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Ozet

Diyabetik ratlarin doku kayiph yaralarinda farkl siirelerde soguk atmosferik

plazma/NO gazi uygulamasinin iyilesmeye olan etkisi

Tathcioglu, Gorkem
Doktora, Cerrahi Anabilim Dah

Haziran 2023, 84 Sayfa

Son donemlerde, iyilesmenin durdugu diyabetik yara tedavisinde 6ne ¢ikan
uygulama soguk atmosferik plazma/nitrik oksit (CAP/NO) gazi uygulamalaridir. Bu
calismada diyabetik ratlarda NO gazinin 60 ve 120 sn uygulamasinin yara
iyilesmesine olan etkileri esit standartlar altinda degerlendirildi. Calismada toplam
15 adet diyabetik rat, sirt bolgesinde 3 cm capinda eksizyonel yara olusturularak 3
gruba ayrildi. Diyabetli kontrol grubuna uygulama yapilmadi. Ikinci gruba 60, 3.
gruba ise 120 sn giinde 1 kez, 200 ppm dozda NO gaz1 uygulandi. Yaralarin 0. 3. 7.
11. ve 14. Giinlerde yara alami kiiciilmesi ile 0. ve 14. Glinler arasinda yara
kontraksiyon hizi hesaplandi. 14. Giin sonunda alinan dokulardan; inflamasyon,
epitel rejenerasyonu, anjiyogenezis-konjesyon ve kollajen lif organizasyonuna gore
histolojik  degerlendirme yapildi. Gruplarin normal dagilip dagilmadiginin
belirlenmesinde; ~ Shapiro-Wilk  Testi, tim  gruplarin  kendi  arasinda
karsilastirilmasinda Mann-Whitney U Test (NPar Test) ile Kruskal-Wallis (non-
parametric ANOVA) testi kullanildi. NO uygulanan her iki grupta da tedavinin 7.
Gununden 14. Ginine kadar kontrol grubuna gore yara bdlgesindeki kictlme
anlamli bulundu (p<0.05). Yara kontraksiyon hizi agisindan kontrol grubuna gore
NO 60 ve NO 120 sn gruplar sirastyla anlamli bulundu (p=0.033, p=0.049). Kontrol
grubu ile karsilagtirmada NO gruplarmin inflamatuar hiicre (p<0.05), kollajen

organizasyonu sirast ile NO 60 ve NO 120 gruplarinda (p<0.05, p<0.01) anlamh



bulundu. Kollajen organizasyonu degerlendirilmesinde; sirasi ile kontrol grubu ile
NO 60 grubu arasinda ve kontrol grubu ve NO 120 grubu arasinda anlamli fark
bulundu (p<0.05, p<0.01). Epitelizasyon degerlendirmesinde ise kontrol grubu ile
NO uygulanan gruplar arasinda 6nemli fark bulundu (p<0.01). Diyabetik yaralarda
hem 60 sn hem de 120 sn siire ile giinde bir kez NO uygulamalar1 iyilesmeye esit ve

onemli katki sagladi.

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

rat
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Abstract

Effect of Cold Atmospheric Plasma/NO Gas Application with Different

Exposure Times on Healing in Wounds with Tissue Loss in Diabetic Rats
Tathcioglu, Gorkem

PhD, Department of Surgery

June 2023, 84 Pages

Applications of Cold Atmospheric Plasma/Nitric Oxide (CAP/NO) gas have
recently garnered popularity when treating impaired wound healing in patients with
diabetes. Herein, we wimed to investigate the effects of NO gas application for 60
and 120 s on wound healing in diabetic rats. A dorsal excision—3 cm in diameter—
was performed in the 15 diabetic rats; these rats were were categorized into the
following 3 groups: DC (untreated diabetic control); DNO/60 (exposure to 200 ppm
NO gas for 60 s/day); and DNO/120 (exposure to 200 ppm NO gas for 120 s/day).

Wound area shrinkage on days 0, 3, 7, 11 and 14, and wound contraction rate
between days 0 and 14 were calculated. On day 14, tissue samples were collected for
histopathologic assessment based on inflammation, epithelial regeneration,
angiogenesis congestion, and collagen fiber organization. Normality of distribution
was assessed using the Shapiro-Wilk Test, and intergroup comparisons were
performed using the Mann—-Whitney U Test (NPar Test) and Kruskal-Wallis (non-
parametric  ANOVA). Wound contraction during treatment days 7-14 was
significantly greater in the NO-treatment groups than in the DC group (p<0.05). The
NO60 s and NO120 s groups showed a significantly higher wound contraction rate
than the DC group (p=0.033, p=0.049, respectively). Significant differences were
noted between the control and NO groups in terms of inflammation (p<0.05) and

between the control group and DNO/60 and DNO/120 groups in terms of collagen



vii

organization (p<0.05, p<0.01, respectively). Evaluation of epithelialization revealed
significant intergroup differences between the control and NO treatment groups
(p<0.01). The contribution of NO application for 60 s and 120 s per day was equal

and significant toward healing in diabetic wounds.

Key words: CAP; diabetic wound healing; nitric oxide; rat
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BOLUM I
Giris

Diyabetik yaralar, normal yara iyilesme asamalarinin her déneminin sekteye
ugradig1 kronik yaralardir ve énemli bir klinik sorun olarak karsimiza ¢ikar. Hayvan
ve insan odakli ¢alismalarindan ortaya ¢ikan kanitlar, insan ve laboratuvar
hayvanlarinda diyabetik yaralarin diyabetik olmayan yaralara kiyasla daha diizensiz
bir inflamatuar yanita ve azalmis neovaskiilarizasyona sahip oldugunu gostermistir.
Yara iyilesmesinin her asamasinin bozuldugu bu yaralarda hiperglisemik ortam
biyofilim olusumunu da tesvik eder.

Son donemlerde nitrik oksit (NO)’in bu tip yaralarin onariminda énemli bir
rol oynadigr belirtilmistir. NO'nun yara onarmmi iizerindeki yararl etkileri;
anjiyogenez, kronik inflamasyonun inhibisyonu, hiicre proliferasyonu, matriks
birikimi ve yeniden sekillenme {izerindeki fonksiyonel etkilerine baglanmistir.
Diyabetik yaralarda da genellikle patolojik bir enflamasyon s6z konusu olup
enfeksiyon ve hipoksi ile beraber iyilesme gecikir. NO bu anlamda da inflamatuar
yanit, hiicre proliferasyonu, kollajen olusumu, antimikrobiyal etki ve anjiyogenezis
dahil olmak Uzere diyabet yaralarinin iyilesme siireglerinin diizenlenmesinde kritik
bir rol oynar.

NO'nun yara iyilesmesindeki énemi, NO bazli yara iyilestirme terapilerine
odaklanilmasia neden olmustur. Bu anlamda hem diyabetik yaralarda eksojen NO
gaz1 uygulamasi hem de uzun siireli NO saglayan kitosan hidrojellerin ve polimerik
nanopartikiillerin yara yatagina yerlestirilmesi ile ilgili ¢alismalar yara iyilesmesini
hizlandirmak igin giincel uygulamalar arasinda yer almis ve farmasotik bir ajan
olarak yara iyilesmesinde son yillarda 6nem kazanmustir.

NO gazinin 160 ppm lizerindeki konsantrasyonlarinda giiclii antimikrobiyal

etki gozlenmis, daha diisiik konsantrasyonlarda ise doza bagimli olarak kismi



bakterisidal ve bakteriostatik aktivite izlenmistir. ~ Bu bulgulara dayanarak,
bakterisidal etki icin minimum NO dozu 200 ppm olarak bildirilmis ve 200 ppm NO
gazina yarali ortamin uzun siire maruziyetinin antimikrobiyal oldugu belirtilmistir.

Calismada kullanilan soguk atmosferik plazma (SAP) cihazi (Inosante
Medical Inc/Turkiye) NO (nitrojen monoksit) retir ve NO hem bireysel hiicreler
hem de tim vicudun fizyolojik ve metabolik sireclerini regile eder. Hucre
membranindan yiliksek oranda gecebilme kabiliyetine sahip oldugundan dolay1 NO,
tim organ ve dokularina etki ederek sinyal molekilti fonksiyonu gorur. Hicre
membranindan diffiiz bir sekilde gecip hiicre i¢indeki hedefine ulasabildiginden
dolayr da hiicre reseptorlerine ihtiyag duymaz. Bu cihaz tarafindan {iretilen gaz
akiminin bir pargasi olan ekzojen NO, yara iyilesmesinde biiyiik etkinlik gosterir.
Cihazin yara yiizeyine terapotik etkisi belirli bir mesafeden uygulama ile gerceklesir.
Cihazda, dis ortama verilen nitrojen monoksit konsantrasyonu (ppm) -400 + - 100
arasinda ayarlanmistir ve ortalama 200-300 ppm degerde bir gaz akimi olusturur. En
uzun kullanim siiresi tek seferlik <20 dk olmalidir. Ekzojen NO cihazi ile NO’nun
terapoOtik konsantrasyonu sekillenir ve +10°C ila -35°C arasinda normal nem
oraninda kullanmak i¢in dizayn edilmistir.

NO gazi ile yara tedavisi uygulamalar1 6n plana ¢ikmakla beraber, son donem
aragtirmalar NO gaz tedavisinin uygulama siireleri ile salma modunun zamansal
kontrolii lizerine yogunlasmistir. Literatiir taramalarinda NO gazinin uygulama
strelerinde ve dozlarinda degiskenlik g6z oniine alindiginda, ¢alismamizda SAP/NO
(Inosante Medical Inc/Turkiye) cihazi ile 200 ppm dozunda 60 ve 120 saniye
stirelerde 2 mm mesafeden diyabetik rat yaralarinda uygulanmasiin arastirilmasi
amagclandi. Cihazdan optimum sartlarda en iyi verim saglamak adma bu g¢alisma

planlandi. Caligmada, diyabetik yara iyilesmesinde, 60 ve 120 saniye strelerde 2 mm



mesafeden NO uygulamasinin yara alan1 kii¢iilmesine olan etkisi klinik ve histolojik

analizler ile degerlendirildi.



BOLUM II

Kavramsal Temeller/Kuramsal Temeller ve Ilgili Arastirmalar

1. Derinin Anatomik Yapisi
Deri; mikroorganizmalarin igeriye girmesine engel olan ve termoregiilasyondan
sorumlu vicudun en biyik organidir. Deri; epidermis, dermis ve hipodermisden
olusur. Epidermis 4 tabakadan ibaret olup; stratum corneum, stratum spinosum,
stratum granulosum ve stratum basaleden olusur. Stratum basaleye derinin iist
keratinositlerini yaptig1 i¢cin dogurgan anlaminda stratum germinatium da
denilmektedir (Sekil 1).

Epidermis; derinin en dis tabakasi olup ¢ogunlukla keratinosit olarak
adlandirilan hiicrelerden olusur ve damarsal yapilar igermez. Epidermiste
keratinositler disinda melanosit, Langerhans hiicreleri ve Merkel hiicreleri de
bulunmaktadir. Keratinositler derinin %5’ini olusturur ve hiicre iginde protein
yapisinda keratin isimli proteini yapar. Dermis ile komsu katmanda keratinositler
boliinerek iist katmanlara atilir. Alt katmanlarda yapilan canli keratinositler en tist
katmanlarda 6lur ve deriden dokilerek ayrilir. Bu siirece keratinizasyon dongiisii adi
verilir.

Dermis; derinin epidermis ile subkutis arasinda bulunan, bag dokudan olugan
ve viicudu darbelere kars1 koruyan katmanidir. Dermiste hiicre arasi destek dokusu
ve fibroblast hiicreleri ile bunlarin arasinda sinir, damar, lenfatik yapilar, ter/yag
bezleri, tirnak ve kil folllikiilleri yer almaktadir. Epidermis ile karsilastirildiginda,
cok daha az sayida hiicre ve ¢cok daha fazla lif bulundurur. Dermiste ana hiicreler
fibroblastlar olup dermisin hiicre dig1 destek matriks dokusunu olustururlar. Bu
matriks yapisi kollajen, elastin ve retikiler fiberlerden olusur. Dermis viicut savunma
sisteminin pargast olan makrofajlar ve mast hiicreleri gibi diger hiicreleri de
barmdirir. Dermiste; dokunma duyusundan sorumlu olan Merkel ve Meissner
cisimcikleri, basing duyusundan sorumlu olan Pacinian cisimcikleri ve mekanik
duyudan sorumlu olan Ruffini cisimcikleri bulunmaktadir. Basing ve dokunma
duyular1 derin dermisdeki ter bezlerinde de bulunan Meissner ve Pacinian
cisimcikleri tarafindan algilanir (Crona vd., 2017). Dermisin fibril yapidaki destek
dokusu olan kollajen derinin gerginligini, elastin ise derinin elastikiyetini saglar.

Fibriller disinda proteoglikanlar, glikoperoteinler, glikozaminoglikanlar, su ve



hyaliironik asit diger destek yapilar arasindadir. Bunlardan 6n plana ¢ikani
proteinlerin proteoglikanlara baglanmis formlar1 olan glikozaminoglikanlardir.
Proteinler; kondrotin silfat, dermatan sulfat, keratin sulfat, heparan silfat ve
heparinlerden olusur. Glikoproteinler hiicrelerin birbirlerine tutunmasini, hiicrelerin
yer degistirmesini, hiicreler arasi iliskiyi diizenler. Dermisde papiller tabaka gevsek
bag doku, sinir lifleri, kilcal damar ve fibroblastlar1 icerir. Retikuler tabaka ise
dermisin alt kisminda hipodermise gegis alanini olusturur. Daha yogun ve kalin lif
agina sahip olup daha az sinir lifleri ve kilcal damar igerir. Bu alt katmanda kollajen
lifler kalin demetler halinde toplanir ve ¢ogunlukla cilt yiizeyine paralel
hizalanmistir. Dermis ayrica viicut savunma sisteminin parcasi olan makrofajlar,
mast hiicreleri gibi bagka hiicrelere de konaklik etmektedir (Pavletic, 2010; Crona
vd., 2017).

Subkutis (Panniculus, Hipodermis); dernin en alt tabakasidir. Bu tabaka yag
tabakas1 olan stratum adiposum ve fasia siiperfisialis olmak tizere iki kistmdan
olusur. Stratum adiposum yag hiicreleri; otokrin, parakrin ve endokrin
mekanizmalar yoluyla cesitli sitokin, kemokin, TNF-a, IL-6 ve akut faz proteinleri
gibi faktoeleri de salgilar (Sekil 1) (Pavletic, 2010; Crona vd., 2017).
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Cogu memeli hayvan tiirii, yara iyilesmesinin kontraksiyon fazinda ¢ok
onemli bir role sahip olan M. Panniculus carnosus (PC) kasina sahiptir.
Memelilerde derinin kasilma islevinden sorumlu olan bu kas; insanlarda evrimin bir
sonucu olarak fonksiyonunu kaybetmistir. Insan ve domuzlar hari¢ ¢ogu memelide
deri yaralar1 bu kasin kontraksiyonu ile iyilesir. Bu olusum reepitelizasyon ve
graniilasyon doku olugumunun bir alternatifidir (Muguet-Chanoit vd., 2011,
Pavletic, 2018; Naldaiz-Gastesi vd., 2018). Subdermal pleksusun vaskuler yapisi
kedi ve kopekde direkt olarak bu kasin seviyesinde deriye paralel seyrederken
insanda muskulokutandz damarlar deriye dikey seyreder (Sekil 2) (Naldaiz-Gastesi
vd., 2018).
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Subdermal pleksusun kdpek ve kedilerde PC seviyesinde direkt kutanéz damarlarin
uc dallar tarafindan olusturulmasi ve muskulokutan6z damarlarin dikey
oriyantasyonu ile kopek ve kedilerde yatay oriyantasyonu (Naldaiz-Gastesi vd.,
2018).

2. Yaramin Tanim ve Yara lyilesmesi

Yara; canli dokunun hiicresel, anatomik ve fonksiyonel devamliliginin
‘fiziksel, kimyasal, termal, mikrobiyal veya immiinolojik nedenlerden 6tiirii’
bozulmasi olarak tanimlanir. Yara iyilesmesi asamalar1 yara ortaminin ¢ok yonlii
dogasindan dolay1 karmasiktir (Masson-Meyers vd., 2020; Koivisto vd., 2014).

Yara onariminda primer iyilesme de dahil hicbir yara 6nceden var olan doku
mimarisine ulasamaz. Tiirler ve doku tiplerine gore onarimda farkliliklar olsa da
hemen hemen tiim yaralar benzer bir onarim siirecinden geger. Yara iyilesmesinde
ana hiicresel bilesenler arasinda; trombosit, ndtrofil, makrofaj, endotelyal hiicre,
fibroblast, miyofibroblast, keratinosit ve daha az olarak da lenfositler yer alir. Yara
tyilesmesinde bu hiicrelerin farklilasmasi aktivasyonu, gogii ve gogalmasi s6z
konusudur. Bu hiicrelerin biiyiimesi, farklilagmasi ve metabolizmasini degistiren,
tyilesmeyi modiile eden ise biyolojik olarak aktif polipeptit gruplaridir. Bunlar ise
degisik mekanizmalarla hareket eden blyltme faktorleri, sitokinler ve kemokinlerdir.

Yara iyilesmesinde inflamasyon, proliferasyon (¢ogalma) ve matiirasyon

(olgunlagsma) asamalar1 s6z konusudur. Yara iyilesirken bu fazlarin 6nemli ve

degisken Ortiismesi gozlenir. lyilesmenin inflamatuvar fazinda éncelikle yarali doku



tarafindan bir fibrin pihtis1 olusumu ile hemostaz sekillenir. Trombosit tikaci
inflamatuar fazin hiicrelerinin akisini desteklemek icin gegici bir iskele gorevi
gorlr. Inflamatuar fazin asil 5nemi ise; bagisiklik bariyeri olusturarak yaranin
yabanci materyal ve kontaminantlardan uzaklastirilmasi ile proliferasyon ile
karakterize edilen bir sonraki faz1 modiile edecek hiicreleri ortama ¢ekmesidir. Yara
iyilesmesinin proliferatif fazinda vaskiiler beslenmenin yeniden saglanmasi, esnek
guclu bir ECM (Ekstraselltler Matriks) olusmasi ve yaranin epitelizasyonla
kapanmasi gercgeklesir. Olgunlagsma evresi olarak da tanimlanan yara iyilesmesinin
yeniden sekillenme fazinda ise kollajenin yeniden diizenlenmesi ve yaranin 6ncesi

doku giiciine erisimi module edilir (Zarei & Soleimaninejad, 2018).

2.1 Hemostaz ve Inflamatuar Faz

Yaralanmayi takiben 1-6 giin arasinda siiren hemostaz sonrasi inflamasyon
asamasidir. Hemostaz asamasinda; vazoaktif bilesikler, hasarli hiicrelerden
salinarak gegici bir vazokonstriiksiyona ve akabinde sivi ve hiicrelerin yara yatagina
gegisine izin vermek i¢in vazodilatasyona neden olur. Yaralanma damar edotelini
uyarir ve trombositler fibrinojen, fibronektin gibi yapigkan proteinleri serbest
birakir. Lokal trombin ile birlikte daha fazla trombosit agregasyonu uyarilarak
tombosit tikaci sekillenir. Fibrinojen trombin tarafindan fibrine doniistiiriilerek
fibrin pihtist olusturulur. Fibrin pihtisi; bir matriks iskelesi saglayarak biylime
faktorlerinin deposu olarak hizmet eder (Lux, 2022). inflamasyon asamasinda
istilact mikroorganizmalara kars1 bir immiin bariyer olusturulur ve vazodilatasyon
ile artan endotelyal hiicre gegirgenligi, yara yatagina kan akiginin artmasina,
plazmanin ekstravazasyonuna neden olur. Dilate damarlardan yaraya ilk olarak
notrofiller gog eder. Notrofiller ayn1 zamanda bakterileri uzaklastirma gorevi
disinda ROT (reaktif oksijen turleri) ile proteolitik enzimlerin salinimina, bakteri /
matriks artiklariin fagositoz ile uzaklastirilmasinda inflamatuar fazi uzatan ek
sitokinlerin salinimina da neden olur. Yara hipoksisi enfeksiyona kars1 direnci
bozar. TNF-a (Tiimor Nekroz Faktorii-a); notrofil kemotaksisini gtclendirir,
anjiyogenez ve kollajen sentezinde ihtiyac¢ duyulan blyime faktorlerinin
ekspresyonunu uyarir. Aktive olmus inflamatuar hiicreler oksijeni yliksek oranda
tiikkettigi i¢in bu siire¢de yaraya yetersiz kan temini olursa lokal hipoksi gelisir. Bu
asamadan sonra yara iyilesmesi i¢in gerekli makrofajlar olusturulur. Yaralanmadan

yaklasik 48 ila 72 saat sonra yaraya gelen kandaki monositler yara dokusunda



makrofajlara dontigiir. Makrofajlarin dmrii ndtrofillerden daha uzun olup yaranin
mikrodebridemant i¢in ¢alisir. Bununla beraber yara bolgesine sitokin (IL-1, IL-6,
IL-8, TNF-a) ve biiyiime faktorleri (FGF, EGF, TGF-B)’nin erisimi saglanir.
Makrofajlar, bakteri ve kalintilar1 fagosite ettigi gibi gegici hiicre dis1 matriksi
bozan MMP (matriks metalloproteinaz) leri de dretirler. Doku igindeki nétrofiller,
birkag giin icinde programlanmis hiicre 6liimiine (apoptoz) ugrar ve bu notrofiller
daha sonra doku makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Yara makrofajlari
notrofillerin aksine tim bu yangisal evre boyunca yaradadir. Saglikli bir yarada
hemostaz ve inflamatuar faz 72 saatte tamamlanir ancak yaranin kontaminasyonu,

notrofillerin uzun donem kalmasina ve yara iyilesmesinde gecikmeye neden olur
(Lux, 2022).

2.2. Proliferatif Faz

Fibroplazi, neovaslilarizasyon, anjiogenezis, epitelizasyon ve ECM sentezini
iceren bu dénem 4-21 giin surer. Bu fazin temel hiicreleri; makrofaj, fibroblast,
endotel hucreler ve epitel hiicreleridir. Bu faza gecis yaradaki yangi hiicrelerinin
azalmasi ile gergeklesir (Ashcroft vd., 2003; Lux, 2022).

2.2.1 Fiproplazi ve Kollajen Birikimi

Fibroplazi evresinde; fibroblast gocii, cogalmasi gergeklesir ve aktive edilmis
makrofajlar yoluyla yaraya c¢ekilir. Fibroblastlar yarada 48-72 saat sonra gorilmeye
baslar. Fibroblastlar yarada kollajen, elastin ve proteoglikan tretimi ile kollajeni
capraz baglamak gibi 6nemli islerde gorev alirlar. Fibroblastlar ayrica yaranin
kontraksiyonundan sorumlu miyofibroblastlara dontisurler. Fibroblastlar, proteaz
tireterek hasarli matriksi ortadan kaldirirlar. Tip III kollajen, fibroblastlar tarafindan
uretilen ve maksimum salgilanmanin 5-7 giin arasinda gergeklestigi baskin bir
kollajen olup zamanla Tip | kollajen ile yer degistirir ve ECM yi sekillendirir
(Ashcroft vd., 2003; Lux, 2022).

Kollajen sentezi, iiretimi ve modifikasyonu da oksijene baghdir. TGF-f3,
yaralanmanin 7-14. giinleri araliginda en ylksek seviyeye ulasir, tip | kollajen
sentezini arttirarak MMP {iretimini azaltir. Birkag hafta sonra, IP-10 (interferonla
indiiklenebilir protein), fibroblast alimini dolayli olarak sinirlar ve bu olaylar

fibroblastlar tizerinde olumsuz bir mitojenik etkiye sahiptir. Damarlagsma ve
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fibroblast aktiviteleri ECM de gergeklesir. Makrofaj, fibroblast, kollajen, hyalronik
asit ve diger matriks bilesenlerini igeren yeni damarsal hiicre dig1 matriksin parlak
kirmiz1 makroskopik goriiniimii yara iyilesmesinin proliferatif fazinin
karakteristigidir ve graniilasyon dokusu olarak adlandirilir. Yaralanmayi takip eden
ilk haftanin sonunda ortaya ¢ikar ve saglikli iyilesen yaranin gostergesidir. Saglikli
granulasyon dokusunda eksuidat hacmi azdir ve enfeksiyon riski diisiiktiir. Kollajen
ECM icinde biriktikce, vaskuler yapi geriledikge graniilasyon dokusu daha
soluklasir (Stanley & Cornell, 2018).

2.2.2 Anjiyogenezis

Anjiyogenez, yeni kan damarlarinin olusumu olarak tanimlanir. Bu
vaskularizasyon makrofajlar ve trombositler tarafindan iiretilen sitokinlerce uyarilip
module edilir. Fibroblast biyume faktorleri de dahil olmak uzere artan biyume
faktorleri yeni kilcal damarin liimeni gibi bir tiip olustururlar. VEGF (vaskdler
endotelyal buytme faktor()’nin uyarilmasi arteriyal kismi oksijen basincina
baghidir. Yeni damarlar yaraya oksijen ve besin saglar ve bu mikrovaskiiler ag 4-6
glin iginde ortaya ¢ikar. Bu fazin baginda granulasyon dokusu parlak kirmizi renkte
olmali ancak soluk bir rengin anormal yara iyilesmesine isaret etigi de bilinmelidir
(Lux, 2022; Nakatsukasa vd., 1990; Ashcroft vd., 2003; Lux, 2022; Stanley &
Cornell, 2018).

2.2.3 Epitelizasyon

Yaralanmay1 takiben 12 saat sonra baslayan epitelizasyon 48 saatte (st
seviyeye ulasir. Epitelizasyon, bitisik keratinositlerin yaraya gocii ile baslar.
Keratinosit gocili yaralanmadan 24 saat sonra baglar ancak epitelizasyonun
goriinmesi ise genellikle 4-5 gun sonradir. Kismi kalinlikta yaralarda,
keratinositlerin gogii kil folikiilleri, tirnaklar ve sebase bezler gibi deri
uzantilarindan ¢ok hizli bir sekilde gergeklesirken, sekonder iyilesmeye birakilan
tam kalinlikta eksizyonel yaralarda tam bir graniilasyon dokusu yatagi mevcut olana
kadar epitelizasyon ilerlemez. Epitelizasyonun tek kat tamamlanmasi ile epidermis
diger deri katlar1 hiicrelerinin de gelisimini saglar. Epitelizasyon yara olusmundan
itibaren baslar, sitokinler tarafindan yonlendirilir ve epitel ylizeyi olusmadan yara

iyilesmesinin tamamlanamadig bilinmelidir. Epitel hiicreleri fenotipik degisiklige
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ugrar, doku yuzeyinde ilerler ancak yara yuzeyinde kabuklagma var ise kabugun
altindan go¢ ederek kollajenaz salgilar. Epitel gociint yonlendiren kollajen liflerdir
(Lux, 2022).

2.2.4 Ekstraselluler Matriks Sentezi

Yaranin kontraksiyon fazinin anlami, doku kayipl bir yaranin kenarlardan
merkeze dogru kii¢iilmesidir. Bu donem yara iyilesmesinde proliferatif ve
olgunlagsma evrelerini de igerir. Kollajen demetler dnce granilasyon dokusuna sonra
da deri kenarlarindaki dermal tabakaya baglanir. Miyofibroblastlarin ¢ekis kuvveti
ile huicre-hiicre, hlicre-matriks ve matriks-matriks ara baglantilar saglanir. Dikis
yaralar1 gibi minimal yara dudagi agikligi olan yaralarda epitel hiicreler boslugu 48
saatte kapatabilir. Orta/biiyiik boslugu olan yaralarda epitel goci haftalar strer veya
acik yara higbir zaman tamamen kapanmayabilir (Pavletic, 2018; Lux, 2022).
Miyofibroblastlar dermal fibroblastlardan olusurlar ve dermal fibroblastlar,
yaralanmadan yaklagik 4 giin sonra TGF-3 induksiyonu ile miyofibroblastlar
eksprese eden bir diiz kas aktinine farklilagmak {izere uyarilir. Miyofibroblastlar
kollajeni hiicreye dogru ¢eker ve yara kasilmasina neden olur. Yaranin kasilma hizi,
kollajen kafes konsantrasyonu ile ters orantili olup hiicre sayisi ile dogru orantilidir.
Yara kontraksiyonu, tam kat eksizyonel yaralarin iyilesmesinde oldukc¢a 6nemlidir.
Yara dudaklarinin agir1 gerilimi kontraksiyonu engeller ve yara dudaklari temas
ettiginde ise kontraksiyon durur. Nekrotik doku, kontraksiyon ve epitelizasyonu
engeller (Lux, 2022).

2.3. Olgunlasma ve Yeniden Yapilanma Faz

Kollajen demetlerin ¢apraz baglanmasi ve epidermisin olgunlagmasini iceren
bu fazin amaci yaray: giiclendirmek ve fiziksel bir bariyer olusturmaktir. Saglikli
yarada bu faz; sentez ve bozulma arasindaki dengeyle ilerler. Yarada hyaluronik asit
ve fibronektin azalirken kollajen igerigi artar. Erken grantlasyon dokusunda
bulunan tip 111 kollajen yerini birkag hafta i¢inde tip | kollajene birakir. En sonunda
gelisen son skar dokuda ise %10 tip Il kollajen vardir. Kollajen bilesiminin
degisimi ile sertlik artar ancak yara dokusu dogal gerilme dayanikliligini veya
viskoelastik 6zelliklerini asla elde edemez. Skar dokunun son halinin direnci,

yaralanma olmadan 6nceki halinin yaklasik %70 ila %801 kadaridir. Yarada toplam
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fibroblast sayisi ve kollajen sentezi keskin bir sekilde azalir ve bununla birlikte
eklem yuzeylerini gegen yaralarda fibroblast ve miyofibroblastlar kaliciligini
koruyarak kollajen tretmeye devam ederler. Bu ise eklem bdlgelerinde anormal
tyilesmenin bir sonucu olan normal hareketi kisitlayan kontraktiirlerin gelisimine
onculik eder. Tip I11 kollajen, tip | kollajenin artmasiyla azalir ve kollajen lifllerin
yonii degiserek yarada bir gliclenme meydan gelir. Yara kuvvetinde artig en fazla 7
ile 14 giin arasinda gelisir. Olgunlasma ilerlerken graniilasyon dokusunun yogun
damar ag1 da azalir (Pavletic, 2010; Fossum, 2017). Bu fazin sonunda kollajen I'den
olusan hiicresiz bir skar dokusu kalir. Yara iyilesmesinin bu asamasindaki olumsuz
faktorler hipertrofik veya hipoplazik yaranin gelisimine neden olabilir (Sekil 3)
(Lux, 2022).

Sekil 3
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A. Sivi kaybina ve patojen girisine gegici bir bariyer saglayan biyoaktif faktorlerin
ve antimikrobiyallerin rezervuari olan piht1 olusumu, bagisiklik hiicresi
infiltrasyonunu/gogiini destekleyen gegici ECM olusumu ve doku onarim
yolaklarinin basladigi hemostaz agamasi.

B. Bagisiklik hiicrelerini ise almak i¢in hasarla iliskili molekiiler modellerin
aktivasyonu, reaktif tlirlerin iiretimi, antimikrobiyal tiirlerin salinimi, immiin
hiicre, keratinosit ve fibroblastlarin aktivasyonunun gerceklestigi inflamatuar
asama.

C. Keratinosit, fibroblast, endotelyal hiicrelerin gogii, ¢ogalmasi, inflamasyonun

cozilmesi, kollajen/hiicre dist matriks sentezi, azalmig damar gegirgenligi,
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anjiyogenezis, epitelizasyon ve graniilasyon dokusu olusumunun olustugu
proliferatif asama.
D. ECM nin yeniden diizenlendigi, hizalandig, kasildigi, endotel hiicre ve

fibroblastlarin apoptozunun sekillendigi olgunlasma asamasi.

3. Yara lyilesme Tipleri
3.1. Primer lyilesme

Yara dudaklarmin karsilikli geldigi, kontamine olmamis ensizyon yaralarinin
iyilesme seklidir. Primer iyilesmede diger iyilesme tiplerine gore daha az enfeksiyon
riski, daha az skar sekillenmesi ve daha hizli iyilesme s6z konusudur (Sekil 4. A)
(Pavletic, 2018; Fossum 2017).

3.2 Sekonder lyilesme

Doku kaybi olan ve yara dudaklarinin karsilikli getirilemedigi yaralarin
kontraksiyon ve epitelizasyon fazi ile iyilesme seklidir. Veteriner hekimlikte yaygin
olarak uygulanir. Uygun yara yonetimi ile grantlasyon dokusu olusumu,
epitelizasyon, miyofibroblastik yara kontraksiyonu strecleri desteklenir (Pavletic,
2018; Fossum, 2017). Iyilesmede primer iyilesmeye gore daha fazla skar olusumu
gozlenir (Sekil 4 B), (Pavletic, 2018).

3.3 Tersiyer Iyilesme

Primer iyilesmeyi saglayamayan yaralarda kosullar kazanilana kadar yaranin
bakiminin yapildigi sonra da primer kapanmanin saglandigi iyilesme seklidir.
Genellikle kontamine olan pansuman, drenaj ve debridement gerektiren yaralarda
yara kapanmasi 3-5 giin ertelenir ve sartlar uygun hale geldiginde primer

kapanmanin saglanmasi s6z konusudur (Sekil 4 C) (Pavletic, 2018; Fossum 2017).
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Sekil 4
Primer (A), Sekonder (B) ve Tersiyer lyilesme (C).
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4. Deri Yaralarimin Siniflandirilmasi

Deri yaralari klinik goriiniim ve 6zelliklerine gore kapali ve acik yaralar;

iyilesme siireclerine gore de akut ve kronik yaralar olarak siniflandirilir (Ozaydin,

2023).

4.1. Kapali Yaralar

Deri biitiinligiiniin bozulmadigi, carpma veya kiit travmalar sonucu olusan

yaralardir. Kilcal damarlarin yikimlanmasi ile doku araliklarina sizan kanin

pihtilagmasi ile sonuglanan yaralar kapali yaralardir (Lozier, 1993).

4.2. Acik Yaralar

Deri, deri alt1 doku ve kaslar1 da igine alan deri biitiinliigiiniin bozuldugu

yaralardir. Veteriner hekimlikte acik yara tipleri;

Keskin bir cisim tarafindan olusturulan kenarlar1 diiz ve ¢evre dokularda
hasarin minimum oldugu insizyon yaralari,

Epidermis ve dermise teget gegen travmanin neden oldugu epidermis katinin
soyuldugu, derinin genellikle sert bir yiizeye siirtiinmesi sonucu olusan
styrik tarzinda abrazyon yaralari,

Bir doku segmentinin veya vicudun bir bolumiinin tamamen yer
degistirecek sekilde yirtilma sonucu olusan ve doku baglantilarinin ayrilmasi
ile karakterize avulziyon yaralari,

Yiizeyde ve altindaki dokularda farkli seviyelerde hasar olusturabilen,
diizensiz derinliklerde dokunun yirtilmasina bagli olusan laserasyon yaralari,
Genellikle bakteriyal kontaminasyonun oldugu, sivri uglu bir nesne ile
olusabilen batma, delinme, hayvan 1sirmasi1 sonucu gelisen buzdag: adi
verilen ve yiizeysel hasarin minimum derin doku hasarinin ise maksimum
diizeyde oldugu punktur yaralar1 ve

Yanik yaralari olarak siniflandirilir (Pavletic, 2018).

4.3. Akut Yaralar

Iyilesmeyi engelleyen faktdrlerin minimum diizeyde oldugu, aniden olusan

ve beklendigi gibi iyilesme agsamalarindan gegerek iyilesebilen yaralara akut yaralar

denir. Normal yara iyilesme siirecinin 6ngdriilebilir ve beklenen hizinda iyilesmeye

sahiplerdir ve genellikle 2-4 hafta arasinda iyilesen yaralardir. Akut yaralar yaraya
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neden olan etkenin gegici olmasindan dolay1 beklenen siirede iyilesirler (Koyutiirk
& Soyaslan, 2016). Akut yaralar uygun mitojenik aktiviteye, diisiik
konsantrasyonlarda inflamatuar sitokinlere ve MMP'lere, yiksek diizeyde biylime
faktorlerine, yeterli bakteri klirensine ve isleyen fibroblastlar1 olan bir ortama

sahiptir (Malone-Povolny vd., 2019).

4.4 Kronik Yaralar

Akut bir yaranin kendiliginden iyilesemedigi ve normal fizyolojik iyilesmeyi
tamamlayamadigi yaralardir. Yaralarin iyilesmesini engelleyen birgok faktor s6z
konusudur. yilesmesi yavas olan yaralar genellikle kronik yaralar olarak kabul
edilir. Kronik yaralar bazen yara iyilesmesinin bir veya daha fazla agsamasinda
oOzellikle de inflamatuar asamasinda takili kalan yaralardir. Kronik yaralar, normal,
diizenli ve zamaninda bir onarim dizisiyle ilerlemeyen yaralar olmasinin yaninda
genellikle yaygin ve yanlis tedaviye de meyillidir. Kronik yaralarin morbiditesi ve
iligkili maliyetleri, yara 6nleme ve tedavi kilavuzlarinin uygulanmasina duyulan
ihtiyac1 artirmigtir. Iyilesmeye yonelik akut bir yaranm iyilesmeyen kronik bir
yaraya gegisi ile sonuglanan patofizyolojik mekanizmalar belirsizdir. Yarada
gozlenen surekli inflamasyon, anjiyogenezisdeki degisiklikler, diizensiz matriks
birikimi, ndéropati ve bozulmus néropeptit sinyalizasyonu ve hiicresel yaglanma
dahil bir¢ok faktor kronik yara ile iligskilendirilmistir. Bununla beraber bakteriyel
enfeksiyon, biyofilim olusumu ve yara hipoksisi de kronik yaralarin patogenezinde
onemli rol oynamaktadir (Sekil 5). Biyofilim olusumlari kronik yaralarda iyi
belgelenmis olup bozulmus yara iyilesmesinde yaralanmanin ilk agamasindan
itibaren ¢cok 6nemli bir role sahiptir. Biyofilimlerin; bakterileri sistemik
antibiyotiklerden etkin bir sekilde korumasi yaninda polimikrobiyal yapilar1 geregi
diizgiin bir bakteri popiilasyonunu ortadan kaldirabilecek antibiyotiklere karsi da
yaray1 daha az duyarli hale getirdigi acik¢a ortadadir (Narayan vd., 2003; Gosain &
DiPietro, 2004).



Sekil 5

Akut ve Kronik Yara Arasindaki Farklar.
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A. Akut yaralarda gozlenen reepitelizasyon, fibroblast proliferasyonu ve nétrofillerin

enfeksiyon onleyici aktiviteleri ile yeterli anjiyogenezis.

B. Kronik yaralarda gozlenen kalici lokal bakteriyel enfeksiyonlar, yeni kan

damarlarinin olusumunda basarisizlik, zayif anjiyogenez tarafindan engellenen

fibroblast proliferasyonu ve notrofillerin antibakteial aktivitelerinin azalmasi.

4.4.1 Kronik Yara Tipleri

Beseri hekimlikte hasta konforunun kaybi, yasam kalitesinin bozulmasi ve

ekonomik kayiplara neden olan kronik yaralar;

e Basing sonucu gelisen basing (dekibit) lserleri,

e Periferik damar hastaligina bagl arteriyel tlserler,

e Kronik vendz yetmezlik ve kalp yetmezligine bagli venoz ulserler ile
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e Diyabetik periferik ndropati (DPN) ve diyabetik periferik arter hastaligina
bagl diyabetik tilserler olmak tizere siniflandirilirlar (Narayan vd., 2003;
Gosain & DiPietro, 2004).

DPN, yiiksek seviyedeki kan sekerinin sinir hiicrelerine zarar vermesi
sonucu ortaya ¢ikan genellikle ¢coklu sinirlerin etkilendigi bir durumu ifade eder ve
DPN, diyabeti olan kisilerde diger nedenler elendikten sonra periferik sinir
disfonksiyonu semptomlarint gostermesi olarak ayrilir. Duyusal, motor ve otonom
sinirler Uzerindeki etki sz konusu olup hastanin agr1, sicaklik, basing ve dokunma
gibi belirli uyaranlari algilama yetenegi degisir, kiigiik kaslarin1 da etkileyerek
atrofiye neden olabilir. DPN ile iligkili olarak zamaninda tespit edilemeyen
yaralanmalar, DAU (Diyabetik Ayak Ulserleri) gelisimine yol agar (Perez-Favila
vd., 2019). DM (Diyabetus mellitus)’de sinir hasar1 sonucu doku metabolizmasinin
bozulmasi nedeniyle endotelyopati de gelisir. Uzun siireli DM i hastalarin
yaralarinda damar duvarinin bozulmus reaktivitesi; uzak bolgelere akisin
bozulmasina, dokuda AVAs (arteriyovendz anastomozlar) olusmasina neden olur.
Kiigiik damarlarin endotelyal disfonksiyonu; NO ve EDHF (endotelyal kdkenli
hiperpolarize edici faktor) yollarinin inhibisyonu ve endotelin-1 ve oksijen serbest
radikallerinin artan iiretimi nedeniyle gelisir. Diyabetle gelisebilen ndropati ve
endotelyopati diyabet hasta yaralarini savunmasiz yapar (Mieczkowski vd., 2022).

PAD (Periferik Arter Hastalig1); oksidatif stres ile birlikte hipergliseminin
DMl kisilerde mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarin gelisimine
neden olan ileri glikasyon son trdnlerini Uretmesi ile gelisen alt ekstremitelerin
aterosklerotik tikayici hastaligi ile karakterize vaskiiler bir hastaliktir. PAD; arterin
tikandig1, daraldig1 veya zayifladigi ve mikrosirkiilasyonda uzun siireli
inflamasyona ek olarak kilcal damarin kalinlagsmasina yol agarak kilcal damarlarin
esnekligini sinirlayarak iskemiye yol agabilen kademeli bir stireci icerir. PAD tek
basina bir DAU nedeni olmayip ancak DPN, ayak deformiteleri, cilt kurulugu,
travma ve enfeksiyon gibi cesitli risk faktorlerinin kombinasyonunun neden oldugu
hasari siddetlendirerek DAU gelisimine katk1 saglar (Perez-Favila vd., 2019).

Bununla beraber genetik faktorler, radyasyon, immdin sistem disfonksiyonu,
beslenme yetersizlikleri, paraziter ve kronik mantar enfeksiyonlarinda da kronik
yaralar gozlenmektedir. Kronik yaralarin epidemiyolojik tartismalari, terminoloji,
altta yatan hastaliklar (komorbiditler) ve jeo-demografik degisikliklerin yani sira

tedavinin iyilesme egilimi veya etkileri nedeni ile karmasiktir (Falanga vd., 2022) .
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Insanlarda yaygim alt ekstremite yaralari; arteriyel, diyabetik, basing ve
venoz (lserleridir. lyilesmeyen alt ekstremite iilseri olan tiim hastalar; yara yeri,
boyutu, derinligi, drenaji ve doku tipinin belgelenmesi dahil olmak iizere vaskiiler
bir degerlendirmeye tabi tutulmalidir.

Bununla beraber iyilesmeyen atipik yaralardan biyopsi alinmali ve tedavinin
temel dayanagi olan TIME ilkeleri benimsenmelidir. TIME ilkeleri; doku
debridmani, enfeksiyonun kontrolii, yaranin nem dengesi ve yara kenarlarinin
degerlendirilmesi Kriterlerini icerir. Bu genel 6nlemler ele alindiktan sonra kronik
yaralarda tedavi kronik yaranin tipine bagli olarak 6zeldir. Arteriyal iilseri olan
hastalar damar cerrahisi tarafindan gozlemlenmeli, vendz iilseri olanlar alt
ekstremitelerin kompresyon ve yukseltilmesi ile tolere edilebilir bir egzersiz
programina dahil edilmeli, basing iilserleri olanlara etkilenen bodlgede basincinin
azaltilmasi ile ilgili destek saglanmali, diyabetik yarasi olan ve genellikle diyabetik
ayak {llserine sahip hastalarda ekstremitenin yiikiinii bosaltarak ve gerekirse altta
yatan periferik arter hastaligini1 tedavi ederek destek olunmalidir (Bowers & Franco,
2020, Falanga vd., 2022).

5. Diyabet, Diyabet Modeli ve Diyabette Bozulmus Yara Iyilesmesi

Diyabet; pankreasin beta hiicrelerinin yeterli miktarda instlin hormonu
uretememesi veya insulin hormonunun etkili bir sekilde kullanilamamasi1 durumunda
gelisen hiperglisemi ile karakterize kronik progresif metabolik bir hastaliktir.
Diyabet, tan1 konulan en fazla sayida kronik yara olusumuna katki saglayan bir
hastaliktir ve giiniimiizde 6zellikle insan ve evcil memelilerde hizla yayilan yiiksek
morbitide riski tagir. Tanidaki kriter vendz kan glikozunun 200 mg/dI' nin tizerinde
olmasidir (Forouhi & Wareham, 2010; Riedl vd., 2011).

Tip | diyabet (diyabetus mellitus), immun kaynakli pankreasin -hicrelerinin
yikimu ile karakterize olup Tip II diyabette ise B-huicre disfonksiyonu ve instline
kars1 direng s0z konusudur (Alberti & Zimmet, 1998).

Diyabet ve insiilin direnci gelisen hastalarin kardiyovaskiiler hastalik ve
kutanoz Ulser riskleri yiksektir. Oksidatif stres ve hiperglisemi; diyabete bagli olarak
retinopati, nefropati ve noropati gibi mikrovaskiiler komplikasyonlara neden olur
(Egan vd., 2001).

Son yillarda beseri hekimlikte; diyabetik yaralarin 6zellikle de diyabetik ayak

ulserlerinin artan prevalans ve morbiditesine ek olarak yuksek ekonomik maliyetten
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dolay1 yeni terapotik ajanlarin gelistirilmesi iizerine pek ¢ok ¢aligma yapilmis ve
yapilmaya devam etmektedir. 2050 yilina kadar her 3 Amerikan vatandagindan
birinin diyabete bagli DAU gelistirebilecegi bildirilmistir. DAU ler i¢in mevcut
tedaviler arasinda debridman, enfeksiyon kontrolii, nemli yara ortaminin korunmasi
ve basincin uzaklastirilmasi islemleri yer alsa da ¢cok sayida DAU niin iyilesmedigi
ve yillik 31 milyar dolar1 asan bir maliyetle iligkilendirildigi belirtilmektedir.
Diyabetik yaralarda etkili tedavilerin bulunamamasi diyabetik yaralarin karmasik
patofizyolojisine bagli olup standart yara tedavilerinin bu tiir kronik yaralari
iyilestirmede sinirh etkinligi s6z konusudur (Bardill vd., 2022).

Diyabetik hayvan modellerine dayali arastirmalar da dahil olmak iizere klinik
arastirmalarin ve klinik 6ncesi ¢alismalarin rolii, giivenli tibbi iiriinler yaratmak ve
miimkiin olan en hizli iyilesmeyi saglamaktir. Bu amaca ulasmak i¢in; klinik
deneylerin yiiriitiilmesiyle iliskili genis kapsamli diyabetli hastalardaki yara
kosullarini en yakin taklit edecek dogru bir hayvan modeline ihtiya¢ vardir
(Mieczkowski vd., 2022).

Deney hayvanlarinda en sik kullanilan ve kimyasal olarak tip | diyabet
olusumunu indiikleyen ajanlar; alloksan ve streptozotosindir. Alloksan ve
streptozotosin Oncelikle pankreas f-hiicreleri tizerindeki dogrudan sitotoksik etkileri
ile hiperglisemiye neden olur. Streptozotosin; insanlarin tip | diyabeti gibi duyarli
kemirgenlerde de bagisiklik sistemi yikiminin rol oynadig1 nonproliferatif diyabetus
mellitus yaratir (Mieczkowski vd., 2022).

Akut yaralar normal iyilesme zaman cizelgesine sadik kalirken diyabetik
yaralarda bu soz konusu degildir. Normal iyilesen yaralarda; uygun mitojenik
aktivite, diisiik konsantrasyonlarda inflamatuar sitokinler, MMP'ler, yiiksek diizeyde
biliylime faktorleri, yeterli bakteri klirensi ve isleyen fibroblastlar s6z konusu iken
diyabetik yaralarda; diisiik mitojenik aktivite, yiksek diizeyde inflamatuar sitokinler,
MMP'ler, diisiik biiytime faktorleri, biyofilim olusumuna yatkinlik ve yaslanan
fibroblastlar s6z konusudur (Tablo 1), (Bardil vd., 2022).
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Tablo 1.
Akut ve Konik/Diyabetik Yara Iyilesmesi Farkliliklar: (Bardil vd., 2022).

Yara iyilesme faz1  Akut yaralar Kronik yaralar
Hemostaz Trombosit tikag olusumu, yara  Hiicre gogiinde azalma, azalmig biiyiime
bolgesine hucreleri cekmek faktorii salinimi.

icin salman biiylime faktorleri

inﬂamasyon Monositlerin ¢ekilmesi, Yaraya gecikmis monosit ve
nétrofillerin patojenleri ve makrofajlarin ¢ekilmesi,
yabanci cisimleri temizlemesi,  Notrofillerin makrofajlar tarafindan
Makrofajlarin M1 fenotipine diizgiin bir sekilde temizlenememesi,

doniistimii, Notrofillerin ECM proteinlerinin asir1
debridementin yapilmasi bozunmasina neden olan proteazlar
proinflamatuar sitokinler, salgilamasi,
blytme faktorleri ve Uzamig M1 makrofaj evresi, anormal
MMP'lerin salgilanmasi inflamasyon ve hiicresel artiklar ile
Makrofajlarin nétrofilleri apoptotik hiicrelerin uzaklastirillamamast,
temizlemesi. MMP'lerin artan ifadesi,
ECM olusumununun bozulmasi,
Proliferasyon Graniilasyon doku olusumu, Hipoksiye ve reaktif oksijen turlerine
Miyofibroblastlarin (ROT) neden olan zayif damarlagma,
kontraksiyonu, MMP'ler tarafindan asir1t ECM bozulmasi,
Makrofajlarin M2 fenotipine Fibroblast ve keratinosit fonksiyonlarinin
doniigiimii, bozulmasina neden olan hipoksi kosullari.
Anjiyogenez ile fibroblastlarin
¢ogalmasi,
Reepitelizasyonun
gerceklesmesi
Yeniden Epidermal rejenerasyon igin Asirt MMP'ler nedeniyle bozulmus
sekillenme kerati_nos_it g(?(;ij, N _ kollajen olgsumu, .
Kollajenin guclendirilmesi, azalmig epidermal gelisme.

Makrofajlarin hiicresel artiklari
uzaklastirmasi ve ECM'yi
bozmak icin proteaz
salgilamasi.

Diabetes mellitus hastalarinda fibrinolizde azalma ve sitokin dengesizligi ile
yara kapanma surecleri etkilenir. Hiperglisemi; anjiyogenezde azalmaya, keratinosit,
fibroblastlar gibi hicrelerin gocunde azalmaya, yetersiz yeniden epitelizasyona
neden olur ve aynmi sekilde ECM fibroblastlar tarafindan zayif tiretilir ve yetersiz yara
kapanmasina katk1 saglar (Perez-Favila vd., 2019).

Diyabette go6zlenen hiperglisemi, kanda AGEs (gelismis glikasyon son

triinleri) seviyelerinin artmasimna neden olur. Glikasyon son iriinleri, yiiksek
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konsantrasyonlarda ROT (reaktif oksijen tiirleri) ve RNT (reaktif nitrojen tiirleri) nin
olusumuna dogrudan katki saglar. ROT/RNT seviyeleri belirli bir dokunun
antioksidan kapasitesini asarsa dokuda hasar gelisir. Yara iyilesmesinin inflamasyon
asamasinda, ROT/RNTler 6lii doku ve patojenlerin temizlenmesini hizlandirdiklar
icin iyilesmede gereklidir ancak asir1 konsantrasyonlarda ise inflamatuar agamadan
proliferatif agamaya gecisi engeller ve saglikli doku olusumuna engel olur. Akut
yaralarda bulunan bu koordinasyonun aksine kronik yaralardaki proinflamatuar
sitokinler, proteazlar ve biiylime faktorleri gibi sinyal molekiillerinin seviyeleri de
genellikle dengesizdir. Diyabetik-kronik yaralarda yiliksek sitokin konsantrasyonlari,
uzamis inflamatuar evre ve MMP'lerin asir1 iiretimi ECM bilesenlerinin siirekli
olarak bozulmasina neden olur.

Azalmig bliylime faktorleri ve anjiyogenezisde azalma, yetersiz doku
perflizyonuna neden olarak hipoksik ortami indiikler. Arizali 16kosit kemotaksisi ve
fagositozis, bakteri yiikiinlin daha az temizlenmesine ve inatgr biyofilimlerin
olusumuna neden olur ve diyabet hastalarinda koenfeksiyonlara yatkinlik artar.
Bakterilerden kaynaklanan endotoksinler doku hasarini artirarak yara iyilesmesini
daha da bozar. Birgok kronik yarada oldugu gibi, DAU de siklikla tekrarlanan doku
travmasinin bir sonucu olarak gelisir. Diyabette genislemis damarlar, kanin alt
ekstremitelerden yukar1 akisini engelleyerek bacak ve ayaklarda basing artisina ve
dolagimin bolgede azalmasina neden olur. TNF-a ve interlokin konsantrasyonlarmin
DAU lerde akut yaralara gore 100 kat kadar daha fazla oldugu bildirilmistir.
Uzamis bir inflamatuar faz, saghkli bir yarada iyilesme kaskadinin baslamasini
isaret edecek biiylime faktorlerinin salimimim etkin bir sekilde atlar ve diyabetik
hastalarda ayrica istilaci patojenlere karst bozulmus bir bagisiklik tepkisinden

kaynaklanan enfeksiyonla savagsma yetenegi de bozulur (Sekil 6) (Bardil vd., 2022).
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Sekil 6
Akut ve Diyabetik Yara lyilesmesi Arasinda Farkliliklar (Bardil vd., 2022).
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Enfeksiyon, DAU hastalarinda polimorfoniikleer hiicrelerin degismis
fagositoz ve bakterisidal aktivitesine, monosit/makrofajin bozulmus kemotaksis ve
fagositoz fonksiyonlarina, monositler tarafindan anormal sitokin Uretimine neden
olur ve diyabetik hastalarin 6zellikle direngli patojenler tarafindan enfeksiyonlara

kars1 duyarliliginda rol oynar (Perez-Favila vd., 2019).

5.1. Diyabetik Yara Iyilesmesinde Guncel Yaklasimlar

Son yillarda diyabetik yara iyilesme mekanizmalar1 konusundaki bilgi
inanilmaz bir sekilde artmis olsa da klinik diyabetik yara yonetiminde karsilanmamis
ihtiyaclar hala mevcuttur. Diyabetik yaranin patolojisinin daha iyi anlagilmast;
taninin daha hizli, tedavinin daha kolay ve ucuz yapilmasini saglayabilir. Diyabetik
hastalarin popiilasyonu artarken, kronik yara yonetimine artan bir ihtiyag S0z
konusudur (Burgess vd., 2021).

Diyabetik yara iyilesmesinde son yillarda siirekli giindeme gelen tedaviler
arasinda;

v' Topikal jel bazli biyomateryaller,

v Mezenkimal kok hiicre ve ekzozom uygulamalari
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Topikal biiyiime faktorleri kullanimi,

Topikal mezenkimal kok hiicre ve ekzozom kullanimu,

Topikal instilin kullanima,

Topikal ozon kullanimi,

PRP (Trombositten Zengin Plazma) ve trombositten zengin jel kullanimu,
HBOT (Hiperbarik Oksijen Tedavisi),

Elektrik stimtlasyonu,

Diistik frekansli ultrason,

Ekstrakorporeal sok dalga tedavisi ve

D N N N N Y N N NN

NO (nitrik oksit) uygulamalar1 yer almaktadir. Bu ¢aligmalarm hepsi de ileri ve
kombine arastirmalara ihtiyag duymaktadir (Burgess vd., 2021).

Mikrobiyal flora ve cansiz dokunun uzaklagmasini saglayan Lucilia cuprina
larva tedavisi, inflamatuar fazin kisalmasini tesvik eden diisiik seviyeli lazer tedavisi

(LLLT) de bu yaklasimlar arasinda sayilabilir (Perez-Favila vd., 2019).

5.1.1. Topikal Jel Bazh Biyomateryaller

Yara onarimi i¢in matriks olarak kullanilan biyomateryaller hidrojel, bandaj,
kopiik ve film olarak kullanilir ve kdkenlerine gore dogal veya sentetik olarak
smiflandirilir (Perez-Favila vd., 2019). Hem dogal hem de sentetik malzemeler,
hiicre iskelesi ve ila¢ dagitimi gibi 6zel uygulamalardan gecirilerek kimyasal olarak
degistirilebilir materyallerdir. Bu amagla kullanilan biyomateryaller; ylksek su
icerigi, ECM'yi taklit etme, yara yiizeylerini 6rtme yetenegi ve doku rejenerasyonunu
destekleme 6zelligine shiptir.

Dogal biyomalzemeler arasinda kollajen, jelatin, ipek, kitosan, seliiloz,
aljinat, hyaluronik asit, kitin, elastin ve hiicresizlestirilmis ECM bulunur. Dogal
malzemelerin daha iyi hiicre baglamasina, s1izmasina izin verdigi, dogal doku
yapisini, islevini taklit ettigi ve diisiik inflamatuar tepkilere neden odugu bilinmesine
ragmen dogal enzimler tarafindan hizla bozunma, zayif mekanik 6zellikleri
nedeniyle klinik kullanimlar1 sinirhdir.

Bununla beraber yaygin olarak kullanilan sentetik malzemeler arasinda; PEG
(poli etilen glikol), PU (polilretan), PLA (polilaktik asit), PLGA (polilaktid-ko-
glikolit) ve PCL (polikaprolakton) sayilabilir (Perez-Favila vd., 2019).

Kitosan ve Aljinat diisiik maliyeti, yiiksek kullanilabilirligi ve biyouyumlu

ozellikleri nedeniyle doku miihendisliginde siklikla kullanilan malzemelerdir.
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Zwitteriyonik monomerlerin polimerizasyonuna dayali hidrojel olan zwitteriyonik
jeller, diyabetik yara iyilesmesinde inflamatuar yanit1 azaltirlar. MDP (multidomain
peptit hidrojel) ler gibi diger peptit/protein bazli yaklagimlar, kronik yaralarin
tyilesmesini hizlandirmak i¢in kullanilmistir. MDP hidrojelleri siringalara
yuklenebilir ve kolayca yaralara verilir. Diyabetik yara tedavisinde
karboksimetilseliiloz ve propilen glikolden olusan bir antibakteriyel jel yara
kapanmasini desteklemistir. Kronik yaralarin tedavisi i¢in iiretilmis vulnamin jel;
hyaluronik asit, amino asit, glisin, lizin, prolin ve 16sinden kuruludur. Icerdigi amino
asitler kollajen ve elastin sentezi igin 6zellikle 6nemli olup, eNOS, TGF-p1
belirteclerini artirir ve inflamatuar hiicre sayilarii ve iNOS seviyelerini azaltir.
Noropatik bacak {ilseri olan 30 diyabet hastasinda uygulanmis ve yara kapanma
oranlarin1 6nemli dl¢iide iyilestirdigi goriilmiistir.

ROT un yara iyilesme siirecinde kritik bir rol oynadigi nétrofil, monosit ve
makrofajlar tarafindan salgilandigi, anjiyogenezin yani sira bakteri ve diger
mikroorganizmalarla savasan detoksifikasyon i¢in 6nemli oldugu bilinmektedir.
Kronik yaralar, ECM proteinlerinin bozulmasina neden olan artmis ve siirekli ROT
seviyelerine sahiptir. Bu nedenle, ROT'u hedeflemek, kronik yaralar i¢in umut verici
bir yaklasim sunar. Edaravone ile yiikklenmis aljinat bazli bir nanokompozit hidrojelin
serbest radikal yakalama 6zelliklerine sahip oldugu gézlenmis ve kullanim sonunda
diyabetik yaralarda iki kat iyilesmesini hizlandirdig1 da belirtilmistir.

RAS (Renin-anjiyotensin-sistemi); inflamasyonu, kollajen birikimini ve
TGF-p sinyal yolunu diizenleyerek diyabetik yara iyilesmesinde rol oynadigi igin
anjiyotensin reseptor blokerlerinden Valsartanin yara iyilesmesinde kullanimi ilgi
¢ekmistir. Diyabette, artmis ATIR (anjiyotensin tip | reseptorii) ve azalmig AT2R
(anjiyotensin tip Il reseptori) ekspresyonu gozlenir. Bu reseptorlerin oranlarindaki
degisiklikler, kollajenin pargalanmasi ile diyabetik yara iyilesmesini riske sokar ve
valsatran ile yapilan ¢aligmalar diyabetik domuz yaralarinin plasebo grubuna gore
%75 oranda artmis yara kapanma hizi oldugunu gostermistir.

Desferrioksamin de anjiyogenezi destekleyen bir ilag olarak DAU'larn
tedavisinde iyilesmeyi destekledigi bildirilmistir. Glimiis nanoparcaciklarin yarada
kullanimi kronik yaralarda hizlandirilmis iyilesme gostermistir. Giimiis iyonlar1 ve
AgNP (giimiis nanopartikiil) ler yarada bakteriyel direncin énlenmesinde dnemli
antibakteriyel ve antifungal etki sergilerler. Levofloksasin nanoemiilsiyonu;

bakteriyel enfeksiyonlari tedavi etmek igin yaygin olarak kullanilan bir ilag olup



26

DAU enfeksiyonlarryla iliskili bakteri seviyelerini azaltmak icin hastalara oral olarak
uygulanmistir. Bu jel ile tedavi edilen Staphylococcus aureus ile enfekte diyabetik
si¢an yaralari, 12 giin sonra neredeyse tam yara kapanmasi, artmis kollajen sentezi
gostermistir. Kronik yaralarda test edilen bu ¢ok ¢esitli nanopartikiil yaklagimlari,
topikal olarak uygulanan jel tedavilerine dahil edilmeleri i¢in daha fazla aragtirmaya
izin vermelidir.

Kronik yaralarda test edilmis bilinen antioksidan ve anti-apoptotik etkilere
sahip olan C vitamini, olumlu yara iyilestirici 6zellikleri nedeniyle ¢esitli bitkilerden
ekstrakte edilmisgtir.

Mangiferin, mango agaci gibi bitki tiirlerinde bulunan dogal bir bilesik olup
bu polifenol, ROT'un baskilanmasi yoluyla antioksidasyon ve antiinflamatuar etkiler
sergiler. Diyabetik si¢an yaralari mangiferin jeli ile tedavi edildikten sonra oksidatif
stresin azaldigi, graniilasyon dokusu olusumunun arttig1 gozlenmistir.

Gozlendigi lizere hidrojeller, doku rejeneratif uygulamalarinda kapsamli bir
sekilde calisilmakta ve yiiksek su icerikleri ve yaralart nemli tutma yetenekleri
nedeniyle diyabetik yara iyilesmesinde ¢ekici hale gelmeye devam etmektedir.
Hidrojeller ¢oklu sentez mekanizmalarina, ayarlanabilir mekanik 6zelliklere,
hicresel veya ilag iletimi i¢in kapsiilleme yetenegine sahiptir. Topikal jellerin diger
tedavi yaklagsimlarina gore avantajlari; uygulama kolayligi, daha az invaziv olmalari,
terapotik maddenin yara ile daha fazla dogrudan temasi ve terapdtiklerin sistemik
verilmesinden kaginmayi igerir.

Bunun yaninda sinirli mekanik gii¢, artan bozunma orani dahil olmak iizere
topikal jellerin kullanimina iligkin sinirlamalar vardir. Polimer sentezindeki diger
ilerlemeler, biyolojik tepkileri etkilemek adina dogal sinyallere yanit verebilen yeni
nesil "akilli" hidrojellerin gelistirilmesine yol agacaktir. DAU igin topikal jel
tedavileri, arastirma ortamlarinda kapsamli bir sekilde incelenmis ancak sadece tek
bir topikal jel (Regranex) 6zellikle DAU tedavisi i¢in FDA onayi ile kullanima
sunulmustur (Bardill vd., 2022).

5.1.2. Mezenkimal Kék Hucre ve Eksozom Uygulamalar:

Kemik iligi, yag dokusu, gobek kordon kani, sinir dokusu veya dermisten
elde edilebilen mezenkimal kok hiicreler, baska hiicrelere farklilasma, sitokin,
kemokin ve blyiume faktorleri dahil olmak tizere ¢ok sayida mediator salgilama

yeteneklerinden dolay1 yara iyilesmesinde bazi avantajlara sahiptirler.
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Kronik yaralarin tedavisinde kdk hiicre klinik uygulamalarinda; klinik
kanitlarin ¢ok sinirlt olmasi ve vaka bazli olmalart nedeni ile kullanimi i¢in kapsamli
kilavuzlarin eksikligi s6z konusudur. Yag dokusu kaynakli mezenkimal stromal
hlcrelerin oto-transplantasyonu, kronik vendz tlserlerin tedavisinde glvenli ve

alternatif bir yontem olarak 6nerilmistir (Hoang vd., 2022).

Bununla beraber kok hiicrelerin uygulanmasina yonelik klinik arastirmalar;
hyaluronik asit, kollajen veya diger biyopolimerik materyallerden olusan sentetik
ECM lerin kullaniminin da yolunu agmustir. Bu gelistirilen matriksler sadece yara
oOrtiisii saglamakla kalmayip ayn1 zamanda kok hiicrelerin kontrollii salinimi da
saglar. ADSC (Adipoz dokudan tiiretilmis kok hiicreler), hiicre proliferasyonunu ve
epitelizasyonunu artiran parakrin ve otokrin etkilere bagli olarak umut verici yara
iyilestirme yetenekleri gostermistir. BMSC (Kemik iligi kaynakli kok hiicreler),
TGF-B1 salgiladiklar i¢in diyabetik yaralar i¢in ¢ekici bir tedavi secenegi olmustur.

Hiicresel islev ve iletisim i¢in 6nemli olan niikleik asitleri ve proteinleri
iceren hiicresel salgi tirlinleri olan eksozomlar da azalmig immiin rejeksiyon da dahil
olmak iizere hiicresel terapilere gore faydalar gostermistir. Eksozomlarin terapotik
etkisinin, yapi iskelesi 6zellikleri i¢in kullanilan jel malzemeleriyle birlestirildiginde
yaralamadan 2 hafta sonra tam yara kapanmasinin yani sira artmis epidermal biiylime
faktor, artmig anjiyogenez ve Kollajen tiretimi gozlenmistir. Bitkisel/anti-oksidan
molekiillerle yiiklii topikal jeller de yara iyilesmesinde ¢alisilmistir (Bardill vd.,
2022).

5.1.3. Buyume Faktorlerinin Kullanim

Buytme faktorleri (VEGF, PDGF ve FGF) nin kronik yaralarda asag1 regiile
edildigi bilindigi i¢in bilylime faktorleri ve sitokinlerin topikal olarak
uygulanmasinin yara iyilesmesine katki saglayacag fikri dogmustur. Bunlar genel
anlamda yara iyilesmesine in vivo olarak; inflamatuar hiicrelerin ve fibroblastlarin
yara bolgesine alinmasini tesvik ederek, hiicresel proliferasyonu uyarmak i¢in
mitojenler gibi davranarak, anjiyogenezi ve kan damarlarinin yenilenmesini
uyararak, ECM sentezini kolaylastirarak, sitokinleri etkileyerek katki saglarlar.
Bununla beraber ekzojen olarak kullanima giren tek ticari preparat vardir. Bu
iriinlerin kullanimindaki basarisizliklar tasarim sinirlamalari, zayif hasta uyumu,

sistemik etki, immunojenite riski, proteolitik bozulma ve ¢evre doku tarafindan
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olusan yanitin ve iyilesme desteginin degiskenligi olarak siralanmaktadir ve bu
proteinlerin agik yarada tedavi edici seviyeye ulastirllamamasina neden olmaktadir.
Iyilesmeyi destekleyen fiziksel ortamda protein tutma ve iletme kabiliyeti olan dogal
biyomateryaller, bu sinirlarin iistesinden gelmek i¢in kutandz yaralarda umut vadeder

(Berry-Kilgour vd., 2021; Bardill vd., 2022).

Bagisiklik hiicreleri tarafindan iiretilen kemokinler ve sitokinler; parakrin ve
otokrin sinyalleme ile hiicresel fonksiyonlar: diizenleyen kemoatraktan 6zelliklere
sahip olup kronik yaralarda diizensiz miktarlarda eksprese olduklar1 bilinmektedir.
IL-8 sitokinleri, kolay uygulama icin puskirtilebilir 6zelliklere sahip yaban turpu
peroksidaz ile ¢apraz bagli bir jelatin hidrojeli i¢inde kapsiillenmis ve diyabetik sican
yaralarinda uygulanmig yara bolgesinde artmis yara epitelizasyonunu, anjiyogenez ve

kollajen birikimini desteklemistir.

P maddesi, diyabetik yaralarda kronik inflamasyonun azalmasinda rol
almaktadir. P maddesi; IL-10, VEGF, TFG-B1ve eNOS ekspresyonunu artirarak ve
kollajen gelisimini artirarak diyabetik sicanlarda yara kapanmasini 6nemli 6lgiide

hizlandirir.

Diyabetik yaralarda potansiyel yara iyilestirme 6zelliklerine sahip olan opioid
biiylime faktorii reseptor yollarini bloke eden bir opioid reseptdr antagonisti olan

Naltrekson (NTX) da ¢alisilmuistir (Bardill vd., 2022).

5.1.4. Topikal Insiilin Tedavisi
1980 yilinda Tip 1 diyabet hastalarinin tedavisi i¢in kullanima sunulan bir peptit
hormon ve buytime faktori olan instlinin ‘son yillarda hasarli bir yarada insiilin
sinyal yolunun yara onarimindaki’ potansiyel roliine isaret edilmis ve hasarl
yaralarda da topikal olarak kullanimi1 giindeme gelmistir (Abdelkader vd., 2016;
Ozaydin vd., 2018)

Insiilinin yarali dokularda epitelizasyonu ve inflamatuar yanitlari
duizenlemesinin yaninda yaralarin iyilesmesi i¢in endotelyal hiicre go¢iinii ve
endotelyal tlip olusumunu uyarmasiyla birlikte anjiyojenik etkisi de gosterilmistir
(Wang vd., 2019). Diyabetik olmayan hayvanlarda IGF-I ile tedavi edildikten sonra,
IGF-I ile tedavi edilen diyabetik hayvanlara kiyasla miyofibroblastlarin
ekspresyonunun daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu durum, diyabetik hayvanlarda
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IGF reseptorii ekspresyonunda bir azalmaya isaret etmis olup diyabetik yara
iyilesmesinde sinirli da olsa klinik kullanimda yerini almaktadir (Achar vd., 2014).
Insiilin yiiklii nanopartikller, serbest instilin uygulamasina kiyasla yara bolgesinde
daha uzun temas suresi saglayarak hidrojel-insilin tedavisinin serbest insilin
tedavisine kiyasla yara alanin1 %29.15 orannda azalttig1 belirtilmistir (Bardill vd.,
2022).

5.1.5. Trombositten Zengin Plazma (PRP) ve Trombositten Zengin Jel
Uygulamalar

PRP ve trombositten zengin jel iiriinlerinin kronik yaralarin iyilesmesini
hizlandirdig1 30 yildan fazla bir suredir rapor edilmektedir. Bu drunler; PDGF, TGF-
B1 ve EGF gibi bllyime faktoriinii uyarir, kemotaksiyi uyararak dokulart yeniler ve
antimikrobiyal etkilere sahiptir. Allojenik PRP, otojenik PRP'den ¢ok daha az
arastirilmis ancak diyabetik kronik yaralar i¢in etkili ve giivenli bir tedavi olarak
belirtilmistir. PRP, farkli aktivatorlerle birlestirilerek enjeksiyon veya jel formlarinda
kullanilmaktadir. Trombosit tiriinlerinin, DAU hastalarinda iyilesmegi uyardigi
bildirilmistir (Burgess vd., 2021).

5.1.6. Hiperbarik Oksijen Tedavisi

1960'arin ortalarinda kronik yara tedavisine ek bir tedavi se¢enegi olarak
onerilmis olup belirli bir basin¢ ortaminda yaralarin % 5 oksijene aralikli olarak
maruz kalmasini igeren bir yaklasimdir. Oksihemoglobin seviyelerinin artmasina

yara bolgesinde gelisen hipoksik ortamin diizeltilmesine neden olur (Hoang vd.,
2022).

5.1.7. Elektrik Stimulasyonu

Kronik yara iyilesmesi i¢in gelistirilen ve sik ¢alisilan bir biyofizik
tedavisidir. Vazodilatasyonu tesvik ederek damar gegirgenligini arttirir boylece yara
bolgesine hiicresel hareketi kolaylastirir. Caligmalar, elektrik stimiilasyonundan
sonra bakteriyel proliferasyonda bir inhibisyon oldugunu da gostermistir.
Proliferasyon fazinda bu tedavi yontemi; endotel hiicre, keratinosit, miyofibroblast

ve fibroblastlarin gdgiinii, proliferasyonunu ve farklilasmasini arttirir. Ozellikle de
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miyofibroblastlarin kontraktilitesini artirarak tip III kollajeni tip I'e donistiiriir ve
kollalen lifleri yeniden dizenler (Hoang vd., 2022).

5.1.8. Diisiik Frekansh Ultrason

Ozellikle de kronik yaralar i¢in yardime1 bir tedavi olarak nerilir. Nekrotik
dokuyu uzaklastirici etkisi 6n planda olup ayrica in vitro biyofilim bozulmasina
neden olur. Kollajen sentezini uyarmada, anjiyogenezi artirmada, inflamatuar fazi
azaltmada ve hiicresel proliferasyonu tesvik etmede etkili oldugu 6ne stiriilmektedir

(Hoang vd., 2022).

5.1.9. Ekstrakorporeal Sok Dalga Tedavisi (ESWT)

Akustik darbeli enerjiyi dokulara ileterek yara iyilesmesine yardime1 olur.
YoOntemin anjiyogenezi artirdigi, dolagimi uyardigi, anti-enflamatuar yanit1 azalttigi
ve sitokin ve biiylime faktor reaksiyonlarini yukari regiile ettigi bildirilmistir.
Bununla beraber ESWT'nin diyabetik ayak Ulseri olan hastalarda hiperbarik oksijen

tedavisinden daha faydali oldugu bildirilmistir (Hoang vd., 2022).

5.1.10. Topikal Ozon Tedavisi

Ozon tedavisi; bakteri, viriis, mantar, maya ve protozoalarin inaktivasyonunu
ile oksijen metabolizmasinin uyarilmasini igerir. Diyabetik yaralar genellikle
viicuttaki oksidatif stresle iliskilendirildigi i¢in O3z'in antioksidan sistemini aktive
ederek glisemi seviyesini etkiledigi ve sliperoksit dismutaz (SOD)" aktive ederek
organik peroksit seviyelerini normallestirerek oksidatif stresi engelledigi
gosterilmistir (Elvis & Ekta, 2011). Ozonize pomat uygulamalarinin diyabetik
yaralarda bakteri kaynakli biyofilim olusumunu engelledigi, yara iyilesmesini
hizlandirdig: belirtilmistir (Silva vd., 2021; Gungor vd., 2022).

5.1.11. Nitrik Oksit (NO) Tedavisi

Yara iyilesme siireclerinde endojen NO nun rollerinin 1990 11 yillarda
tanimlanmasindan sonra NO, kronik yaralarin tedavisi i¢in terapotik bir ajan olarak
onerilmistir. Diyabetik yaralarda yetersiz NO, yara iyilestirici hiicre tiplerinin goc¢iinii
ve hareketini engellerken, enfekte yaralarla iligkili agir1 NO da daha fazla doku
hasarina neden olur. Bu nedenle NO’nun modiilasyonu, bozulmus yara iyilesmesinde

bir ¢6ziim olarak 6n gorulmektedir (Yang vd., 2015).
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Diyabet sirasinda pankreas B-hiicreleri tarafindan insiilin salgilanmas1 ve
viicut hiicrelerinin insiiline tepkisinin 6nemli élgiide azaldig: bilinmektedir. insiilin
salgilanmasi ve sinyallesmenin 0zellikle NO seviyelerine bagli olmast NO
olusumundaki herhangi bir degisikligin diyabet etiyolojisini de etkileyebilecegini
diistindiirmiistiir. Endojen olarak L-arginin sentezi azaldiginda ve NO'nun O:ile
etkilesimi arttiginda yetersiz miktarda NO salinir ve diyabet sirasinda, plazmada L-
arginin seviyesi biiylik ol¢iide diistiigii icin NO ile iliskili yolaklarin olusumu ve
isleyisi azalir. Hayvan diyetindeki arginin takviyesinin, artan kollajen birikimi ve
yara direnci kirma giicii agisindan degerlendirilmesinde yara iyilesmesini artirdigi

gosterilmistir (Seifter vd., 1978).

NO’ nun enerji diizenlenmesinde ve vasodilatasyonda 6nemli bir role sahip
oldugu, vaskiiler rahatsizliklar1 azalttig1 ve yluksek miktarlarda L-arginin pankreas -
hiicrelerinin rejenerasyonuna katki sagladigi ve insiilin iiretimini de artirdigi
bilinmektedir (Lajoix vd., 2001). Diger bir énemli faktoriin de NO'nun azalmis
biyoyararlaniminin hiperglisemi ve hiperlipidemi ile baglantili olmasidir (Batinic
vd., 2010). Oksijen eksikligi ve NO saliniminin azalmasi; mikrobiyal kolonizasyona,
anjiyojenik aktivitenin azalmasina veya yokluguna neden olan biiyiime faktdrlerinin

eksikligine veya yetersiz salgilanmasina katkida bulunur (Martinengo vd., 2019).

Diyabetik hastalarda yaralarin iyilesme siirecinin gecikmesinin bir diger
onemli nedeni ise; hipergliseminin endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) aktivitesini
bozmasi ve dolayisi ile azalmig NO’nun NO’yu serbest birakan azalmis anjiyogenez
ile baglantili olmasidir (Zahid vd., 2019). Uzun siireli inflamasyonun ayni1 zamanda
yara dokusunda SDF-1a (stromal hiicre kaynakli faktor-1 o)) nin ekspresyonunu
azaltarak yara iyilesmesini geciktirmesi s6z konusudur. DM sirasinda,
makrofajlardaki fenotipik degisiklikler diyabetik yaralarin inflamatuar profilini artirir
ve bdylece anjiyogenez ile ilgili mRNA ekspresyonunda bir azalma anjiyogenezise
katki sunan VEGF basta olmak iizere biiylime faktdrlerinin az salinimi gézlenir

(Zahid vd., 2021).

NO’nun yara iyilesmesinde terapdtik ajan olarak kullanimi, endojen
rezervuarlardan NO Uretmek ve ekzojen kaynaklardan NO ile dozlama olmak tizere
iki sekilde katagorize edilir. Endojen kaynaklardan NO {iretimi, NOS izo enzimi i¢in

bir substrat olarak L-arginin takviyesi ile veya NOS izoenzimlerinin 6zellikle
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iNOS'un inhibisyonu ile gergeklestirilebilir. Eksojen NO'nun yaraya dozlanmasi ise
asitlestirilmis kosullar (asitlendirilmis nitrit kremlerle yapilan tedaviler) veya gaz
halinde NO uygulamalari ile olmaktadir. Bununla beraber kiiglik molekdlli NO salan
dondorler (polimer, jel ve sargilar i¢inde kapsiillenme yoluyla) yaralara dogrudan
uygulanabilir. NO dondrleri ayrica makromolekiiler yapi iskelelerine kimyasal olarak
baglanabilir bu da kararsiz NO dondrlerine potansiyel olarak daha fazla stabilite
saglayarak NO'nun hedeflenen bdlgeye, ayarlanabilir sekilde verilmesine yardime1

olur.

Hem endojen hem de ekzojen terap6tik NO dozajinin amaci, kronik yaralarda
inflamasyonu ve dokunun yeniden sekillenmesini diizenlemektir. NO'nun yara
iyilesmesiyle ilgili biyolojik aktivitesi hakkindaki bilgi giin gectik¢e artmaya devam

etmektedir.

Herhangi bir NO bazl yara tedavisinin iyilesmeye olan etkisi; NO yukine ve
konsantrasyonla ilgili olarak iletim stresine bagimlidir. Mikromolar NO
konsantrasyonlari, patojenin klirensi ve proinflamatuar sinyaller ile iliskiliyken,
pikomolar NO konsantrasyonlar1 doku rejenerasyonunu ve iyilesme siirecinin
¢oOziilmesini uyarir. NO salma 6zelliklerine sahip malzemeler i¢cin hem artmis hem de
azalmis inflamatuar hiicre sayilari bildirilmis ancak karsit sonuclarin NO salinim
kinetigi veya diger faktorlerin bir sonucu olup olmadigini anlamak i¢in inflamatuar
hiicre sayis1 ve diger yara iyilesme belirtecleri tizerindeki NO akisinin daha kesin bir
degerlendirilmesinin gerekli oldugu diisiiniilmektedir. Tlgili NO kinetik
parametrelerinin dogru 6l¢iimii ve raporlanmasi hem sonuglarin hem de belirli NO
bazli terapotik uygulamanin en iyi sekilde nasil gerceklestirileceginin anlagilmasi
icin 6nemlidir. NO saliniminin in vivo ortamlarda kullanilmasi i¢in daha fazla
calisma yapmak gereklidir. Hem in vitro hem de in vivo olarak NO saliniminin
kinetik profilinin ¢ikarilmasini kolaylastiran yontemler; normalize edilmis NO ytikdi,
yarilanma omrii ve toplam salinim siiresi dahil olmak iizere 6nemli kinetik
parametrelerin tanimlanmasini saglayacaktir. Kinetik parametrelerin standart olarak
raporlanmasi, farkli laboratuvarlarda gelistirilen NO donér sistem/malzemelerinin
daha kolay karsilagtirilmasini kolaylastiracak ve ayni zamanda yara iyilesmesi gibi
belirli bir endikasyon i¢in ideal NO salinim kinetik profili hakkinda daha kesin

sonuglara varilmasini saglayacaktir (Yang vd., 2015).
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Yapilan arastirmalar sonucu; hiperglisemi sirasinda eNOS aktivitesi
etkilendigi i¢in eksojen kaynaklardan topikal NO teminine ihtiyacin ortaya ¢iktigi
sonucuna varilir. Bu ihtiyag; nanopartikiller icinde kapstllenen NO nun sentetik
ECM ve polimerik hidrojellere yuklenmesi (Ahmed vd., 2022) veya Ekzojen NO
Ureten kaynaklardan (CAP /Soguk Atmosferik Plazma) NO dozlama ile saglanabilir
(Rezakhanlou vd., 2011; Ciiriikoglu vd., 2023).

6. Nitrik Oksit (NO), Yara Iyilesmesi Uzerine Etkisi ve NO Kaynaklar

NO (nitrik oksit); norotransmisyon, kan basinci kontrolii, timor hiicrelerini
oldiirme yetenegi ve yara iyilesmesi dahil olmak lzere birgok fizyolojik siirecte
biyolojik haberci olarak hizmet eden nispeten kararsiz iki atomlu bir serbest radikal
ve ¢ok cesitli fizyolojik siireclerde biyolojik haberci olan inorganik endojen bir
gazdir. NO, bir nitrik oksit sentaz (NOS) enzim ailesi tarafindan L-argininin
oksidasyonundan sonra dretilir ve NO izoenzimleri nNOS, iNOS ve eNOS olarak
stralanir.

Neuronal NOS (nNOS-Tip I NOS), iskelet kas1, noronlar, pankreas ve
bobrekde tespit edilen ilk izo enzimdir.

Indiiklenebilen NOS (iNOS-tip 11 NOS) izoenzimi normalde, dinlenme
halinde hiicrelerde bulunmaz ancak endotoksin, bazi sitokinler ve mikrobiyal iiriinler
tarafindan indiiklenir. Doku yaralanmasindan sonra iNOS'un yukar1 regiilasyonu ve
artan lokal NO iiretimi normal yara iyilesmesini olumlu yonde destekler. iNOS
tarafindan tiretilen NO 6nemli bir konak savunma mekanizmasidir. Makrofaj,
notrofil, lenfosit, vaskuler endotelyal hiicre ve diiz kas hucreleri inflamatuar
sitokinlere veya endotoksine maruz kaldiklarinda NO sentezler. Yara iyilesme sureci
stirasinda iNOS yolunun inhibe edilmesinin kollajen sentezinde, epitelizasyonda ve
NO tiretiminde kademeli bir azalmaya neden oldugu, iNOS yolunun yara iyilesme
stireci icin bir sinyal molekuli olarak gorev yapan NO dretmek igin argininin
metabolizmasina yardimei oldugu belirtilmistir (Shi vd., 2000).

Endotelial NOS (eNOS-tip III NOS) izoenzimi faydali vaskiilojenik
etkileriyle dogal olarak yara iyilesmesine yardime1 olur. Endotel, diiz kas, epitel
hicreleri, fibroblastlar, kardiyak miyositler, hepatositler ve makrofajlar dahil olmak
Uzere bir¢ok farkli hiicre NO iiretir ve membran kanallarindan veya reseptorlerden
bagimsiz olarak hiicreler arasinda hareket eder ve ¢ok ¢esitli molekiiler hedeflerle

reaksiyona girer (Ahmed vd., 2022).
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NO donorleri yoluyla NO saglanmasi yara iyilegsmesini hizlandirirken, NOS
inhibitorlerinin iyilesmesini geciktirdigi iNOS eksikligi olan farelerde iNOS gen
transferi ile yara iyilesmesinin diizenlendigi, anjiyogenez ve kollajen sentezini tesvik

ederek yara iyilesmesine katkida bulundugu bildirilmistir (Ahmed vd., 2022).

Surekli olarak endojen iiretilen NO yara iyilesme siirecine dogal olarak katki
sagladig1 gibi hidrofobik NO donorlerinin eksojen olarak uygulanmasi da yara
kapanma siirecini biiyiik 6l¢iide hizlandirir. Yarali bolge tizerinde NO kullanimi,
inflamasyonu azaltir ve kronik yara iyilesme stirecini hizlandirir. Endotel hiicrelerin
proliferasyonunu tesvik ederek anjiyojenik aktiviteyi destekler. Antimikrobiyal bir
ajan olarak hareket ederek yara iyilesme aktivitesini kuvvetli bir sekilde arttirir ve
hiicrelerin yarali blgeye gogiinii tesvik eder (Kumar vd., 2017). Inflamatuar
asamadan yaranin yeniden yapilanmasina kadar NO, hem iNOS hem de eNOS
tarafindan tretilerek yara iyilesmesinde bir¢ok dnemli rol oynar. Erken yara
onariminda sitostatik, kemotaktik ve vazodilator etkiler gosterir, birkag hiicre tipinin
proliferasyon ve diferansiyasyonunu diizenler, kollajen birikimini ve anjiyogenezi

module ederek yara kasilmasini etkiler (Schwentker & Billiar, 2003).

6.1. Yara Iyilesmesinde Soguk Atmosferik Plazma INO Uygulamalart

Tum diinyada insan hastaliklarinin tedavisine farmasotik bir ajan olarak
eksojen NO gazi uygulamasina 6nem verildigi gézlenmektedir (Bryan, 2015; Krausz
& Friedman, 2015).

Bugune kadar klinik pratikte gaz NO ilk olarak, persistant pulmoner
hipertansiyonun tedavisinde (Clark vd., 2000), ikinci olarak da yara ve
inflamasyonun tedavisinde (Shekhter vd., 1998; Shekhter vd., 2005) kullanilmistir.

Soguk atmosferik plazma ad1 verilen diisiik akimli bir DC arkinda atmosferik
havadan kimyasal bir yontemle NO elde eden ilk cihaz (Plason) ile NO tedavisi 2000
li yillardan bu yana akut ve kronik yaralarin tedavisinde kullanilmaktadir. Klinik
deneyler sonucu; gaz NO nun yara iyilesmesini belirgin bir sekilde hizlandirdig,
kronik yarada inat¢1 inflamasyonu gerilettigi ve bakteriyel kontaminasyonu azalttig:
bildirilmistir (Shekhter vd., 1998; Shekhter vd., 2005; Reshetovvd., 2000;
Krotovsky vd., 2002; Lipatov vd., 2002; Chirikovavd., 2003; Shulutko vd.,
2004; Vasilets vd., 2015; Marakhonich vd.,2016; Achkasov vd., 2018).
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Cihaz tarafindan iiretilen NO igeren gaz akisiyla 318 diyabetik ayak Ulserli
hasta tedavi edilmis ve ¢alismanin 7. giiniinden sonra, konvansiyonel tedavi
yontemleriyle karsilastirildiginda, yara iyilesmesinin hizlandig1 ve bakteri yiikiiniin
azaldig bildirilmistir (Shekhter vd., 1998; Fridman vd., 2008; Suschek & Oplander,
2016).

Ozellikle, terapédtik miktarda NO'nun bir diigmeye dokunarak kullanilabilir
hale getirilmesi kavram1 oldukc¢a umut vericidir, dengesiz ve pahali NO donorlerine
ve asitli nitrit gibi geleneksel NO salinimi yapan sistemlerine kiyasla bir¢ok avantaj
saglar. Bununla beraber SAP kaynaklar1t NO salinim sistemleri olarak kullanilirken,
kritik bir dezavantaj da SAP 1n ayn1 zamanda NO'yu dogrudan ve dolayli olarak
tutan yuksek seviyelerde ROT icermesidir. Bundan dolay1 ROT seviyelerini
minimize etmek ve teknik yollarla NO seviyelerini maksimize etmek 6nemlidir.
Bagka bir segenek, antioksidanlarla SAP kaynakli ROT seviyelerini sinirlamaktir.
Boylece, olast ROT kaynakli doku/hiicre hasarlar azaltilabilir ve antioksidanlar, pH-
/UVA kaynakli nitrit ayrismast ile NO salinimini artirabilir. SAP kaynaklarinin hasar
gormiis yara iyilesmesinde veya mikrosirkilasyon bozukluklarinda NO salinim
sistemleri olarak kullanimi1 umut vericidir. Bununla beraber NO verimliligini ve
tedavi basarisin1 maksimize etmek i¢in plasma kaynaklarinin kullanilmasinda
parametrelerin ve tedavi rejimlerinin daha fazla optimize edilmesi gereklidir
(Suschek & Oplander, 2016).

SAP tarafindan uygulanan NO gazi; Staphylococcus aureus ve Pseudomonas
aeruginosa ile yapilan bir doz-yanit ¢alismasinda NO gazinin 160 ppm iizerindeki
konsantrasyonlarinda giiglii antimikrobiyal 6zellikler gosterdigi, 160 ppm de 24 saat
stirekli uygulanmasi bakteri proliferasyonunu %90 oraninda azalttig1 ve daha diisiik
konsantrasyonlarda ise doza bagimli olarak kismi bakterisidal ve bakteriostatik
aktivite gosterdigi bildirilmistir. Bu bulgulara dayanarak, bakterisidal etki i¢in
minimum NO dozunun 200 ppm oldugu bildirilmistir. 200 ppm NO gazinda LD100
dozuna ulagmak igin gereken ortalama maruziyet siiresi 4.1 x 1.1 saat olarak
hesaplanmistir (Ghaffari vd., 2006).

Ekzojen NO gazinin deri yara veya enfeksiyonu tedavisinde kullanilmasi igin

deri hucreleri Gzerindeki sitotoksik etkilerinin degerlendirildigi calismada
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sitotoksisite belirteglerinden biri olarak, NO gazi varliginda veya yoklugunda dermal
fibroblastlarin, keratinositlerin proliferasyonu izlenmistir. NO gazinin sitotoksik
etkilerini en aza indirmek icin; hiicreler her glin 8 saat hava (kontrol grubu) ve NO
gazina maruz birakilmis ve tim hiicreler tedaviler arasinda 37.1 C derece 1s1da
inkiibe edilmistr. Tiim insan deri hiicreleri, 200 ppm NO gazinin sitotoksik ve
sitostatik etkilerine kars1 gliglii direng gostermis, istatistiksel olarak anlamli olmasa
da keratinositlerin diger deri hiicreleri ile karsilastirildiginda NO tedavisine daha
duyarl olduklar1 belirtilmistir (Ghaffari vd., 2007).

Shekhter vd. (2005), toksisite endiselerini azaltmak i¢in giinde bir kez 6 giin
boyunca yalnizca 60 sn siireyle daha yiiksek NO konsantrasyonlari (500 ppm'ye
kadar) kullanmis ve aralikli bir dozlama mekanizmasiyla hem enfekte hem de temiz
yaralar1 olan siganlar, azalmis doku hipoksisi ve mikrobiyal enfeksiyon, artan
anjiyogenez, onemli 6l¢iide azalmis iyilesme siiresi ve gelismis doku morfolojisi ile
karsilagmistir. Yazarlar ayrica gaz NO'nun yara iyilesmesi lizerindeki etkisi igin bir
mekanizma 6nererek NO'ya maruz kalmanin yara dokusundaki peroksinitrit
seviyelerini arttirdigini da belirtmislerdir. Sitotoksik bir serbest radikal olan
peroksinitrit, NO tiretimi de dahil olmak {izere koruyucu mekanizmalarin
mobilizasyonunu baglatir. Gaz NO tedavisine, bozulmus kronik yaralarin iyilesme

stirecini diizenleyen, dokuda artmis NO seviyelerinin eslik ettigi tespit edilmistir.

Bir fare lenfosit modeli kullanarak 5, 25, 75 ve 200 ppm basingta 8 saat NO
gaz1 uygulamasimin giivenli oldugu bildirilmistir. Incelenen NO gazi
konsantrasyonlarinin hi¢biri ECM ye zarar vermemekle beraber bazilarinin lenfosit
proliferasyonunu arttirdigi da gozlemlenmistir. 200 ppm Gzerindeki
konsantrasyonlarda ise hiicre yasami ve bagisiklik hicrelerinin proliferasyonunda
azalma gozlenmistir. Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde; NO gazinin 5 - 200 ppm
arasindaki basing konsantrasyonlarinda enfeksiyonlu yaralari tedavi edilebilecegi

gosterilmistir (Malone-Povolny vd., 2019).

Pratik tipta NO terapisi; postoperatif komplikasyon riskini azaltmakta ve
dogasi1 geregi trofik vendz ve diyabetik deri Ulserlerinde, uzun siiredir iyilesmeyen
kontamine yaralarda, termal ve kimyasal yaniklarda, spor yaralanmalari, peritonit,
kronik artrit ve artroz gibi hastaliklara karsi etkinlik gostermektedir (Reshetov vd.,
2000; Krotovsky vd., 2002; Lipatov vd., 2002; Chirikova vd., 2003; Shulutko
vd., 2004; Vasilets vd., 2015; Marakhonich vd., 2016; Achkasov vd., 2018).
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Klinik etkinin temellerinde NO nun bircgok fizyolojik ve patolojik siirecin
diizenleyicisi olmasi yatar. Modern literatiire gore NO tedavisinin etkinligi, NO ile
siiperoksit anyon radikali O2 arasindaki etkilesimin bir sonucu olarak yara
dokularinda olusan nitrik oksit ve peroksinitritin bakterisidal etkisine dayanmaktadir.
NO tedavisinin diger etkileri; mikrodolasimi diizenlenmesi, fagositozun
indiiklenmesi, anjiyogenez, fibroblastlarin proliferasyonu ve oksidatif stres yoluyla

antioksidan aktivasyonunu saglamasidir (Vasilets vd., 2015).

Gaz halinde NO uyguamalar1 hem enfekte olmayan hem de enfekte kronik
yaralarin tedavisinde alternatif olarak goriiliir. Plason cihazindaki atmosferik
havadan plazma-kimyasal nitrik oksit iiretimi yaninda NO-tedavisinin modifikasyonu
ve iyilestirilmesi amaciyla modifiye cihazlar gelistirilmis ve yapilan ¢alismalarda
fizikokimyasal parametrelerin yaralardaki inflamatuar ve onarici siireglerdeki etkileri
incelenmistir. Gelistirilen cihazla gaz NO uygulamalari ratlarin tam kat deri
yaralarinin tedavisinde kullanilmig ve morfolojik, immunohistokimyasal,
morfometrik ve istatistiksel yontemlerle analiz edilmistir. Calismanin sonunda
Plasonun modifikasyonu olan NO-CGF cihazinin da inflamasyonu nemli dlgiide
azalttig1 ve yaralardaki rejeneratif siiregleri gelistirdigi gosterilmistir. NO terapisi
icin yeni bir cihazin gelistirilmesi ve cihazin kullannimi standartlarinin belirlenmesi
hem hekimler hem de hastalar agisindan 6nemli bulunmaktadir. Bu cihaz biyolojik
dokularda sicakliga bagl hasar riskini ortadan kaldirmak i¢in termal ayirict igerir ve
degisik ortam 1silarinda patolojik dokulara uygulama agisindan uygun ve umut
vericidir. Yaraya yiksek konsantrasyonda NO uygulamasi, uygulama siiresi ve
probun yaraya olan mesafesinin irdelendigi ¢caligmalar ile gaz akisi hakkinda daha
fazla bilgi sahipi olmamiz NO tedavisinin tibbi etkisini artiracak ve muhtemelen
etkili sonuglar; uzun NO gazi uygulama siiresini kisaltacaktir. Soguk NO-CGF
cthaz1; manipiilatorii ile yara yiizeyi arasindaki mesafeyi gézlem ihtiyacini ortadan
kaldirir ve biyolojik dokularda termal hasar riskini de ekarte eder. Bu durum NO
terapi yonteminin klinik uygulamasini hem hekimler hem de hastalar i¢in daha
konforlu ve kolay hale getirir (Shekhter vd., 2019).

Ciiriikoglu vd., (2023), diyabet olusturulan ratlarin 3 cm? lik eksizyonel
yaralarinda giinde bir kez, 2 mm mesafeden ve 1.5 dk sure ile SAP/NO
uygulamalarinin diyabetik yara iyilesmesinde gii¢lii bir antibakteriyel ajan oldugunu,

yara alaninda kii¢tilmeye (P=0.034) katki sagladigini, yara kontraksiyon hizinda
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(P=0.021), epitelizasyonda (P=0.02) ve kollajen organizasyonunda (P=0.006) artisa
neden oldugunu belirtmistir. Bununla beraber inflamatuar hiicre sayisinda azalmaya
(P=0.002) anlaml1 katk1 saglamas1 yaninda NO grubunda IL-8 mRNA ifadesinde
onemli bir artis oldugu (P=0.026) da belirtilmistir.

Literatiir taramalar1 dogrultusunda NO gazinin yara tedavisinde uygulama
stireleri ile salma modunun zamansal kontrolii lizerine yogunlasilmis oldugu

gozlendigi icin ¢alismada NO gazinin uygulama siireleri degerlendirilmistir.

Bu amacla da SAP/NO gazinin 200 ppm dozunda 60 ve 120 sn surelerde 2
mm mesafeden diyabetik rat yaralarinda uygulanmasinin arastirilmasi amaglanmistir.
Cihazdan optimum sartlarda en kisa siirede ve en iyi verimi almak adina; 60 ve 120
sn strelerde 2 mm mesafeden NO uygulamasinin diyabetik yara iyilesmesinde yara

alan kiigiilmesine olan etkisi klinik ve histolojik analizler ile degerlendirilmistir.
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BOLUM III
Gereg ve YOntem

1. Hayvan Materyali ve Etik Kurul Beyani
Calismada toplam 15 adet, 5-6 aylik Wistar albino disi rat kullanildi. Ratlar
rastgele 3 esit gruba ayrildi. Diyabetli kontrol grubuna (G1-DK) higbir uygulama
yapilmads. ikinci gruba (G2-DNO/60) giinde 60 sn, tigiincii gruba ise (G3-DNO/120)
120 sn NO gaz1 uygulamasi 14. Giin boyunca giinde bir kez yapildi. Caligma Yakin
Dogu Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan onayland: (Karar
No: 149).

2. Diyabet Modeli

Diyabet, ratlarda pH 6 ve 0.07 M sitrat tamponu ic¢inde c¢oziilmiis ve
intraperitonal olarak uygulanan tek doz 50 mg / kg streptozotosin (STZ) ile uyarildi
(Sigma, St Louis, MO, ABD). Siganlar STZ uygulamasindan 12 saat 6nce ve 4 saat
sonra a¢ birakilarak tiim hayvanlarin kan seker seviyeleri; 1.giin 2. giin ve 14. giinde
kuyruk venasindan alinan kanlardan digital seker dlger ile olgiilerek bakildi (HMD
Gluco Leader). ilk iki gun tim deneklerin igme sular1 %15°’lik dekstrozdan
olusturuldu. STZ enjeksiyonundan sonra kan sekeri 200 mg/dL'min Uzerinde sabit
seviyelere ulastiginda diyabet olduklari kabul edildi ve yara modeli olusturuldu

(Glngor vd., 2022).

3. Anestezi ve Yara Modeli
Hayvanlar 100 mg/kg ketamine HCI ve 10 mg/kg Xylazine HCI ile
intraperitoneal olarak anestezi altina alindi. Cerrahi eksizyon Oncesi 1 ml/kg
Meloksicam (METACAM®) subkutan uygulandi. Ratlarin sag sirt bdlgesinde
epidermis, dermis ve panniculus carnosus'u kaplayan 3 cm ¢apinda eksizyonel

sirkiiler yara olusturuldu (Sekil 7).
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Sekil 7
U¢ cm Capinda Eksizyonel Yara Olusumu.

4. Soguk Atmosferik Plazma (SAP/NO) Uygulamalari

Calismada atmosferik havadan NO iireten Soguk Atmosferik Plazma cihazi
(Inosante Medical Inc/Tiirkiye) kullanildi (Sekil 8A). Cihaz, veteriner hekimlikte
biyolojik dokulara NO iceren gaz karisimi vermek igin dizayn edilmistir ve hucre
membranindan yiiksek oranda gecebilme kabiliyetine sahip olup hicre reseptorlerine
ihtiyac duymadan tiim organ ve dokulara etki eden sinyal molekull fonksiyonu géren
ekzojen NO uretir. SAP/NO uygulanan gruptaki yaralara sirasi ile giinde bir kez 60
ve 120 sn olmak (izere 14 gin boyunca 200 ppm degerinde NO gaz1 uygulandi.
Uygulama sirkiler tarzda (periferden merkeze merkezden perifere hareketlerle) 2

mm mesafeden yapildi (Sekil 8B).

Sekil 8
SAP/NO Cihazi (4) ve Uygulamast (B).
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5. Yara Alam Kiiciilmesi ve Yara Kontraksiyon Hiz1 Hesaplama

Ayni arastirmaci tarafindan yaranin olustugu giin 3., 7., 11. ve 14. gunlerde
cekilen fotograflar ImageJ 1.53k freeware'e (National Institutes of Health, Rockville,
MD) aktarild, ayrica yara alanlar1 cm? cinsinden kaydedildi. 0-3, 0-7 ve 0-14. giinler
arasindaki yara kontraksiyon oranlart hesaplandi ve gruplar arasi karsilastirmalar
yapildi ([Created Wound Area — Measured Wound Area] / Created Wound Area x
[100]) (Bae vd., 2012; Anuk vd., 2016).

6. Histolojik Incelemeler

Deney stiresinin bitiminde gruplara ait doku Ornekleri alinarak %10
formaldehit ile tespit edildi. 24-48 saat tespit slresi sonunda dokular dereceli alkol
serileri ve ksilolden gecirilerek parafine gomiildii. Hazirlanan parafin bloklardan
mikrotom (Leica) ile 4-5um kalinhiginda seri kesitler alindi. Kesitler genel
degerlendirme i¢in hematoksilen eozin (MERCK HX69657153/Almanya), kollajen
organizasyon degerlendirmesi igin Masson trichrom (Bio Optica,04-010802/Italy) ile
boyandi. Gruplara ait tiim kesitlerde histopatolojik degerlendirme inflamasyon, epitel
rejenerasyonu, angiogenez-konjesyon ve kollajen lif organizasyonuna gore yapildi
(Tablo 2) (Gungor vd., 2022).
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Tablo 2

Inflamasyon, Anjiyogenezis Fibroblast Aktivasyonu ve Epitel Rejenerasyonu

Kriterleri.
' 0 1 2 3
Inflamasyon 1-5 hucre/alan | 5-8 hiicre/alan 9-15 >15
Hiicre sayist hiicre/alan hicre/alan
Anjiyogenezis | Konjesyon 2-4 damar / 5-6 7-8
Konjesyon icerir ancak alan damar/alan damar/alan
Hemoraji anjiyogenezis | Konjesyon Hafif Damarlar
az icerir konjesyon epitele
Anjiyogenezi dogru
S uzanmakta
Hemoraji
Fibroblastik Kollajen Hafif derecede | Orta Belirgin/
aktivasyon lifler daginik | fibroblastartis1 | derecede kalin
ve pargali Ince kollajen fibroblast fibroblast
lifler artig1 tabaka
Kollajen lif >%380
organizasyonu | kollajen
tam degil lifler
organize
Epitelizasyon | Yok >%50 >%60 >%380
oraninda oraninda oraninda
epitelizasyo epitelizasyon | epitelizasyo
n Orta n
derecede Tam
lyilesme lyilesme
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7. istatistiksel Analizler

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 ylizde olarak ifade
edildi. Gruplarin normal dagilip dagilmadiginin belirlenmesinde; Shapiro-Wilk Testi,
uygulandi. Yara kapanma hizi, yara kontraksiyon hizi ve histolojik degerlendirme
sonuglarina iliskin gruplar arasindaki farkliliklarin degerlendirilmesinde, Conover
post-hoc analizi ile Kruskal-Wallis testi (parametrik olmayan ANOVA) kullanildi.
Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak alind1.
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BOLUM 1V
Bulgular

1. Klinik Makroskopik Bulgular

Tiim gruplarda makroskopik klinik gézlemlerimiz degerlendirildiginde; 3.
Giinde NO uygulanan deneklerde belirgin bir kabuklagma ve yarada kuruluk
gozlenirken kontrol grubu deneklerde enfeksiyon belirtisi olan jelatindz biyofilimler
gozlendi. Yedinci giinde kontrol grubu deneklerde diizgiin olmayan yara yiizey alani
ve enfeksiyon belirtisi ve biyofilimlerin varligi yaninda NO uygulanan deneklerin
yaralarinda kii¢iilmenin hizlandig1 ve kabuklagmanin kayboldugu gozlendi. Onbirinci
ve 14. Giinlerde kontrol grubunda yara yiizey alaninda kii¢iilmenin yavasladig1 ancak

NO uygulananlarda yara kii¢ilmesinin hizlandig: izlendi (Sekil 9).

Calisma gruplari arasindaki yara alani farkliliklarinin analizi, NO uygulanan
gruplarda tedavinin 7. gliniinden (11. giin ve 14. giin) itibaren kontrol grubuna gore
yara bolgesinin kiigtildiigiinii ve farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli oldugunu

gosterdi ( p<0,05) (Sekil 10 A).

Bununla beraber NO ile tedavi edilen gruplar arasinda herhangi bir fark
gozlemlenmedi. Yara kontraksiyon hizi agisindan yapilan analizde 60 ve 120 sn NO
uygulanan tedavi grubunda 0. giin ile 14. giin arasinda kontrol grubu ile

karsilastirildiginda (p=0,033, p=0,049 siras1 ile) anlamli fark bulundu (Sekil 10 B).



Sekil 9

Klinik Gozlemlere Gore Gruplar Arasinda Yara Alam Kiigiiltme Oranlari.

Gruplar

1.gln

DK-
N5

DNO-
60 -
N1

DNO-
120-
N5

3. glin

7. gin

11.glin

14. gin
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Sekil 10

Calisma Grubundaki Yara Yiizey Alani Kgulmesi (A) ve Kontraksiyon Hiz: (B)
Farkhiliklar:.

. . L
Wound Surface Area Contraction Rate in Wound Healing (%)
150
10+ " M 0-3Days
™ 0" Day 0-7 Days
84 th *
B 3"Day 4901 B2 0-14 Days
6 B 7" Day *
th *
- B 11" Day* ]
B 14" Day+
2
0- DC DNO60 DNO120
DC DNO60 DNO120 B

A.Yara ylizey alani agisindan; tedavi edilen grup (DNO 60 ve DNO 120) ile kontrol
grubu (DK) arasinda 7. giin, 11. giin ve 14. giin arasinda anlamli farkin gézlenmesi
(swrastyla 7. gun i¢in p=0.028, p=0.040, 11. gln i¢in p=0.16, p=0.032 ve 14. gln igin
p=0.006, p=0.024).

B.Yara iyilesmesindeki kontraksiyon hizi oraninin DNO 60 grubu ile DK grubu
arasinda (p=0,033) ve DNO120 grubu ile DK grubu arasinda (p=0,049) anlamli

farkin g6zlenmesi.

2. Histolojik Bulgular

Kontrol grubunda yara alaninda epitelizasyonun hi¢ gelismedigi, notrofil
agirlikli artmig inflamatuar hiicreler ile nekrotik alanlarin varligi (Sekil 11A), dermis
tabakasinda fibroblast aktivitesinin istenilen diizeyde olmadigi, kollajen liflerin ince
ve daginik oldugu, demetlesmenin hi¢ olmadig1 Masson Trikrom boyamasi ile
belirgin olarak gozlendi (Sekil 11 B). Altmis saniye NO gazi alan grupta epitelin
rejenere olarak yara alanini kapattig1, ylizeye dik duruslu konjesyonlu kapillerlerin
varligi ile inflamatuar hiicrelerin, kontrol grubuna gore azlig1 (Sekil 11 C), epitel altt
bolgede, kollajen liflerin kontrol grubuna gore artmis oldugu, yaygin olmasa da bazi
alanlarda kollajen demetlerin bulundugu (Sekil 11 D) gozlendi. Ylzyirmi saniye NO

dozlanan grupta epitelizasyonun tamamlandigi (Sekil 11 E), kollajen organizasyonun
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Grup 2 dekine benzer olarak demetlestigi (Sekil 11 F) gozlendi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda NO uygulanan her iki grupta da diyabetik yara iyilesmesine ayn1

oranda katki sagladigi gbzlendi.

Sekil 11
Kontrol ve NO Uygulanan Deneklerde Inflamasyon, Kollajen Organizasyonu ve

Epitelizasyonun Degerlendirilmesi.

A. Kontrol grubunda yara alaninda epitelizasyonun olmadig1, nétrofil agirlikl artmis
inflamatuar hiicreler (oklar), nekrotik alanlar (*) goriilmektedir. D (dermis). X10
hematoksilen eozin boyamasi.

B. Kontrol grubunda kollajen liflerin ince ve daginik oldugu, demetlesmenin
olmadig (oklar) goriilmektedir. Saglam alandaki kollajen lifler (*) X 40. Masson
Trikrom boyamasi

C. DNO/120 grubunda yara bolgesinde epitelin (E) rejenere oldugu ve yara alanini
kapattig1, yiizeye dik duruslu konjesyonlu kapillerlerin ve inflamatuar hiicrelerin,
kontrol grubuna gore daha az oldugu goriildii. X10 Hematoksilen eozin boyamasi.
D. DNO/60 grubuna yara alaninda kollajen liflerin kontrol grubuna gore artmis
oldugu, yaygin olmasa da bazi alanlarda kollajen demetlerin bulundugu gortildii. X40
Masson trichrom boyama.

E. DNO/120 grubunda epitelizasyonun tamamlandigi goriilmektedir. X10

Hematoksilen eozin boyamasi.



48

F. DNO/120 grubunda kollajen organizasyonu Grup2 dekine benzer sekilde

demetlesmelerin olustugunu gostermektedir. X40, Masson Trichrome boyamasi.

Inflamatuar hiicre degerlendirmesinde kontrol gruplari ile NO uygulanan
gruplar arasinda farklilik gézlendi (p<0.05). Angiogenezis degerlendirmesinde;
kontrol grubu ile NO 60 ve NO 120 gruplar arasinda farklilik bulunmadi (p>0.05).

Kollajen organizasyonu degerlendirilmesinde; sirasi1 ile kontrol grubu ile
NOG60 grubu arasinda ve kontrol grubu ve NO120 grubu arasinda anlamli fark
bulundu (p<0.05, p<0.01). Epitelizasyon degerlendirmesinde ise kontrol grubu ile
NO uygulanan gruplar arasinda énemli fark bulundu (p<0.01) (Tablo 3).

Tablo 3.

G1, G2 ve G3'iin Inflamatuar Hiicre, Anjiyogenesis, Kollajen Organizasyonu ve

Epitelizasyon Yoniinden Istatistiksel Degerlendirilmesi.

Gruplar Inflamatuar | Angiogenezis | Kollajen Epitelizasyon
hlicre organizasyonu
Kontrol 3.0+0.0@ 3.00+0.00 0.50+0.54 ® 0.16+0.40®
NO 60sn | 2.0+0.63® 2.66+0.51 1.83+0.40(® 1.50+0.83®")
NO 120 sn | 1.83+0.75®) | 2.83+0.40 1.83+0.750" 1.83+0.98("
a:b p<0.05 p>0.05 a:b p<0.05 a:b* p<0.01
a:b* p<0.01
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BOLUM V

Tartisma

Gunumuzde topikal veya sistemik olarak uygulanan birgcok terapotik ajan yara
rejenerasyon sirecini ve nihayetinde yara kapanmasini hizlandirmak i¢in arastirilir
ve miimkiin olan en kisa siirede iyilesmeyi saglamak amaglanir. Diyabet prevalansi
ve iligkili diyabetik yaralarindaki endise verici artis géz oniine alindiginda
gelecekteki tedavi stratejilerinin, diyabetik yaralarin bozulmus iyilesmesini
hedefledigini gosterir (Burgess vd., 2021; Mieczkowski vd., 2022). Mikroanjiyopati,
ndropatinin gelistigi diyabetik yaralar hipergliseminin etkisi ile hiicre
proliferasyonunu ve kollajen organizasyonunu engeller ve bu durum fibroblastik ve
anjiyojenik aktivite i¢in bliylime faktorlerinin azalmasina yol agarak fagositotik
aktiviteyi inhibe ederek yara iyilesmesini geciktiren bakteriyel enfeksiyona yatkinlig
artirir (Grada vd., 2018). Kronik yara iyilesmesinde inflamasyonun diizenleyicisi
ekojen NO gazi, direngli olmayan bir antibakteriyel ajan olarak yara tedavisinde
kullanilmaktadir ve rejeneratif siire¢lerin tiimiine etkinliginin s6z konusu oldugu
belirtilmektedir (Forstermann & Sessa 2012; Malone-Povolny vd., 2019; Pekshev
vd., 2018).

Atmosferik havadan kimyasal bir yontemle Uretilen ekzojen NO Ureten
cihazin kesfi; yara patolojilerinin, akut ve kronik inflamatuvar stireclerinin
tedavisinde yeni bir tedavi stratejisinin temelini atmistir (Pekshev vd., 2018). Yapilan
bir calismada atmosferik havadan NO iireten Plason cihazi ile NO gazi, ratlarin
plrtlant ve aseptik 3 cm?lik yaralarinda giinliik 60 sn 500 ppm dozunda uygulanmis
ve cilt yaralarinin iyilesmesine ve iyilesme siiresinin yaklasik {igte bir oraninda
kisalmasina neden olmustur. Ayni calismada, toksisite endiselerini azaltmak i¢in 6
giin boyunca giinde bir kez 500 ppm'e kadar konsantrasyonlarda NO gazi
kullanilmis, enfekte veya temiz yaralarda doku hipoksisi ve mikrobiyal enfeksiyonda
azalma oldugu bildirilmistir (Shekter vd., 2005). Bu ¢alismayi destekleyen baska bir
calisma da, NO gazinin fare lenfosit modelinde 200 ppm dozlarda 8 saat sureyle
kullaniminin giivenli oldugunu bildirmektedir. 200 ppm konsantrasyonlarda NO
kullaniminin ekstraselliiler matrikse (ECM) zarar vermedigi ve lenfosit

proliferasyonunu arttirdigi belirtilmistir (Rezakhanlou vd., 2011).
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Calismada bildirilen cihaza benzer sekilde atmosferik havadan NO gaz1
ureten cihazla (Inosante Medical Inc/Turkiye) 200 ppm dozda 60 ve 120 sn/giin stre
ile 2 mm mesafeden NO uygulamalar1 diyabetik ratlarda kontrol grubuna gére

onemli Olgiide iyilesmeye katki sagladi.

Klinik makroskopik gézlemlerimize gore 3. Giinden itibaren kontrol grubu
deneklerde enfeksiyon belirtisi olan biyofilimler gozlenirken NO uygulanan her iki
grupta da enfeksiyon belirtisinin gézlenmedigi ve 7. Gilinden itibaren 14. Gline kadar
da NO gruplarinda yara alani kii¢iilmesinin devam ederek arttiginin gézlenmesi
stibjektif olarak NO gazinin antibakteriel etkinli§ine yorumlandi. Bununla beraber
kontrol grubu ile NO gruplari arasinda hem yara alani kiigiilmesi ac¢isindan tedavinin
7. Glnulnden 14. Guniine kadar (p<0.05) hem de yara kontraksiyon hiz1 agisindan
NOG60 ile NO120 gruplarinin sirast ile 0. giin ile 14. giin arasinda (p=0.033, p=0.049)
anlamli farkliligin bulunmasi; NO nun 60 ve 120 sn uygulamalarinin diyabetik yara
iyilesmesine katki sagladigini gosterdi. NO molekdiliintn anti-inflamatuar etkisi
bilinmekte olup, inflamasyonun devamliligi, inflamasyon fazindan yara iyilesmesinin
diger fazlarina ilerlemesini engelledigi i¢in diyabetik yaralarin tedavisinde

inflamasyonu kontrol etmek 6ncekli olmalidir.

Calismada inlamatuar hiicre sayis1 yonunden kontrol grubu deneklerde NO
uygulanan deneklere oranla anlamli bir yiikselis oldugu gozlendi. NO nun hem 60 sn
hem de 120 sn uygulamalarinin olumlu sonug verdigini, inflamasyonu modiile

ettigini belirlememize neden oldu (p<0.05).

Kontrol grubunda yara alaninda epitelizasyonun hi¢ gelismedigi, notrofil
agirlikln artmis inflamatuar hiicreler ile nekrotik alanlarin varligi gozlendi.
Epitelizasyon degerlendirmesinde kontrol grubu ile NO uygulanan gruplar arasinda
onemli fark vardi (p<0.01) ve Her iki siirede NO uygulamasinin epitelizasyona katki
sagladig1 gozlendi. Diisiik konsantrasyonlarda NO gazinin; cildin kollajen sentezi
lizerine uyarici etkisi bulunurken, yiiksek konsantrasyonlarda bu etkinin ortadan
kalktig1 bildirilmistir. NO gazinin bifazik etkileri ile metabolitlerinin keratinosit
proliferasyonu iizerindeki etkileri arastirilmis ve NO gazinin diisiik rlenmesi
konsantrasyonlarda keratinosit proliferasyonunu arttirdigr ancak ytiksek
konsantrasyonlarda bu etkinin degistigi gosterilmistir. NO gazi uygulamalart ECM

gen ekspresyonunda dnemli mekanizmalar1 ortaya ¢ikardigi, hicre i¢ci cGMP
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seviyelerini ve kollajen ekspresyonunda yer alan cGMP sinyal yolagini arttirdigi
gosterilmistir (Miersch vd., 2008).

Calismada NO gazinin 60 ve 120 sn siirelerde uygulamasinin kollajen
organizasyonuna olumsuz bir etkisinin olmadig1 belirlenmis, kontrol grubu ile sirasi

ile NO 60 ve NO 120 gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmustur (p<0.05, p<0.01).

Her iki NO grubunda 60 ve 120 sn 200 ppm NO dozlama anjiyogenezis
degerinde anlamli bir fark géstermemis olmasi1 Ghaffari vd., (2007)’ nin bulgularini

destekledi ve NO uygulamasinin angiogenezise bir etki yaratmadig gézlendi.

Ekzojen NO gazmin 200 ppm’lik bir konsantrasyonda 8-12 saatlik
uygulamasinin giiclii antimikrobiyal 6zellikler sergiledigi bilinir ancak NO gazinin
24 saat siiresince 400 ppm dozda uygulamasi insan dermal fibroblast
proliferasyonunu 6nemli dlciide azalttig1 gdsterilmistir. NO gazinin deri
enfeksiyonlarinda kullanilmasi i¢in dermal hiicreler tizerindeki sitotoksik etkilerinin
en aza indirilmesi gereklidir. NO gazi sitotoksik etkilerini en aza indirmek i¢in;
hiicreler her giin 8 saat atmosferik hava ve NO gazina maruz birakilmis ve dermal
hiicreler 200 ppm NO gazinin sitotoksik ve sitostatik etkilerine kars1 giiclii direng
gdstermistir. Istatistiksel olarak anlamli olmasa da keratinositlerin diger cilt hiicreleri
ile karsilastirildiginda NO tedavisine daha duyarli olduklari gézlenmistir (Ghaffari
vd., 2006; Ghaffari vd., 2007).

Calismada NO dozlama stirelerindeki riskler géz dniine alindig1 ve miimkiin
olan en etkin ve kisa uygulama stirelerinin belirlenmesi amaci ile 60 ve 120 sn NO
uygulamalar1 denenmis ve diyabetik yara iyilesmesine esit katki sagladigi
gozlenmistir. Diyabetik yara iyilesmesinde NO gazi uygulamalari klinik pratikte 2
yildan uzun siiredir kronik diyabetik ayak {ilserine sahip bir hastada denenmis ve
diyabetik yaraya 200 ppm NO, 14 giin boyunca uygulannus, kot kokulu olan
enfekte yaranin hizli bir sekilde iyilesdigi ve 3. Gilinde saglikli graniilasyon
dokusunun olustugu, 14. giinde iilser alaninin %70 oraninda azaldig1 tedaviden 6

hafta sonra da yaranin %90 iyilestigi belirtilmistir (Miller vd., 2004).

Bu umut verici 6n vaka galismasi, gaz halindeki NO'nun etkinliginin bir insan
deneginden hayvan modeline gecerek istatistiksel analizli ¢alismalar ile

desteklenmistir. Gaz NO'nun bir fare lenfosit modeli kullanilarak 8 saat boyunca 5,
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25,75 ve 200 ppm'de giivenli bir sekilde dozlanabilecegini bildirmis ve 200 ppm'e
kadar giivenli kullanimin1 belirtmistir (Rezakhanlou vd., 2011).

NO'nun antibakteriyel etkisine ¢zel ilgi duyan Ghaffari vd., (2007), agir
Staphylococcus aureus ile enfekte yaralara sahip tavsanlarda 8 saatlik 200 ppm NO
uygulamasinin kollajenasyonu iyilestirdigini ve gaz NO nun giiclii bir antibakteriyel

ajan oldugunu belirtmistir.

Bir baska calismada toksisite endiselerini azaltmak i¢in giinde bir kez 6 giin
boyunca yalnizca 60 saniye siireyle 500 ppm'ye kadar NO konsantrasyonlart hem
enfekte hem de temiz yaralari olan sigcanlara uygulanmis ve azalmis doku hipoksisi
ve mikrobiyal enfeksiyon, artan anjiyogenez, dnemli 0l¢lide azalmis iyilesme stiresi
ve gelismis doku morfolojisi bildirilmistir. Spesifik olarak yazarlar gaz halindeki
NO'ya maruz kalmanin yara dokusundaki peroksinitrit seviyelerini arttirdigini,
sitotoksik bir serbest radikal olan peroksinitritin NO Uretimi de dahil olmak (izere
koruyucu mekanizmalarin mobilizasyonunu baslattigini bildirmislerdir. Bununla
beraber NO tedavisinde bozulmus kronik yaralarin iyilesme siirecini diizenleyen
artmis doku NO seviyelerinin eslik ettigini tespit etmislerdir (Shekhter vd., 2005).
NO'nun enfekte yaralarda bakteri yukini azalttigi gosterilmis olsa da, gaz halindeki
NO'nun enflamatuar siire¢ lizerinde dogrudan etkisini anlamak i¢in daha ¢ok

aragtirmaya ihtiya¢ oldugu da belirtilmistir (Yang vd., 2015).

Ciirtikoglu, vd., (2023), deneysel diyabetik rat modeli olusturmus ve yara
tyilesmesinde 200 ppm dozda 90 sn NO uygulamalarinin yara alani kiigiilmesi ve
kontraksiyon hizina énemli katki sagladigini, iL-8 ve TGF-beta nin da

degerlendirilmesi ile ortaya koymustur.

Calismada 200 ppm dozlarda degisik siirelerde uygulanan NO nun bakteri
yukind onemli 6lciide azaltarak yara enfeksiyonunu engelledigi siibjektif olarak
gozlenmistir. Bununla beraber NO uygulamalarinin inflamasyonu modiile ettigi,
epitelizasyonu ve kollajenasyonu destekledigi, yara alani kiiciilmesi ile kontraksiyon
hizina olumlu etkisinin oldugu istatistiksel olarak gdzlenmistir. Bununla beraber yara

tyilesmesinde 60 ve 120 sn NO uygulamalarinda anlamli bir fark gézlenmemistir.

Bu sonuglardan yola ¢ikarak yaklasik 3 cm? lik defekti olan diyabetik rat
yaralarinda 60 sn NO gazinin 200 ppm dozde sirkiiler olarak 2mm mesafeden

uygulamanin yeterli oldugu sonucuna varilmastir.
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BOLUM VI

Sonug ve Oneriler

Calisma klinik, histolojik ve istatistiksel analiz sonuglart ile birlikte
degerlendirildiginde; diyabetik ratlarda yara iyilesmesinde 2 mm mesafeden 60 sn ve
120 sn stireyle 200 ppm dozunda ekzojen NO gazi uygulamalarinin, subjektif olarak

biyofilim olusturmadan yara iyilesmesine antibakteriyel katki sagladigi gézlendi.

NO uygulamalari artmig yara alani kii¢iilmesi, yara kasilma hizi,
epitelizasyon ve kollajen organizasyonunu ile iyilesmeye katki sagladi. Ozellikle
diyabet yaralarda uzun siireli enflamasyonun iyilesmedeki olumsuz etkisi goz 6niine
alindiginda hem 60 hem de 120 sn/giin NO dozlamasinin inflamatuar hiicre sayisini
azaltarak iyilesmesine esit katki sagladigi belirlendi.

SAP/NO cihazinin anlamsiz asir1 kullanimi gereksizliginden yola ¢ikarak en
azindan 3 cm? lik defekti olan diyabetik rat yaralarinda 60 sn NO gazinin 200 ppm

dozda sirkiiler olarak 2 mm mesafeden uygulamanin yeterli oldugu sonucuna varildi.

Bu bulgular esliginde NO gazini 3 cm? lik yara alaninda 60 sn uygulamanin
yeterli olmas1 sonucu bize daha ileride yapilmasi gerekli goriilen yara alani
biiyiikliigii, uygulama siiresi ve uygulama mesafesi ile alakali formiilasyonlarin

yolunu agacak ileri ¢galismalar1 diisinmemize neden oldu.

Nitrojen monoksit (NO) hem hiicreler hem de tim viicudun metabolik
sireclerinin regiilasyonu i¢in evrensel bir regiilatordiir. Hiicre membranindan yiiksek
oranda gecebilme kabiliyetine sahip oldugundan dolayr NO, hayvanlarin neredeyse
tiim organlar1 ve dokularina etki eder ve sinyal molekiilii fonksiyonu goriir. Hiicre
membranindan diffiiz bir sekilde gecip hiicre i¢indeki hedefine ulagabildiginden

dolay1 hiicre reseptorlerine ihtiya¢ duymaz.

Cihaz tarafindan tiretilen gaz akiminin bir pargasi olan ekzojen nitrojen
monoksit, yara iyilesmesinde biiyiik etki gosteren bir faktordiir. Eger cihaz, yara
yiizeyine terapdtik etkisini yapabilecegi bir mesafeye konulursa yiliksek
konsantrasyonda NO molekiliine (200-300 ppm) sahip olan bir gaz akimi olusturur.
Cihaz, veteriner sahasinda biyolojik dokulara NO iceren gaz karigsimi vermek icin
dizayn edilmistir ve NO Ureten bir Unite ve bu gazin yonlendirilmesini saglayan

1siklandirilmis bir boruya sahiptir.
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SAP/NO cihaz1 veteriner hekimlikte; tim postoperatif yaralarda
stpdrasyonun sekillenmemesi ve iyilesmenin hizlanmasi, ineklerde mastitis tedavisi,
bliyiik ve kiigiik bas hayvanlarda furunkulozis ve meme fissirlerinin tedavisi, atlarda
Uveitis’in tedavisi, biiyiik ve kii¢iik bas hayvanlarda korneal hasarlarin ve
panoftalmitisin tedavisi, at ve sigirlarda aseptik artritisin ve tirnak hastaliklarinin
tedavisinde umut vaad eder. Klinik pratige gecmesine yonelik daha fazla ¢aligmanin
yapilmasi 6nem arz eder. Tek seferde maksimum uygulanabilecek tedavi siiresinin
20 dk olmasi nedeni ile yara alanina gore cihazdan optimum siirede faydalanma
gerekliligi 6n planda olmali ve bu baglamda daha fazla hem deneysel hem de saha

caligmasinin yapilmasi planlanmalidir.
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