamasyon fazi
sirasinda, vazodilatasyonu tesvik eder ve kan damarlarinin gecirgenligini arttirarak
yara bolgesine hiicresel hareketi kolaylastirir ve daha kisa bir inflamatuar yanit1 tesvik
eder. Calismalar, elektrik stimiilasyonundan sonra bakteriyel proliferasyonda da bir
inhibisyon oldugunu bildirmistir. Proliferasyon fazinda ise endotel hiicrelerin,
keratinositlerin, miyofibroblastlarin ve fibroblastlarin gb¢iinii, proliferasyonunu ve
farklilagmasini arttirir. Sistemik diizeyde, revaskiilarizasyon, anjiyogenez, kollajen
matriks organizasyonu, yara kontraksiyonu ve yeniden epitelizasyonu tesvik eder.
Elektriksel stimiilasyon, miyofibroblastin kontraktilitesini arttirir ve tip III kollajeni
tip I'e doniistlirdiigii ve ayrica skarm gerilme kuvvetini optimize etmek icin kollajen
lifleri yeniden diizenledigi belirtilmistir. Geleneksel tedavilere kiyasla, ven6z bacak

tilserleri i¢in uygun maliyetli bir tedavi oldugu da ileri siiriilmiistiir (Shukla vd., 2019).

5.3.4. Diisiik Frekansh Ultrason

Diisiik frekansli ultrason, kronik yaralar i¢in yardimci bir tedavi olarak
kullanilmistir.  Nekrotik dokuyu uzaklastirir, biyofilmi bozar, bakterilerin
antimikrobiyallere duyarliligimmi arttirir. Kollajen sentezini uyarmada, anjiyogenezi
arttirmada, inflamatuar fazi azaltmada ve hiicresel proliferasyonu tesvik etmede etkili
oldugu one siiriilmektedir. Diisiik frekansli ultrason tedavisi ile tedavi edilen yaralarda

yara boyutunda bir azalmanin oldugunu belirtmistir (Shukla vd., 2019).

5.3.5. Ekstrakorporeal Sok Dalga Tedavisi

Ekstrakorporeal sok dalgas1 tedavisi akustik darbeli enerjiyi dokulara ileterek

yara iyilesmesine yardimci olur. Anjiyogenezi tesvik ettigi, dolagimi uyardigi,
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antiinflamatuar yanit1 azalttigi, sitokin ve biiyiime faktorii reaksiyonlarini yukari
regiile ettigi bildirilmistir. Diyabetik ayak iilseri olan hastalar i¢in, artmis anjiyogenez,
doku perfiizyonu ve azalmis hiicre apopitozu ile hiicresel reaksiyonlara ve daha yiiksek
iilser iyilesme oranina dayanan hiperbarik oksijen tedavisinden daha fazla fayda

sagladigi sonucu da bildirilmistir (Shukla vd., 2019).

5.3.6. Floresan Biyomodiilasyon (FB)

FB, inflamasyonu azaltmak ve yara iyilesmesini desteklemek icin kirmizi ve
yakin kizil 6tesi 1siklarin kullanildigi bir lazer tedavisi tiiriidiir. FB, akut ve kronik
yaralar1 tedavi etmek icin uygun bir tedavi gibi goriinmektedir. Yara iyilesmesinde
FB'nin mekanizmas1 mikrobiyal yiikiin azaltilmasi, proinflamatuar sitokinlerin agagi
regiilasyonu, hiicre proliferasyonunun indiiklenmesi, anjiyogenezin uyarilmasi, artan

kollajen iiretimi ve minimum skar doku olusumu seklindedir (Shukla vd., 2019).

5.3.7. Kemik iliginden Ayrisan Mezenkimal Kok Hiicreler (BM-MSC) ve

Ekzozomlar

Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler (BM-MSC'ler) yara
tyilesmesini hizlandirma potansiyelleri acisindan yaygin olarak arastirilmistir. In vitro
ve invivo ¢aligmalar, BM-MSC'lerin yaralanma bdlgelerine go¢ etmek, yarada yerlesik
hiicrelerin ¢ogalmasini uyarmak ve yara anjiyogenezini tesvik etmek de dahil olmak
tizere bircok On onarict islev sergiledigini gostermektedir. Bu etkilere biiyiime
faktorlerinin ve sitokinlerin salgilanmasi, inflamasyonun baskilanmasi, antimikrobiyal
peptitlerin tiretilmesi aracilik eder ve otolog veya allojenik olarak tiretilebilirler. BM-
MSC'ler immiin sistem tarafindan reddedilme riski olmadan uygulanabilir. Yag
dokusu, BM-MSC'lerinki gibi baz1 multipotent 6zelliklere sahip, kolayca erisilebilen
baska bir MSC kaynagidir. Dermal veya epidermal kok hiicreler gibi dokuda yerlesik
kok hiicreler de terapotik aracilari olarak dnerilmistir ancak bagisiklik reddini onlemek
icin otolog kaynaklara ihtiya¢ duyuldugu i¢in kullanimi sinirlidir. Daha az aragtirilan
diger kok hiicre kaynaklari arasinda gobek kordonu ve Wharton'un jolesi (kordon

icinde jelatinimsi madde) bulunur (Falanga vd., 2022).
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Kok hiicreler, uzmanlasmis hiicrelere farklilasma, sitokinler, kemokinler ve
bliylime faktorleri dahil olmak {izere ¢ok sayida mediator salgilama yetenekleri
nedeniyle yara iyilesmesinde avantajlara sahiptirler. Bu onlar1 kronik yaralarin
tedavisi i¢in umut verici bir yaklagim haline getirir. Mezenkimal kok hiicreler kemik
ilig1, yag dokusu, gobek kordon kani, sinir dokusu veya dermisten ¢ikarilabilir ve hem
sistemik hem de lokal olarak kullanilabilir. Kan damar1 ve graniilasyon dokusu
olusumunu, fibroblast ve keratinosit gogiinii, kollajen sentezini ve fibroblast
aktivasyonunu uyaran, yeniden epitelizasyonu artiran, immiinomodiilatdr 6zellikler
gosteren, inflamatuar yanitlar1 diizenleyen ve antibakteriyel aktiviteler gosteren
biiylime faktorlerini serbest birakirlar. Yanik, iyilesmeyen iilserler ve kritik ekstremite
iskemisi dahil olmak iizere c¢esitli yaralar i¢cin kok hiicre tedavilerinin etkinligi
aragtirtlmistir. Kaydedilen calismalar olgu bazinda oldugundan, farkli yaralarda kok
hiicrelerin kullanimi i¢in kapsamli kilavuzlarin eksikligi s6z konusudur. Yag dokusu
kaynakli mezenkimal stromal hiicrelerin oto-transplantasyonu, kronik venoz tilserlerin
tedavisinde giivenli, alternatif bir yontem olarak onerilmistir (Hoang vd., 2022).

Eksozomlar, hiicrelerden tiim viicuda salinan ve hiicreler arasi iletisimi
saglayan kiigiik hiicre dis1 vezikiiller olup salindiklar1 hiicreye 6zgii cesitli yapilar
tagirlar. Bunlara 6rnek olarak spesifik mikroRNA, protein ve metabolitler verilebilir.
Kaynaklandiklar1 hiicrelere benzer 6n onarict fonksiyonlara sahiptirler. Hiicresel
kaynaklarin bir¢ok varyasyonundan gelen eksozomlarin klinik Oncesi g¢alismada

tyilesmeyi artirdig: bildirilmistir (Falanga vd., 2022).

5.3.8. Biiyiime Faktorleri ve Sitokinler

Yara iyilesmesinde topikal biliyiime faktorii olarak trombosit kaynakli biiylime
faktorii (PDGF), diyabetik noropatik ayak {ilserlerinin tedavisi i¢in FDA tarafindan
onayli ilk kullanima sunulan topikal rekombinant biiytime faktoriidiir. Bu onay ayni
zamanda yara debridmaninin 6nemini vurgulamaya yardimci olmus olup ancak PDGF
de dahil olmak tizere topikal biliylime faktorlerinin kullanim sinirlamalar1 vardir.
Kronik yaralarda iyilesmeyi tesvik etmede biiyiime faktdrlerinin beklenmeyen
basarisizliginin nedenleri arasinda; yetersiz topikal formiilasyon, yara yatagina

penetrasyon eksikligi, proteinin yara yatagma saldirmasi sayilabilir. Biiylime ve



35

gelisme siirecinde canlilarin hayatlarini stirdiirmeleri igin yasamlar1 boyunca devam
eden kemotaksis, hiicre proliferasyonu, biiylimesi ve farklilagsmasi gibi hiicresel
olaylar diizenlenerek, organizmanin gereksinimlerine gore kimyasal ileti molekiilleri
tiretilir. Bu kimyasal ileti molekiillerinden biri olan polipeptit yapidaki biiyiime
faktorleri, hiicre boliinmesini aktif hale getiren, inaktive eden veya oOzellesmis
hiicrelere farklilasmasini baslatan ve c¢ok az miktarlarlar1 ile bile etkili olabilen
proteinlerdir. Sitokinler, diisiik molekiil agirlikli hiicresel diizenleyici kiigiik proteinler
veya glikoproteinlerdir. Viicudun farkli dokularinda ¢esitli hiicreler tarafindan belli
uyarilara kars1 salgilanip farkli biyolojik olaylar1 kontrol ederler.

Biiylime faktorleri ve sitokinler yara iyilesmesinde 6nemli rol oynarlar.
Biiylime faktorleri; hiicrelerin boliinmesi, migrasyonu, farklilagmasi, protein ve enzim
tiretiminde gorev alir. Yara iyilestirici 6zelliklerini, anjiogenezi ve hiicresel ¢ogalmay1
uyarmak yoluyla gosterirler. Bu nedenle biiylime faktorleri yara iyilesmesinin tiim
evrelerinde onemli bir yer tutar. Sitokinler ise yara iyilesmesinde en 6nemli etkilerini
hiicre boliinmesi ile gergeklestirirler. Bunlar sonu¢ olarak yaranin olugmasindan
itibaren kanamanin durdurulmasi, vazokonstriiksiyon, trombosit tikaci, pihtilagsma ve
fibroz organizasyonunda gorev alirlar. Trombositlerden salinan bazi sitokinler
vazokonstriiksiyona neden olarak trombosit tikacinin olusumuna neden olur. Pihtiy1
olusturan faktorler inflamatuar etkiyi baslatan biliyiime faktorleri ve sitokinleri
salgilarlar. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), trombosit kaynakli biiyiime
faktorii (PDGF) ve fibroblast biiylime faktorii (FGF) gibi bliylime faktorleri kronik
yaralarda asagi regiile edilir ve bu da biiylime faktorleri ve sitokinlerin topikal olarak
uygulanmasini diistindiirmektedir. Biiyiime faktorleri; inflamatuar hiicrelerin ve
fibroblastlarin yara bolgesine alinmasini tesvik etmek i¢in kemotaktik ajan gibi
hareket eder, hiicresel proliferasyonu uyarmak igin mitojenler gibi davranir,
anjiyogenezi ve kan damarlarinin yenilenmesini uyararak hiicre disi matriks sentezini
kolaylastirarak yara onarimina katki saglarlar. Yara iyilesmesinde incelenen biiyiime
faktorleri EGF, VEGF, FGF, PDGF, doniistiiriicii biiyiime faktorii-beta 1 (TGF-1)
dir. Sistematik bir derleme ve meta-analizler biiyiime faktorlerinin vendz staz
iilserlerinin iyilesmesinde etkili oldugunu, yara iyilesmesini plaseboya kiyasla % 48.8
oraninda artirdigin1 ve kontrollere kiyasla yan etkilerde bir fark gdstermedigini

gostermistir (Hoang vd., 2022).
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5.3.9. Topikal Ozon Tedavisi

Diyabetik ayak hastalarinda lokal ozon tedavisinin kontrol grubuna gore
glisemik kontrolii iyilestirdigi, oksidatif strese karsi koruyucu oldugu, organik
peroksitlerin seviyesini normale getirdigi ve siiperoksid dismutazi aktive ettigi
bildirilmistir. Siiperoksidin diyabet patolojisi ve komplikasyonlar ile ilgili bir¢ok
metabolik yol ile iligkili oldugu bilinmektedir. Topikal ozonun tibbi kullanimi onun
antioksidan, immunostimiilan ve antimikrobiyal aktivitelerine dayanmakta olup
antibiyotik direncini 6nlemede alternatif olarak goriilmektedir (Sciorsci vd., 2020).
Ozonun topikal formu olan ozonlanmis yag uygulamasinin, yaralanma bolgesinde
kollajen sentezini ve fibroblast proliferasyonunu tesvik ederek, PDGF, TGF-$ ve
VEGF gibi bliylime faktorlerinin ekspresyonunu artirarak akut kutan6z yara onarimini

hizlandirabilecegini gostermektedir (Kim vd., 2009).

5.3.10. Topikal insulin Tedavisi

Pankreasin beta hiicreleri tarafindan salinan insiilin karbonhidrat, protein ve
lipit metabolizmasinin vazgecilmez bir kompenenti olup hiicreye glikoz ve aminoasit
girisinde reseptor gorevi iistlenir (Ozaydin vd., 2018). Insiilin giiniimiizde; yara
iyilestirici, kan sekerini dugiiriici, yaslanmay1 geciktirici, hiicre kiiltiirli, organ
muhafazasi ve septik soku Onleme gibi amaglarla kullanilmaktadir (Roy &
Bhattacharjee; 2020).

Insiilin, karmasik etki mekanizmasi ile DM tedavisinde kullanilir ve ayrica
komplikasyonlarin gelismesini onlemede onemli rolii vardir. Insiilinin enerji
metabolizmasinin, protein sentezinin, hiicre farklilasmasinin ve biiyiimesinin
diizenlenmesindeki rolii; bu hormonun yara iyilesmesinin diizenlenmesinde de 6nemli
bir rol oynayabilecegini diisiindlirmiistiir. Diyabetik hastalarda yara iyilesmesindeki
gecikmelerden sorumlu onemli bir faktoriin de, derideki eksik insiilin oldugu 6ne
siiriilmiistiir. Insiilin farkli hiicre tiplerinin biiyiimesini ve gelisimini uyardig1 igin
fibroblastlar, keratinositler ve endotelyal hiicreler tarafindan proliferasyonu,
migrasyonu ve sekresyonu etkilenir (Apikoglu-Rabus vd., 2010).

Insiilinin keratinosit ve fibroblast dahil olmak iizere tiim hiicre tiplerinde genis
bir tirozin kinaz reseptorleri sinifina ait transmembran molekiiller olan kendi
reseptorlerini  aktive ettigi bildirilmistir. Keratinositlerde proliferasyon, hiicre

farklilasmasi, migrasyon ve glikoz tasinmasi insiilin reseptorleri yoluyla
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diizenlenirken fibronektin, kollajen ve matriks proteinlerinin iiretimi de insiilinden
etkilenir (Emanuelli vd., 2016).

Chen vd. (2012), topikal insiilin uygulamasinin makrofajlarin miktar ve islevini
diizenleyerek yara inflamatuar yanitin1 baskiladigi, yara makrofaj infiltrasyonunu
artirdig1 ve inflamatuar mediatorlerin salgilanmasini kolaylastirdigini bildirmistir.

Li vd. (2015), topikal insiilinin anjiyopoietin-1'i diizenleyerek yaralarda damar
gelisimini hizlandirdigini ortaya koymustur.

Azevedo vd. (2019), topikal insiilinin saglikli ve diyabetik hayvanlarda
inflamatuar fazin siiresini azalttigini, yaranin yeniden epitelizasyonunu, yara
kontraksiyonunu ve ikinci derece yaniklarda kollajen birikimini arttirdigini
gostermistir.

Lee vd. (2019), insiilin yiikli nanolifli yap1 iskelelerinin diyabetik yarada
epitelizasyonu tesvik ederek onardigini bildirmistir.

Ozaydin vd. (2018), diyabetik ve nondiyabetik farelerde olusturulan tam
kalinlikta acik yara sagaltiminda topikal NPH insulin kullaniminin her iki grupta da
tyilesmeye katki sagladigini belirtmistir.

Diyabetik yaralarda topikal NPH insulin uygulamasinin keratinosit gogiinii,
reepitelizasyonu, fibroblastik aktiviteyi ve monosit/makrofaj kemotaksisini artirdigi,
inflamasyonu degistirerek epitelizasyonu ve neovaskularizasyonu hizlandirdigi ve
yaranin yeniden sekillenmesini destekledigi bilinmektedir. NPH insiilin topikal olarak
diisitk maliyetli ve potansiyel yara iyilestirme yeteneginden dolayi, pansuman, biyo-
yapiskan ve hidrojeller tarzinda yara bolgesine uygulanmakta olup umut verici

sonuglar1 bildirilmektedir (Zhao vd., 2017; Yu vd., 2019).

5.3.11. Nitrik Oksit (NO) Tedavisi

Tipta kronik yaralarin ve deri enfeksiyonlarinin tedavisinde termal olmayan
soguk atmosferik plazma (CAP) dan iiretilen nitrik oksit (NO) gaz kullanimi1 yeni bir
yaklagim sunmaktadir. NO, radikal karakteri nedeniyle fizyolojik ve patofizyolojik
fonksiyonlara ve 6zelliklere sahip biyolojik bir sinyal ve efektér molekiiliidiir. NO
serbest birakildiktan sonra, hiicre zarlar1 arasinda kolayca yayilabilir. NO, merkezi ve
periferik sinir sisteminde bir ndrotransmitter olarak dnemli iglevlere sahiptir. Diisiik
NO konsantrasyonlar1 hiicre proliferasyonunu 6nemli dl¢iide arttirirken daha yiiksek

NO konsantrasyonlarinda keratinositlerin proliferasyonunda inhibisyon gézlenmistir.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/neurotransmitter
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cell-proliferation
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NO nun yiiksek konsantrasyonlar1 hiicresel olarak toksiktir. NO; spesifik olmayan
veya dogustan gelen bagisiklik tepkisinde ve patolojik mikroorganizmalara ve timor
hiicrelerine kars1 organizmanin korumasinda 6nemli bir rol oynar. NO hiicre zarini
ROS kaynakl1 lipit peroksidasyona kars1 koruyan bir antioksidan gorevi goriir ve tim
deri hiicreleri tarafindan nitrik oksit sentazlarca iiterilir. NO, antibakteriyel, gen
diizenleyici ozellikleri, fibroblast, keratinosit, monosit ve makrofajlarin ¢cogalmasi ve
farklilasmasindaki etkileri ile doku rejenerasyonunda ¢ok onemli bir ajan olarak
goriilmektedir. Fizyolojik yara iyilesmesinin ilk 72 saati boyunca, uyarilmis notrofiller
ve makrofajlar tarafindan tretilen NO'nun vazodilatatér ve antimikrobiyal etkileri
vardir. Kutanéz bir yaralanmada, yara kenarinda keratinositler iNOS'u giiclii bir
sekilde sunarlar. Uretilen NO, yara iyilesmesinin diger asamalarinda, keratinositlerin
ve fibroblastlarin proliferasyonunu ve dolayisiyla yeniden epitelizasyonu uyarir ve
hayvan modellerinde kollajen sentezini arttirdig1 bildirilmistir. Diyabetik hastalarda
bozulmus yara iyilesmesi, azalmis NO konsantrasyonlari ile iligkili bulunmustur.
Bununla beraber immiin sistemin baskilandigi durumlarda bagisiklik hiicrelerinin
sayisinin azalmasina, yara iyilesmesinin gecikmesine NO nun enzimatik liretiminin
bozulmasi neden olur.

Tiim bu bulgular, NO'nun sadece yara iyilesmesi ve deri hiicre korumasinda
degil, topikal olarak uygulandiginda NO donérlerinin terap6tik potansiyelinde de kilit
roliinii vurgulamaktadir. Enzimatik NO sentezi normal iyilesen yaralarda ¢ogunlukla
iyilesmenin erken evresinde (inflamatuar evresi) inflamatuar hiicrelerden kaynaklanir.
Daha az olarak sentezlenmesine dermal hiicreler katkida bulunur (Sekil 4), (Suschek

& Opléander; 2016).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lipid-peroxidation
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/tissue-regeneration
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/collagen-synthesis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/wound-healing-impairment
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/wound-healing-impairment
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Sekil 4
Yara lyilesmesi Sirasinda Yarada Nitrik Oksit (NO) Seviyesi
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Bagisiklig1 baskilanmis veya diyabetik farelerde topikal NO tedavisinin yara
tyilesmesini hizlandirdig, yara bolgesinde kollajenasyonu ve anjiogenezisi artirdigi
ve inflamatuar evreyi azalttig bildirilmistir (Weller R & Finnen, 2006; Blecher vd.,
2012; Suschek & Oplander; 2016).

Bu olumlu etkilerine ragmen NO iizerine az sayida ¢alisma bulunmaktir. ki yil
stire ile kronik iyilesmeyen bacak {ilserlerinde 14 giin boyunca NO gaz uygulamasinin
yara alaninda 6nemli bir kiiciilmeye ve reepitelizasyona neden oldugu belirtilmistir.
Tedaviden alt1 hafta sonra yara % 90 oraninda iyilesmistir (Miller vd., 2004).

Diyabetik veya periferik arter hastaligi olan hastalarda, deri veya yara
bolgesindeki zayif mikrosirkiilasyon kronik bakteriyel kontaminasyonun da eklenmesi
ile yara iyilesmesinde gecikmeye neden olur. Bu anlamda NO damar genisletici etkisi
ile kan akisini uyarir ve deride mikro dolagimi iyilestirir. Saglikli insan goniilliilerin
on kollarina NO uygulandiginda, lokal veya sistemik yan etkiler olmaksizin 6nemli bir
doza bagimli vazodilator etki ve artan kan akisi gozlemlenmistir (Khan vd., 2003).

Bununla beraber NO, anormal dijital vazokonstriksiyona neden olan Raynaud
sendromlu hastalarin parmak uclarma topikal olarak uygulandiginda hem

mikrodolasim hacminde hem de akisinda bir artisa neden olmustur (Tucker vd., 1999).
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NO’ nun ekzojen antibakteriyel bir ajan olarak kullanilmasi; Metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA), Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve
Candida albicans ile enfekte yaralarin tedavisinde umut verici bir yaklasim olarak
goriilmektedir. NO dondrii olarak asitlestirilmis nitritin MRSA ile enfekte yara
enfeksiyonunu etkili bir sekilde % 60 oraninda temizledigi gosterilmistir (Ormerod
vd., 1999). Ek olarak, NO'nun topikal uygulamasi cilt mikozlar1 ve mantar
enfeksiyonlari olan hastalarda olumlu etkiler gostermis ve bir fare modelinde kutan6z
leishmaniasis tizerinde topikal NO tedavisinin etkinligi dogrulanmistir (Costa vd.,
2013).

CAP (soguk atmosferik plazma), dikkate deger miktarda NO ve NO2 icerdigi
icin NO biyoyararlaniminin modiilasyonu yoluyla farkli deri ve yara durumlarinin
tedavisinde makul bir ara¢ olarak goriilmektedir. ‘Plazon’ adli CAP cihaz tarafindan
tiretilen NO gaz1 318 adet diyabetik yarasi olan hastaya uygulanmig ve bu uygulamanin
7. ginden sonra geleneksel tedaviye kiyasla yara iyilesmesini hizlandirdig1 ve bakteri
yukiinii azalttig1 gosterilmistir. CAP 6zellikle dekontaminasyon i¢in kronik yaralarin
tedavisi ve lokal mikrosirkiilasyonun diizenlenmesinde faydali goriinmektedir.
Ozellikle bir diigmeye dokunarak terapotik NO cihazlarmin kullanilabilir hale
getirilmesi umut verici olarak goriilmektedir. Bunun yaninda dengesiz ve pahalit NO
vericilerine ve asitlestirilmis nitrit gibi kullanimi zor geleneksel NO dagitim
sistemlerine kiyasla da NO gaz1 uygulamalar1 bir¢cok avantaja sahiptir. Bununla
birlikte, CAP cihazlarinin gelistirilmesinde amag, ortaya ¢ikan kritik bir zarar olarak
goriilen ROT’u en aza indirmek ve NO’yu en iist diizeye ¢ikarmak olmalidir. Son
dénemde yara iyilesmesinde ve mikrosirkiilasyonun diizenlenmesinde giindemde olan
CAP/NO cihaz kullanimi umut vericidir ancak basar1 oranini en {ist seviyeye
cikartmak NO kanalini1 ve kullanilabilirligini optimize etmek i¢in plazma sarfiyati

tizerinde tedavi yolunun daha fazla ¢alisilmas1 gerekir (Suschek & Oplander, 2016).
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BOLUM III
Gerec ve Yontem

1. Calisma Materyali
Calismada ortalama 250 gr agirlikta, 6 aylik toplam 24 adet rat kullanildi.
Gruplar kendi arasinda rastgele 4 esit gruba ayrildi. Grup 1 (DK) diabetli kontrol, Grup
2 (DI) diabetli NPH insiilin, Grup 3 (DNO) diabetli CAP/NO ve Grup 4 (DINO) ise
diabetli soguk atmosferik NO + NPH insulin grubunu olusturdu. Deney siiresi 14 giin
olarak belirlendi. Uygulamalar giinde bir kez yapildi. Calisma; Yakin Dogu
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onayland1 (Karar No:

2021/141).
2. Diyabet Modeli

Diyabet, farelerde Saad vd. (1992)’nin 6nerdigi teknigin modifikasyonu ile pH
6 ve 0.07 M sitrat tamponu i¢inde ¢oziilmiis ve intraperitonal olarak uygulanan tek doz
50 mg/kg streptozotosin (STZ) ile uyarildi (Sigma, St Louis, MO, ABD). Sigcanlar STZ
uygulamasindan 12 saat dnce ve 4 saat sonra a¢ birakildi ve tiim hayvanlarin kan seker
seviyeleri; 1. giin, 2. gilin ve 14. giinde kuyruk venasindan alinan kandan dijital seker
dlger (HMD Gluco Leader) ile 6lciildii. Ilk giin tiim deneklerin igme sular1 %15°lik
dekstrozdan olusturuldu ve STZ enjeksiyonundan sonra kan sekeri 200 mg/dL'nin

tizerinde sabit seviyelere ulastiginda diyabet olduklar1 kabul edildi (Riedl vd., 2011).

3. Anestezi ve Yara Modeli

Hayvanlar 100 mg/kg ketamine hidrokloriir (Ketamine %10, 25ml flakon,
Dutch Farm) ve 10 mg/kg ksilazin hidrokloriir (VETAXYL® % 2, 50ml vial, VET-
AGRO) ile intraperitoneal olarak anestezi altina alindi. Yara modeli olusturulmadan
once 1 ml/kg meloksikam (BAVET MELOKSICAM®) sc olarak uygulandi. Ratlarda
panniculus karnozus kas kontraksiyonu ile kiigiik yaralarin kontraksiyon fazi ile
kendiliginden kiigiilecegi goz Oniline alinarak epidermis, dermis ve panniculus
carnosus'u kapsayan 3 cm capinda sag lateral sirt bolgesinde ayni cerrah tarafindan

eksizyonel yara modeli olusturuldu (Dorsett - Martin, 2004).
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4. Yara Alam ve Yara Kontraksiyon Hiz1 Olciimleri

Ayni aragtirici tarafindan, yara olusum giinti, 3. 7. ve 14. giinlerde bir cetvel
kullanilarak g¢ekilen fotograflar ImagelJ 1.53k freeware (National Institutes of Health,
Rockville, MD) yazilim programina aktarilarak yara alanlari cm? olarak kaydedildi
(Aragon-Sanchez J vd., 2017). Bununla beraber; 0-3, 0-7 ve 0-14 giinler aras1 yara
kontraksiyon hizlar1 hesaplandi ve gruplar arasi karsilastirmalar yapildi ([Created
Wound Area — Measured Wound Area] / Created Wound Area x [100] (Bae vd., 2012,
Anuk vd., 2016).

5. NPH Insiilin Pomad Hazirlama ve Uygulama
NPH insiilin pomad; 5 ml insiilin (Humilin NPH 100 IU/ml, Lilly) 95 g kati
medikal vazelin ile homojen olarak karistirilarak hazirlandi (Ozaydin vd., 2018). Di
grubunda ve DINO grubunda topikal pomat uygulamalar giinde bir kez, 2 mm
kalinlikta ince bir tabaka halinde yara bolgesine siiriilerek ve yaradan emilene kadar

hafifce ovularak, DINO grubunda ise NO uygulamasini takiben yapildi.

6. CAP/NO Uygulamasi

Calismada kullanilan Cold Atmosferic Plazma / Nitrik oksit (CAP/NO) cihazi
(Inosante Medical Inc/TURKEY), veteriner hekimlikte biyolojik dokulara NO igeren
gaz karisimi vermek i¢in dizayn edilmis, hiicre membranindan yiiksek oranda
gecebilme kabiliyetine sahip, hiicre reseptorlerine ihtiyag duymadan tiim organ ve
dokulara etki eden sinyal molekiilii fonksiyonu géren ekzojen nitrojen monoksit (NO)
iiretir. Biyolojik dokulara NO iceren gaz karisimi vermek i¢in dizayn edilmis olan
CAP/NO uygulamasi, DNO ve DINO grubunda yaralarin periferinden merkeze ve
merkezden perifere spiral hareketller ile 200 ppm dozunda, giinde bir kez, 1.5 dakika

ve 2 mm uzakliktan uygulandi.

7. Histolojik Degerlendirmeler
Deney siiresi sonunda genel anestezi altinda deneklerden doku ornekleri
alindiktan sonra 6tenazi uygulandi. Deri 6rnekleri, yara alan1 ve gevresindeki 0,5 cm
saglam dokuyu da kapsayacak sekilde cerrahi makas ile alinarak, %10 formaldehit ile
tespit edildi. 24-48 saat tespit siiresi sonunda dokular dereceli alkol serileri ve
ksilolden gegirilerek (Leica Biosystems) parafine gomiildi. Hazirlanan parafin

bloklardan mikrotom (Leica Biosystems) ile 4-5 pum kalinliginda seri kesitler alindi.
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Rahman vd. (2019)’nin yontemi; inflamasyon, anjiyogenez, kollajen organizasyonu

ve epitelyal rejenerasyonu degerlendirmek icin kullanildi.

8. Gen ifade Analizleri

8.1. Toplam RNA Ekstraksiyonu ve Kantitasyonu

Tedavi Oncesi iyilesme prosediiriiniin ilk giliniinde ve tedavinin 14. giinlinde
yaklasik 30 mg yara dokusu toplandi. Tiim doku ornekleri daha sonra acilen sivi
nitrojen i¢inde donduruldu ve toplam RNA hazirligindan once -80 °C'de
sakland1. Yara dokularindan toplam RNA izolasyonu Trizol™ Reaktifi (Invitrogen,
Carlsbad, CA, ABD) kullanilarak iiretici firmanin talimatlarina  gore
gerceklestirildi. RNA miktar1 ve safligit NanoDrop™ 1000 Spektrofotometre (Thermo
Scientific, Wilmington, Delaware ABD) ile belirlendi. Izole edilen RNA
orneklerinden cDNA sentezi, OligodT primerleri kullanilarak RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Kanada) kullanlarak ger¢eklestirildi.

8.2. Kantitatif Ger¢cek Zamanli PCR (QRT-PCR) ile Gen Ekspresyon Analizi

IL-8, VEGFA, TGF-B1 ve NOS2min ekspresyon seviyeleri, SensiFAST™
SYBR No-ROX kiti kullanilarak LightCycler 480 II Real-Time PCR (Roche,
Almanya) cihaz1 ile yapildi. izole edilen RNA'lardan sentezlenen cDNA'lar on kat
dilue edilerek RT-PCR islemi gerceklestirildi. Tiim numuneler duplike olarak caligildi
ve sonugclarin ortalama degerleri daha sonraki hesaplamalar i¢in kullanildi. Calismada

ilgili genlere ait spesifik primerler Universal Probe Library yazilimi tarafindan dizayn

edildi ve IDT (Skokie-USA) tarafindan sentezlendi.

8.2.1. Veri Analizi

Istatistiksel analiz, SPSS yazilimi (Statistical Package for the Social Sciences
25.0, SPSS Inc, Chicago, IL, ABD) kullanilarak yapildi. Nicel degiskenler ortalama +
standart sapma (S.D.) olarak ifade edildi ve nitel degiskenler ytizde olarak ifade edildi.
Gen ekspresyon verileri, Dongii Esigi (CT) degerleri olarak elde edildi (CT =
logaritmik PCR grafiklerinin hesaplanmis bir esik ¢izgisini gectigi dongii sayisi). Her
bir genin ekspresyonu, sirasityla 2AACT yontemi (AACT = hedef genin CT'si - temizlik
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geninin CT'si) kullanilarak depolar arasinda karsilagtirildi. Yara kapanma hizi, kasilma
hiz1 histolojik degerlendirme sonuglari ile ilgili olarak gruplar arasindaki farkliliklar
degerlendirmek i¢in, Conover post-hoc analizi ile bir Kruskal-Wallis testi (parametrik
olmayan ANOVA) kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi. Caligilan genlerin
ekspresyon diizeyleri arasindaki korelasyon analizi Spearman Rank korelasyon testi

ile degerlendirildi. Istatistiksel anlamlilik P<0.05 olarak alinda.
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BOLUM IV
BULGULAR

1. Makroskopik-Klinik Bulgular
Yapilan klinik gozlemlere gore; tedavi baslangicinda (0. giin) tiim calisma

gruplarinda yaralarin ayni boyutta oldugu gozlendi.
Ucgiincii giinde sadece DK grubunda yara kontraksiyonu gdzlenmedi.

Besinci giinde DNO grubu hari¢ DK, DI ve DINO gruplarinda purulent akint:

ve yara yiizeyinin diizensiz goriiniimii gozlendi.

Yedinci giinde DK grubu disinda, DINO grubu ve diger gruplarda yara

ylizeyinin kii¢clilmesinde hizlanma gozlendi.

Yedinci giin ile 12. giin arasindaki dénemde Di ve DINO gruplarinda tiim
akintilarin kayboldugu ve DNO grubunda yaranin kontraksiyon hizinin artarak

iyilesme durumuna ulastig1 gozlendi.

Ondordiincti giinde kontrol grubundan farkli olarak DNO (Diyabetik Nitrik
Oksit) grubundaki deneklerin ¢ogunda yaralarinin kapandigi ve tiiylenmenin bagladigi,
bunu DI (Diyabetik Insiilin) ve DINO (Diyabetik Insiilin + Nitrik Oksit) grubunun
takip ettigi goriildii (Sekil 5).

Bununla beraber DK (Diyabetik Kontrol) grubunda 3. ve 7. giinlerde yara
bolgesinde enfeksiyon gostergesi olan jelatinimsi biyofilm ve akint1 varligi ile orantili

olarak yaranin kiigiilmedigi gozlendi.

DK grubunda yara ylizey alan1 ve yara kontarksiyon hizi agisindan sadece
DNO grubunda 0. giin ile 14. giin arasinda yara alani kiicilmesi (P=0,034) ve
kontarksiyon hiz1 (P=0,021) acisindan anlamli fark gozlendi (Sekil 6 A, B).
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Sekil 5

Klinik Gozlemlere Gore Gruplar Arast Yara Alanmt Kiiciilme Oranlar

DNO (n6) DINO (n4)

»

A

Sekil 6

DNO Grubunda Yara Yiizey Alam kiigiilmesi (A) ile Kontraksiyon Hizi Grafigi (B).

Wound Surface Area Contraction Rate in Wound Healing (%)
15+ *n=0.03 150 - *p=0,021
s ‘ em 0. Day Hm 0-3 Days
== 3 Day BEa 0-7 Days
104 7. Day 100+ mm 0-14 Days
= 14. Day
5 I 50
u_

DC DNO DI DINO DC DNO DI DINO
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2. Histolojik Bulgular

DK grubuna ait olgularda yara alaninda epitelizasyonun % 50 den daha az
oranda olustugu bir kisminda ise hi¢ olusmadig1 gozlendi. Epidermis altinda artmis
fibroblast hiicre aktivasyonu, kollajen liflerin ince-diizensiz oldugu, demetlesme
yapmadiklari, konjesyonun belirgin oldugu, ¢ok sayida kapillerin ylizeye dik olarak
yerlestigi ve esas olarak noétrofillerin olusturdugu inflamasyon ve 6dem tespit edildi
(Sekil 7 A, B, C).

DI grubunda epitelin DK grubuna gére daha iyi organize oldugu, dermis
tabakasinda artmis kapillerlerin varligi, notrofil hiicrelerin azligi, artmis fibroblastik
aktivite, epitel alt1 bolgede sekillenmeye baslamis kollajen demetler ile i¢ bolgede ince
kollajen liflerin varlig: tespit edildi (Sekil 7 D, E).

DNO grubunda yara alaninin genis bir kismini kapsayan epitelizasyon, ylizeye
dikey duruslu kapillerler, azalmis nétrofil sayis1 gdzlenmekte olup, DI ve DINO
grubuna gore dermiste kollajen liflerin daha yogun oldugu ve demetlesmenin basladigi
belirlendi (Sekil 7 F, G, H).

DINO grubunda epitel organizasyonunun orta derecede (% 50 iistiinde)
olustugu, kapiller konjesyonun azaldigi, kollajen organizasyonunun insiilin grubuna
benzedigi tespit edildi. Baz1 deneklerde epitelizasyonun diisiik oranda oldugu ve

inflamasyon artis1 gézlendi (Sekil 7 1, J).
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Sekil 7

Inflamasyon, Epitelizasyon ve Kollajenasyon Acisindan Gruplar Aras: Degerlendirme

A. DK grubunda gelismeyen epitelizasyon, ylizeye dik kapiller ve inflamatuar hiicreler
(oklar). Hematoksilen boyama X10.

B. Biiyiik 6lciide nétrofillerden olusan inflamatuar hiicreler. Epitel (E), 6demli alanlar
(*). Hematoksilen-eozin boyama X20.

C. DK grubundaki tikali kilcal damarlar, diizensiz mavi boyali kolajen lifleri (oklar)
ve bozulmamis dermisteki kolajen lif demetleri (col) arasinda artan fibroblastik
aktivite. Masson trikrom boyas1 X10.

D. DI grubunda epitelin DK grubuna gore daha iyi organize oldugu gdzlenmekte,
dermis tabakasinda kilcal damarlar ve azalmis noétrofil hiicrelerinin  varligi
gozlenmekte. Hematoksilen-eozin boyama X10.

E. DI grubunda artmis fibroblastik aktivite, subepitelyal bdlgede (*) olusmaya
baslayan mavi boyali kollajen demetler ve i¢ bolgede ince kollajen lifler (oklar)

goriilmekte. Masson Trichrome boyast X20.
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F. NO grubunda Di ve DINO gruplaria gére daha fazla alanda epitelizasyon olustugu
goriilmekte. Hematoksilen-eozin boyama X10.

G. NO grubunda yiizeye dik olan ve konjesyon icermeyen c¢ok sayida kilcal damarlar
goriilmekte. Notrofillerin yer yer azaldigi ve lenfositlerin arttig1 dikkat cekmektedir
(oklar). Hematoksilen-eozin boyama X20.

H. NO grubunda DI ve DINO gruplaria gére dermiste daha yogun kollajen lifler ve
demetlesme, bozulmamis dermis X20'de kollajen demetler (col) goriilmekte.

I. DINO grubunda epitel organizasyonu, kapiller konjesyon ve inflamasyonun azlig
gbozlenmekte. Saglam dermis alaninda kollajen demetleri (col) gdzlenmekte.
Hematoksilen boyama X10.

J. DINO grubunda kollajen liflerinin tam olarak organize olmadig1 ve ince c¢aplh

kollajen liflerin oldugu gézlenmekte. Masson Trichrome boyama X20.

Epitelyal rejenerasyon, inflamatuar hiicre sayisi, anjiyogenez-konjesyon ve
fibroblast aktivasyonu-kollajen lif organizasyonu acisindan istatistiksel olarak
degerlendirildiginde; epitelyal organizasyonun ortalama degeri; DK grubunda DNO
grubuna goére anlaml olarak diisiik bulundu (p=0,02). Ortalama inflamatuar hiicre
sayist DNO grubunda en diisiik, DK grubunda en yiiksek bulunurken, DI ve DINO
gruplarinin ortalama degeri DNO grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu
(p=0,002). Kollajen organizasyonu ortalamasi DK grubunda diger 3 gruba gore
anlamli olarak diisiik bulundu (P=0.006). Ortalama anjiyogenez acisindan dort grup

arasinda anlaml fark gézlenmedi (Tablo 1).
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Tablo 1.
Verilerin Conover Post-Hoc Analizi ile Kruskal-Wallis Testi (Parametrik Olmayan

ANOVA) Analiz Sonuglar

PARAMETRE Grup N Mean  SD |P*
DK 6 50 548
DI 6 1330 1,033
EPITEL ORGANIZASYONU  [pyo B I
DINO 6 150 548
DK 6 3.00° 000
INFLAMATUAR ~ HUCREP! 6 17> 753
SAYISI 0.002
DNO 6 133 516
DINO 6 D170 408
DK 6 67 516
. DI 6 D83 408
ANJIYOGENEZ 0.867
DNO 6 .83 408
DINO 6 D83 408
DK 6 33 516
i b
ORGANIZASYONU DNO B 183 408 |
DINO 6 1.50° 548

DK: Diyabetik Kontrol Grubu; DI: Diyabetik Insiilin Grubu; DNO: Diyabetik Nitrik
Oksit Grubu; DINO: Diyabetik Insiilin + Nitrik Oksit grubu.

3. Yara Dokularinda Gen ifade Analiz Sonuclar

Tiim tedavi gruplarindan tiim ratlarda tedavi dncesi iyilesme prosediiriiniin
birinci ve 14. giiniinde 1L-8, VEGFA, TGF-Bl1 ve NOS2 ekspresyon seviyeleri
incelendi. Tedavi dncesi iyilesme prosediiriiniin ilk giiniinde tiim ¢aligma gruplarindan
toplanan dokular arasinda mRNA ekspresyon seviyeleri benzerdi.

IL-8 mRNA ekspresyon seviyelerinin DK (Diyabetik Kontrol) grubundaki
ratlarda tedavinin 14. gilinlinde toplanan yara dokularina kiyasla, NO (Nitrik Oksit)
grubundaki siganlarda tedavinin 14. giinlinde toplanan yara dokularinda 6nemli dl¢giide
yukari regiile edildigi gézlendi ( P=0.026).

Bununla beraber NO grubundaki ratlarin yara dokularinda kontrol grubundaki

ratlara oranla VEGFA ve TGF-B1'in mRNA ekspresyon seviyelerinde 2 kat artis,
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NOS2 geninin mRNA ekspresyon seviyelerinde ise 3 kat azalma gozlendi. DK
grubunda ise bu farkliliklar anlamli degildi.

Aragstirilan genlerin ekspresyon seviyeleri arasindaki korelasyon analizleri
Spearman korelasyon testi kullanilarak analiz edildiginde 14. giinde toplanan yara
dokularinda VEGFA'nin mRNA ekspresyon seviyeleri, TGF- pI’in mRNA
ekspresyon seviyeleri ile pozitif korelasyon gosterdi (r=0.713, P=0.001) (Sekil 8).

Sekil 8
Tiim Gruplarda Birinci Giin (A) ve 14. Giin (B) mRNA Ekspresyon Seviyeleri

Genes Expression Profile Genes Expression Profile
_ 5 2.5 7 00% .
2 = R ‘ - L8
Py = TGFB1 2 204 l TGFB1
;]5 ] ] VEGFA & | = VEGF2A
< NOS2 < NOS2
& ; &
E E
v 0
5 ik !Ei ! :
2 6 lIER ER E

A DC DNO DI DINO DC DNO DI DINO
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BOLUM V

TARTISMA

Diyabetik yaralar, herhangi bir asamada hipergliseminin etkisiyle yara
iyilesmesinin bozuldugu kronik yaralardir. Hiperglisemik ortam, biyofilm olusumunu

tesvik ederek yara iyilesmesini zorlastirir (Burgess vd., 2021).

Bu calismada diyabetik yaralarda CAP/NO cihazinin 200 ppm dozunda 1,5
dakika stireyle ve 2 mm mesafeden uygulanmasi yara alaninin kii¢clilmesine énemli
katk1 saglamistir. Caligmada klinik gozlemlerimize gore, 3. glinden itibaren kontrol
gurubu hari¢ diger gruplarda yaralarin kiigiilmesi; NO ve NPH insiilinin ayr1 ayri
olumlu etkisine baglanmstir. Besinci giinde; DNO grubu hari¢ DK, Di, DINO
gruplarinda yarada purulent akinti ve diizglin olmayan yara yiizeyi ve biyofilm
gozlenmesi NO nun tek basma gii¢lii bir antibakterial ajan oldugunu dogrulamistir.
Yedinci giinden sonra DK grubu hari¢ tiim gruplarda yara alani kiigiilmesinin
hizlanmast, 12. giinde ise DI ve DINO gruplarinda da yara akintisinin ortadan kalkmasi
gozlenmis ve yara alani kiigiilme hizi bakimindan her iki grup da DNO grubuna
yaklagmistir. Ondordiincii giinde DNO grubundaki deneklerin ¢ogunda yaralarin
kapandig1 ve tiilylenmenin basladigi g6z oniine alindiginda ve yara alani kii¢lilme hiz1
degerlendirildiginde NO nun bu anlamda en basarili grup oldugu ve bunu insiilin
grubunun takip ettigi gézlenmistir. Calismada, DI grubunda yara akintisinin varhgi,
insililinin tek basina antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadig1r sonucuna varmamiza
neden omustur. Antibakteriyel oldugu bilinen ekzojen NO gazinin NPH insiilin pomad
ile birlikte kullaniminin klinik agidan bir anlam ifade etmedigi ancak ayr1 ve aralikli
kullanimlarinin ¢alisilmasi gerekliligi diistiniilmiistiir. DK grubunda diyabetin 6nemli
komplikasyonu enfeksiyonun gostergesi jelatinimsi biyofilmlerin ve akintinin varligi
orantil1 olarak yara alanininda kiiciilmeyi olumsuz etkilemis ve tek basina NO nun

subjektif antibakterial etkinligi gézlenmistir.

Diyabette hipergliseminin kanda ROT (Reaktif Oksijen Tirleri) ve RNS
(Reaktif Nitrojen Tiirleri) olusumuna neden oldugu bilinir. Normal sartlarda
iyilesmeye katki saglarken, ROS/RNS seviyeleri bir dokunun antioksidan kapasitesini
astiginda yaranin inflamatuar evreden proliferatif evreye gecisini engeller (Bansal vd.,

2012). Diyabetik yaralarda bildirilen NO ihtiyac1 birincil terapdtik ajan olarak
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dogrudan yaraya gaz halinde verilir ve tedavi dozu ve siiresi terapotik gazin
konsantrasyonu ve/veya akis hiz1 manipiile edilerek kontrol edilir (Shekhter vd., 2005;

Ahmed vd; 2022).

Bu amagla gelistirilen hava plazma tinitesi "Plason" tarafindan iiretilen ekzojen
NO gazi; ratlarin hem aseptik hem de piiriilant 300 mm? yaralarma giinliik 500 ppm'lik
dozda 60 sn uygulanmis ve cilt yaralarini iyilestirdigi, iyilesme siiresini yaklasik ticte
bir oraninda kisalttig1 belirtilmisdir. Ayn1 ¢alismada toksisite endiselerini azaltmak
icin, NO’nun 500 ppm'e kadar yiiksek konsantrasyonlarinin 6 giin boyunca giinde bir
kez 60 sn kullaniminin aralikli bir dozlama mekanizmasiyla dahi hem enfekte hem de
temiz yaralar1 olan ratlarda doku hipoksisi ve mikrobiyal enfeksiyonda azalmanin ve

anjiyogenezde artmanin oldugunu bildirmiglerdir (Shekhter vd., 2005).

Bu caligmay1 destekleyen baska bir ¢alismada NO gazi fare lenfosit modelinde
5, 25, 75 ve 200 ppm dozlarinda 8 saat siireyle kullaniminin giivenli oldugu
bulunmustur. NO’nun 5-200 ppm konsantrasyonlarinda kullanirmi ECM'ye zarar

vermemis ve lenfosit proliferasyonunu arttirmistir (Rezakhanlou vd., 2011).

Calismada yukarda bildirilen cihaza benzer sekilde lilkemizde gelistirilen ve
atmosferik havadan NO gazi {ireten bir cihaz ile 200 ppm dozda 1,5 dk ve 2 mm
mesafeden NO dozlamasi yapildi. ilk giin, 3., 7. ve 14. giinlerde ¢ekilen fotograflar
yara alani kiiciilmesi agisindan degerlendirildiginde sadece DNO grubunda kontrol
grubuna gére anlaml bir fark bulundu (P=0.034). i1k giin ile 3. Giin, ilk giin ile 7. giin
ve ilk giin ile 14. giin aras1 gruplarin yara kontraksiyon hizlar1 degerlendirildiginde

sadece DNO grubunda kontrol grubuna gore anlamli bir fark bulundu (P=0,021).

Sonuglarimiz, eksojen NO dozajlamasinin yara alani kiigiilmesine 6nemli katki
sagladigini belirten ¢aligmalarla tutarl goriildii. Diyabetik ratlarda yara iyilesmesinde
NO'nun tek basina kullaniminin en 1yi sonucu verdigi, NPH insiilinin NO gazi ile

kombine kullaniminin ise istatistiksel agidan anlamli bir sonug saglamadigi gézlendi.

Topikal NPH insiilin topikal olarak diisiik maliyetli ve potansiyel yara
tyilestirme yeteneginden dolayi, pansuman, biyo-yapiskan ve hidrojeller tarzinda yara
bolgesine uygulanmakta olup umut verici sonuglar1 bildirilmektedir (Yu vd., 2019;

Zhao vd., 2019).
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Diyabetik yaralarda kronik inflamasyonun devamliligi, inflamasyon fazindan
yara iyilesmesinin diger fazlarina ilerlemesini engelledigi i¢in tedavide oncelik

inflamasyonu kontrol etmek olmalidir (Miller vd. 2004).

Calismada 4 grup arasinda kronik ve durmusg yara iyilesmesi gostergesi olan
inflamatuar hiicre say1s1 ortalamas1 DNO grubunda en diisiik, Di ve DINO gruplarinin
ortalama degeri DNO grubundan anlamli diizeyde daha ytiksek bulundugu (p=0.002)
ve en yiiksek ortalamanin DK grubunda ¢iktigi icin NO nun kronik inflamatuar
reaksiyonu degistirdigi  kanisina varmamizi  sagladi. Calismada epitel
organizasyonuna ait ortalama deger DK grubunda DNO grubuna goére anlamli diizeyde
daha diisiik bulundugu icin (P=0.02) NO’ nun 14. Giinde epitelizasyon skorunu

artirdig1 sonucuna varmamiza neden oldu.

Ghaffari vd. (2007), siddetli Staphylococcus aureus ile enfekte yaralar1 olan
tavsanlarda 200 ppm'lik 8 saatlik NO dozajlamada reepitelizasyon-anjiyogenezisin
etkilenmedigini ancak kollajen birikimi ve yara giiclinlin arttig1 ve sadece ii¢ giinliik

tedavi sonrasi bakteri yiiklerinin bir log azaldigini bildirmistir.

Bununla beraber Shekter vd. (2005), hem enfekte hem de temiz yaralar1 olan
ratlarda 500 ppm'ye kadar 6 giin boyunca giinde bir kez 60 sn uygulanan aralikli NO
dozlamasinin anjiyogenezisde artisa neden oldugunu bildirmistir. Calismada 200 ppm
1,5 dk NO dozlamasinin anjiyogenez degerinde fark géstermemesi Ghaffari vd. (2007)
bulgularin1 desteklemektedir. Calismadaki ortalama kollajen olusumunun kontrol
grubunda diger li¢ gruba gore daha diisiik olmas1 (P=0.006), hem NO hem de insiilin

uygulamasinin kollajen olusumuna katkida bulundugunu diistindiirmektedir.

Biiytime faktorleri, yara iyilesme siireci igin hiicresel tepkileri diizenleyen
endojen sinyal molekiilleridir ve akut yaralarin aksine diyabetik yaralarda
seviyelerinde genellikle dengesizlik gozlenir. Yiiksek sitokin konsantrasyonlari,
uzamis bir inflamatuar faza ve MMP 1n asir1 liretimine, ECM bilesenlerinin siirekli
bozulmasina ve yeterince saglanamayan biiylime faktorlerinin daha da bozulmasina
neden olur. Bu proteinler doku hasarina tepki olarak yukari regiile edilir ve trombosit,
16kosit, fibroblast ve epitel hiicreleri tarafindan salgilanir (Oztopalan vd., 2017;

Malone-Povolny vd., 2019).
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VEGFA (Vascular Endotelial Growth Factor A), endotel progenitor hiicrelerin
(EPC) proliferasyonu ve migrasyonu yoluyla anjiyogenezin baslatilmasinda 6nemli bir
rol oynar. Normal yara iyilesmesinde anjiyogenezis, yaralanmadan 3 giin sonra yeni
kan damarlarinin ortaya ¢ikmasiyla baslar (Tonnesen vd., 2000; Werner vd., 2003).
Diyabetli hastalarda, yara mikrogevresindeki hipoksi, yara bolgesine VEGFA alimi
icin ana uyaricidir. VEGFA salgilanmasi vaskiiler onarima ve yeniden
endotelizasyona katkida bulunur ve endotelyal hiicreler tarafindan NO olusumu
azaldikca diyabetik ayak iilserlerinde kan akigini desteklemek i¢in ¢alisir (Yamakawa

vd., 2019; Ahmed vd., 2022; Park vd. 2022).

TGF-B; hiicre ¢ogalmasini, gociinii, ECM {retimini ve bagisiklik
modiilasyonunu diizenleyen yara iyilesmesi i¢in etkili bir biiyiime faktoriidiir. TGF-B1
yaralarda fibrozise aracilik ederken, TGF-B3 skarsiz iyilesmeyi destekler. TGF-f1,
yaralanmaya akut yanit olarak serbest birakilinca bu ani salinim, yaraya makrofaj ve
fibroblast kemotaksisinde kritik bir rol oynar (Mohajeri-Tehrani vd., 2014; Lichtman
vd., 2016). TGF-B'nin ayrica kollajen sentezini ve anjiyogenezi tetikledigi, spesifik
hiicre ylizey reseptorlerine baglanarak keratinosit gociinii arttirdigit ve yeniden
epitelizasyonu biiylik 6lciide kolaylastirdigi bildirilmistir (Peplow vd., 2013; Lichtman
vd., 2016; Oztopalan vd. 2017).

Calisma grubuna ait doku Orneklerinin mRNA ekspresyon seviyeleri
degerlendirildiginde; DK grubu ratlara kiyasla NO gruplarinin yara dokularinda 14.
giinde alinan 6rneklerde VEGFA ve TGF B1'in mRNA ekspresyon seviyelerinin 2 kat
arttigi ancak anlamli olmadigi goézlenmis olsa da incelenen genlerin ekspresyon
seviyeleri arasindaki korelasyon analizine gore 14. giinde VEGFA ile TGF B’in
mRNA ekspresyon seviyelerinin pozitif korelasyon gosterdigi belirlenmistir (r=0.713,

p=0.001).

NO gruplarinda anlamli olmasa da birbiriyle korelasyonlu olarak iki faktoriin
de NO grubunda yiiksek bulunmasi hem anjiyogenezise hem de epitelizasyona katki

sagladig1 sonucuna varmamiza neden oldu.

NOS?2 tarafindan yaralarda tiretilen NO, VEGF ekspresyonunu arttirir, epitel
rejenerasyonuna katkida bulunur ve bir vazodilatatér olarak iskemik dokuya kan

akisini iyilestirir (Marcinkiewicz vd., 1995). NOS2'nin asir1 ekspresyonu, gii¢lii bir



56

inflamatuar reaksiyonun gdzlendigi septik sok ile de iliskilendirilmistir. Inflamasyon
sirasinda NOS2 ekspresyonundan sorumlu olan lipopolisakkarit (LPS) gibi bakteriyel
iriinler, inflamatuar sitokinler tarafindan indiiklenen ve hiicre i¢i patojenlere karsi
konak savunmasinda &nemli bir role sahip olan M1 makrofajlardir. /n vitro fare
makrofajlari, LPS ve sitokinler dahil bir¢ok uyarana yanit olarak yiiksek diizeyde
NOS?2 ifade eder (Bilir, 2022). Diyabette hipergliseminin NOS3 aktivitesini etkiledigi
ve bu nedenle ekzojen kaynaklardan topikal NO uygulamalarinin 6nemli rol

oynayacagi belirtilmistir (Zahid vd., 2019; Ahmed vd., 2022).

TGF-B1 in esasen epitelizasyonun belirleyicisi oldugunu epitelizasyonun
baslamasi ile yara alaninda yiiksek seviyelerde bulundugu, yara iyilesmesinin merkezi
modiilatorleri olan NOS2 ile etkilesime girerek genellikle NOS2 ekspresyonunu
baskiladigit ve NO nun latent TGF-B1'1 indiikleyerek aktive ettiginin belirtildigi
calisma ile hemfikir olmamizi sagladi (Marcinkiewicz vd., 1995; Shechter vd., 2005).

Aseptik ve piiriilan yaralara giinliik 500 ppm'lik dozda 60 sn NO dozlamanin
yara iyilegsmesine NOS izoformlarin1 (NOS1, NOS2, NOS3) artirarak katki sagladig
belirtilmistir. Bununla beraber diyabetik ratlarda 14. Giinde yapilan analizlerde NO
grubunda kontrol gruplarina kiyasla NOS2 ekspresyonunun anlamli olmasa bile 3 kat
azaldiginin gozlenmesi, TGF-Blin epitelizasyonun baglamasindan sonra yara
tyilesmesinde yiiksek seviyelerde bulundugunun belirtildigi yara iyilesmesinin
merkezi modiilatorii olan NOS?2 ile etkilesime girerek genellikle NOS2 ekspresyonunu

baskiladig1 caligsmay1 destekler bulunmustur (Forstermann vd., 2012).

IL-8; fibroblastlar, endotel hiicreleri, monositler, T hiicreleri ve nétrofiller i¢in
kemotaktik bir faktdrdiir. Iyilesmeyen insan yanik yaralarinda yiiksek seviyeleri
gbzlenmis ve bozulmus yara onarimi ile iligkili oldugu 6ne siiriilmiistiir (Iocano vd.,
2000). Bununla birlikte, IL-8'in keratinosit proliferasyonu tizerindeki in vitro uyarici
etkisi bildirilmistir. Bu kemokinin kimerik bir fare modelinde insan derisi greftleri
lizerine in vivo topikal uygulamasinin, artan keratinosit proliferasyonunun bir sonucu
olarak yeniden epitelizasyonu indiikledigi gézlemlenmistir (Werner vd., 2003). IL-8'in
ayni zamanda deri nakli donor bolgesi yara sivilarinda nétrofiller igin baslica biyoaktif
kemoatraktan oldugu bulunmustur (Renekampft vd., 2000). IL-8 ekspresyonu,
yaralanmadan sonraki 4 saat i¢inde artar ve IL-8 mRNA, fetal yaralarda 12 saate kadar

saptanmazken, bu kemokin ekspresyonu yetigkin yaralarinda 72 saate kadar devam
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eder. Bu sonuglar, fetal dokuda azalmig bir inflamatuar sitokin yanitinin, fetal yara
tyilesmesinde inflamasyonun olmamasindan sorumlu olabilecegini ve bunun da
skarsiz yara onarimima katkida bulunabilecegini diisiindiirmektedir (Werner vd.,

2003).

Calismada tedavi sonunda aliman dokularda NO grubu DK grubu ile
karsilagtirildiginda, IL-8 mRNA ekspresyon seviyelerinin anlamli olarak arttig1
gbzlenmis olup (p=0.026) bu sonu¢ NOS2 nin bir ¢ok bagisiklik hiicresi igin
kemotaktik faktdr olan IL 8’in anlamli olarak regiilasyonunu artttirdigi kanisini

dogurmustur.
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Boliim IV
SONUC ve ONERILER

Calismada klinik, histolojik ve gen ekspresyon analiz sonuclar1 birlikte
degerlendirildiginde; diyabetik yara iyilesmesinde ekzojen NO’nun 200 ppm dozunda
1.5 dk, 2 mm mesafeden uygulanmasinin; antibakteriyal etki gosterdigi, yara alani
kiicilmesini, yara kontraksiyon hizini, epitelizasyonu ve kollajen organizasyonunu
artirdig1 ve inflamatuar hiicre sayisini azaltarak kronik yaralarda gozlenen artmig IL-8
ekspresyonu ile inflamasyonu modiile ettigi ve yara iyilesmesine tek basina katki

sagladig1 gozlenmistir
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