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1. GIRiS

Yara; doku biitiinliiglinlin travma, cerrahi veya c¢esitli hastaliklar sonucu
bozulmasidir. Iyilesmenin gergeklesebilmesi, uygun ekstraselliiler matriks
(ECM), anjiyogenez ve epitelizasyona baghdir. Yara iyilesmesi siirecinde,
inflamatuar hiicreler, fibroblastalar, keratinositler, bu hiicreler arasinda iletisimi
saglayan sitokinler ve biiyiime faktorleri nemli rol oynar [1].

Yaralar akut ve kronik olmak iizere ikiye ayrilirlar. Akut yaralar iyilesme
stirecine uygun olarak kendiliginden iyilesirken, kronik yaralarda bu siire¢ ¢esitli
noktalarda kesintiye ugradigindan doku biitiinliigli ve fonksiyonu tekrar
saglanamaz [2].

Kronik yaralarin ¢ogu cilt iilserleri seklinde goriiliir. Basi yaralari,
diyabetik ayak iilserleri ve vendz staz iilserleri kronik yaralarin %70’ini
olusturur [3].

Kronik yaralar saglik sistemi i¢in biiyiik bir maddi yilik olusturmaktadir.
Yaralarin iyilesmesi uzadik¢a is giinlii kayb1 artmakta ve iilke ekonomisi de
etkilenmektedir. Tiim bu maddi problemlerin yanisira, hastalar yaralarinin
iyilesmesi ne kadar uzun silirerse psikolojik olarak o kadar Kkoti
etkilenmektedirler [4]. Tim bu nedenlerden dolayi, yaralar1 en kisa zamanda
iyilestirmek ve hastalar1 gilinliik yasamlarina dondiirebilmek igin, yara
bakiminda kullanilan topikal ajanlar ve yara kapama malzemeleri giinlimiizde
oldukea c¢esitlenmistir.

Clinoptilolite zeolite dogada varolan AlO; ve SiOs iceren hidrate
mikroporéz kristallerdir. Katalizor, iyon degistici ve adsorban olmalari

nedeniyle pek ¢ok alanda kullanilmaktadirlar. Kimyasal etkilerinden asit gazlari
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kurutmakta, havadan oksijeni ayristirmakta, igme suyu ve atik sulardan
amonyagin  uzaklastirlmasinda, = kumas ve  hayvansal  {riinlerin
kokusuzlastirilmasinda, seralarda  topraksiz  besin  0gesi olarak
faydalanilmaktadir [5]. Clinoptilolite zeolitin kimyasal ve biyolojik 6zellikleri
ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma olmakla beraber bu maddenin yara iyilesmesindeki
etkilerini degerlendirmeyi diisiindiiren ¢alisma Pavelic ve arkadaslarinin 2001
yilinda yaymladiklar1 invitro ve invivo olarak clinoptilolite zeolitin timor
boyutlarni kiiciilttiigiinii gosteren ¢alismasidir. Bu ¢alismada cilt kanseri olan,
eksizyon yapildiktan sonra yarasi iyilesmeyen kopeklere hem oral hem de
topikal clinoptilolite zeolit uygulanan hayvanlarin genel durumunun diizeldigi,
tiimor boyutlarinin kiiciildiigii ve yaralarinin hizla iyilestigi belirtilmistir [6].
Yapilan ingilizce literatlir taramasinda bu maddenin yara iyilesmesi {izerinde
etkilerinin incelendigi kontrollii deneysel bir ¢alismaya rastlanmamistir. Biz bu
deneysel calismamizda, rat lizerinde randomize ve kontrollii bir deney planladik.
Yara alanlarin1 14 giin boyunca takip ederek, biyokimyasal ve histopatolojik
degerlendirmeler ile clinoptilolite zeolitin normal ve iskemik yara iyilesmesi

iizerine etkilerini arastirmay1 amacladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi ve tedavisi tip literatiiriinde tartisilan en eski konulardan
biridir. Doku tipinden ve yaralanmanin ¢esidinden bagimsiz olarak, her yara
iyilesmesinde ayni olaylar meydana gelir. Cerrahi kesiler ve travmatik yaralar,
duodenal {ilserler, myokardiyal enfarktiisler, vb. hepsi ayni onarim siirecinden
gecerler. Son yirmi yilda temel bilimlerin hiicresel ve molekiiler diizeyde yara
iyilesmesi konusundaki kesifleri, yarayr manipiile edip iyilesmeyi hizlandirmak
acisindan faydalar sagladiysa da, iyilesmeyen yaralar, asir1 iyilesme gosteren
yaralar ve tiimorler gibi kontrolsiiz biliyiiyen yaralarin patofizyolojisi hala tam
olarak anlasilmig degildir [7].

Yara iyilesmesi ¢esitli medyatorler, kan hiicreleri, ekstraselliiler matriks ve
parankimal hiicreleri kapsayan, dinamik ve interaktif bir siirectir. Yara
iyilesmesinin, inflamatuar, proliferatif ve yeniden yapilanma olmak iizere ii¢ ana

asamasl vardir. Bu agsamalar birbirleri ilizerine Ortiistirler.

Skar Matirasyonu

Kollajen Capraz Baglanmalan

Endotelyal Hucreler
Epitelyal Hicreler
Kollajen

Fibroblastlar

Proteoglikanlar

Fibrin
Platelet

Sekil 1. Yara lyilesmesi Evreleri




2.1.1. Inflamatuar evre

Inflamasyon, yara iyilesmesinin ilk basamagidir. Yaralanma bélgesinde,
hasarlanan damarlarda aninda vazokonstriiksiyon meydana gelir. Endotel
altindaki tabakadan salinan trombotik doku faktdrleri sayesinde trombositler
agrege olur ve ilk piht1 tikact olusmus olur. Intrinsik ve ekstrinsik koagiilasyon
yolaklar ile protrombinin trombine, fibrinojenin fibrine doniisiimii gergeklesir,
boylece olusan pihti daha stabil bir yapiya kavusur [8]. Burada fibrinin faktor
XIII araciligiyla direkt trombositlere baglanmasinin da rolii vardir. Faktor XIII
eksikligine bagli pihtilasma bozuklugunda yara iyilesmesi de bozulur [9].

Fibrinojenin yoklugunda, yara iyilesmesinin engellenmedigi ancak yara
kuvvetinin azaldig1 gosterilmistir [10]. Fibrin ise hiicre gogii ve ekstraselliiler
matriks liretiminde oldukca Onemlidir. Monositlerin, nétrofillerin, endotelyal
hiicrelerin ve fibroblastlarin iizerinde bulunan reseptorlere integrin araciliiyla
baglanir. Fibroblast biiyiime faktorii (FGF) -2 ve vaskiiler endotelyal biliyiime
faktorii (VEGF) fibrine baglanarak anjiyogenezi uyarirken, insiilin benzeri
biiyiime faktorii (IGF)-1 fibrine baglanarak stromal hiicrelerin islevini ve
proliferasyonunu arttirir [11-13].

Trombosit kaynakli biliylime faktorii (PDGF) makrofaj ve fibroblastlari
uyararak ortama g¢eker. Kanama olmayan yaralanmalarda parankimal
hiicrelerden salinan ¢esitli medyator ve kemotaktik faktorler ile
polimorfoniikleer (PMN) l16kositler yaralanma bolgesine ¢ekilir. Yara
iyilesmesinde oynadiklari onemli role ragmen trombositopenik ratlarda yara

tyilesmesinde problem saptanmamustir [14].



# PMN lokositler

Hemostaz saglandiktan sonra trombositlerden salinan seratonin ve mast
hiicrelerinden salinan histamin damar gec¢irgenligini arttirir. Bdylece inflamatuar
hiicrelerin yara ortamina gelmesi saglanir [8]. Damar gegirgenliginin artmasi
inflamasyonun klinik bulgular1 olan eritem, 6dem, 1s1 artis1 ve agr1 bulgularinin
ortaya ¢ikmasma neden olur [7]. Yaralanma bolgesine gelen nétrofiller,
ortamdaki bakteri ve yabanci partikiilleri temizlerler, ardindan eskar dokusu
tarafindan ylizeye itilir veya makrofajlar tarafindan fagosite edilirler. ECM
protein fragmanlari, transforme edici biiyiime faktorii- B (TGF-B) ve monosit
kemoatraktan protein-1 gibi 6zgiil sitokinlere yanit veren monositler olay yerine

gelerek, PDGF ve VEGF salgilayan aktif makrofajlara doniisiirler [1].

# Makrofajlar

Makrofajlar yirmiden fazla farkli sitokin salgilayarak keratinositleri,
endotelyal hiicreleri ve fibroblastlar1 uyarirlar. Makrofajlar diizenleyici
rollerinden dolay1 yara iyilesmesi siirecindeki en o6nemli inflamatuar
hiicrelerdir [8]. Uyarilmis makrofajlar tromboksan-A2 ve prostoglandin-F2a,
l16kotrien-B4 ve C4 salgilarlar. Lokotrien-B4 nétrofiller icin kemotaktiktir ve
notrofillerin endotelyal hiicrelere adheransini arttirir [7].

Makrofajlar ayrica ECM’1 par¢alamak, yabancit maddeleri uzaklastirmak,
doku bosluklar1 arasinda hiicre hareketini kolaylagtirmak ve ECM’in yeniden
yapilanmasini saglamak gibi gorevleri olan matriks metalloproteinazlart (MMP)

salgilar.



Makrofajlarin salgiladigt maddelerden biri de akut faz sitokini olan
interlokin (IL)-1dir. Deneysel yara modellerinde proinflamatuar bir sitokin olan
IL-1 diizeylerinin ilk 24 saatte artmaya basladigi 72. saatte tavan yaptigi ve
birinci haftanin sonuna dogru hizla azaldig1 gézlenmistir. IL-1 hem lenfosit
aktivasyonundan hem de hipotalamusun uyarilmasini saglayarak febril yanitin
ortaya ¢ikisindan sorumludur. IL-1’1n etkisi endotelyal hiicrelerce iiretilen timor
nekrozis faktér (TNF)-o ve endotoksin varliginda artar. IL-1 kollajenaz
iretimini arttirir, kikirdak yikimin1 ve kemik geri emilimini uyarir, nétrofilleri
aktive eder, adhezyon molekiillerini diizenler ve kemotaksisi kolaylastirir, diger
hiicrelerden inflamatuar sitokinlerin salgilanmasina neden olur. IL-1’in etkileri
proliferatif fazda da devam eder; keratinosit ve fibroblast biiylimesini ve kollajen
sentezini arttirir [15]. Yapilan calismalarda kronik yaralarda artmis IL-1
diizeyleri tespit edilmis ve bunun yaralarin inflamatuar fazda takildiginin bir
gostergesi oldugu savunulmustur [16].

Makrofajlardan salinan diger bir sitokin olan TNF-a yarada 12. saatte
belirir ve 72. saatte tavan yapar. Hemostaz, damar gecirgenligi ve endotelyal
proliferasyon iizerinde etkilidir. IL-1 gibi atesi tetikler, kollajenaz iiretimini
arttirir, kikirdak yikimini ve kemik geri emilimini uyarir ve PDGF salinimini
arttirir.  Inflamatuar  fazda onemi bir sitokin olmasina ragmen TNF-a
seviyelerinin devamli yiiksek seyretmesi yara matiirasyonunda bozulmaya neden
olur [16].

Monosit, makrofaj, PMN 16kosit ve fibroblastlardan salinan IL-6; kok

hiicrelerin biiyiimesini, B ve T lenfositlerin uyarilmasini saglar. IL-6 yarada 12.



saatte tespit edilebilecek diizeye gelir ve bir haftadan uzun bir siire boyunca
yiiksek konsantrasyonda bulunur. Fibroblast proliferasyonunu uyarir [17].

Makrofajlar ve fibroblastlar tarafindan salgilanan IL-8; monosit ve PMN
16kositler iizerine kemotaktik etki gosterir. ilk 24 saatte tavan yapar, PMN
l6kositlerin degraniilasyonu ve endotelyal hiicre adhezyon molekiillerinin
ekspresyonunu arttirici etki gosterir [18].

Interferon (IFN)-0J T lenfosit ve makrofajlardan salgilanan diger bir
proinflamatuar sitokindir. Makrofaj ve PMN lokositleri uyarir, lokal yara
kontraksiyonunu azaltir ve dokularin yeniden yapilanmasina (remodeling)
yardim eder. IFN-[] hipertrofik skar ve keloid tedavisinde kollajen iiretimini ve
capraz baglanmayi yavaslatici etkileri nedeniyle kullanilmustir.

Makrofajlar ayrica fibroblast, endotelyal hiicre ve keratinositlerin
cogalmasini saglayan bliylime faktorlerini de salgilar. PDGF; kollajen ve
proteoglikan sentezini uyarir. Rekombinant PDGF’nin topikal kullaniminin
yaranin kirilma giiclinii arttirdigin1 ve iyilesme siiresini kisalttigini gosteren
insan ve hayvanlarda yapilmis deneysel g¢alismalar mevcuttur [19]. PDGF
insanlarda ve hayvanlarda kronik ve diyabetik yaralarda olumlu etkiye sahipken,
steroid tedavisi alan hayvanlarda etkisi gosterilememistir [20].

TGF-a ve TGF-B makrofajlardan salinir. TGF-a epidermal biiyiimeyi
ve anjiyogenezisi uyarir. TGF-8 ise monositleri uyararak TGF-a, IL-1 ve
PDGF salinimini arttirir. 1, 2 ve 3 olmak lizere 3 izomeri mevcuttur.
TGF-B1'in kollajen metabolizmasinda, gastrointestinal yaralarin ve
anastomozlarin iyilesmesinde 6nemli bir rolii oldugu gosterilmistir [21].

Deneysel calismalarda TGF-f1 kullaniminin akut, kronik ve radyasyon
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nedeniyle olusmus yaralarin iyilesmesini hizlandirdig: gosterilmistir. TGF-3

fibroplaziyi uyaran en énemli sitokindir. Keloid ve hipertrofik skarlarda

TGF-B1 tretiminin arttigl saptanmistir [22]. TGF-B2 doku fibrozisi ve

yaralanma sonrasi nedbe olusumunda rol alirken, TGF-$3 skar olusumunu

sinirlar. TGF-f diizeylerindeki aris, inflamatuar evreden proliferatif safhaya

gecisi saglar.
Tablo 1. Yara lyilesmesindeki Biiyiime Faktérleri, Sitokinler ve Diger Molekiiller
Ad Kisaltma | Kaynak Tanim
Vaskiiler
E?iigt;lelyal VEGF ﬁr‘lli(i(r):gal Anjiyogenezi arttirir
faktorii
Makrofajlar, mast
Eili‘t;ré)il:st FGF-2 233;?5;1;1 1t1)%"nj%.yoge.ne.zi arttirir. Endotelyal hiicre go¢ ve
faktori 2 hiicreler, T UyUumesint uyartr
lenfositler
Trombosit Trombositler,
kaynakl1 PDGF makrofajlar, Proteoglikan ve kollajen sentezini arttirir.
biiylime endotelyal Makrofaj ve fibroblastlar toplar
faktorii hiicreler
Keratinosit Keratinosit biiyiime ve matiirasyonunu kontrol
biiyitime KGF Fibroblastlar eder. Diger biiyiime faktorlerinin
faktorii salgilanmasini arttirir.
Epidermal Trombositler
biiyiime EGF Lo Fibroblastlarin kollajenaz salgilamasini uyarir
e makrofajlar
faktorii
Anjiyogenezi arttirir. Adhezyon molekiili
Transforme Trombositler, elfsl.).re"syonunu uyari. Lokosit ve ﬁbrﬂobla.s t
edici biiyiime | TGF-f makrofajlar, T ve gogunu uyatan pro%nﬂarr.laja.lar molekullerl
faktdrii-p B lenfositler arttlrl.r. Proteaz aktl\.ntesml 1nh1b§ ederek,
kollajen ve proteoglikan sentezini arttirarak
ECM sentezini indiikler.
rl;:l?rl(());is Makrofaj lar, T ve . o ‘
N B lenfositler, Kollajen sentezini arttirir. PMN l6kosit
faktor-a TNF-a . .. . S
natural killer marjinasyon ve sitotoksisitesini diizenler
hiicreler
Makrofajlar, T ve
. B lenfositler, Makrofajlart aktive eder. Fibroblast
Interferon-t/ | TFN-T fibroblastlar, proliferasyonunu inhibe eder
epitelyal hiicreler
Makrofajlar,
keratinositler, Proinflamatuar peptiddir. PMN lokositlerin,
Interlokin-1 IL-1 endotelyal fibroblastlarin,keratinositlerin kemotaksisini
hiicreler, indiikler. PMN lokositleri aktive eder
lenfositler




T lenfositler,
Interlokin-4 1L-4 bazofiller, mast
hiicreleri

Fibroblast proliferasyonunu aktive eder.
Kollajen ve proteoglikan sentezini indiikler

Monositler,

notrofiller, PMN I6kositleri ve makrofajlart kemotaksise

Interlokin-8 IL-8 iﬁg?ggal baslamak tizere aktive eder. Keratinositlerin
keratinositler, T marjinasyon ve matlirasyonunu indiikler
lenfositler

# Lenfositler

T lenfositler yara ortaminda 5. giinde goriinmeye baslar ve sayilart 7.
giinde tavan yapar. B lenfositlerin yara iyilesmesinde belirgin bir rolleri yoktur.
Lenfositlerin esas etkileri fibroblast proliferasyonu iizerinedir. 1L-2 ve fibroblast
etkinlestirici faktor (FAF) gibi uyarici, TGF-B, TNF-a, IFN-[] gibi inhibe edici
faktorleri salgilarlar. Makrofajlar, bakterileri ve yabanci madde kalintilarini
isleyerek bunlar1 antijen olarak lenfositlere sunarlar. Bu iliski lenfosit
cogalmasmi ve sitokin salinmmini uyarir. T lenfositlerin drettigi IFN-[,
makrofajlar1 uyararak TNF-a ve IL-1’in de iginde bulundugu bir¢ok sitokinin
salgilanmasia neden olur. IFN-T] aynm1 zamanda prostoglandinlerin sentezini
azaltarak inflamatuar medyatorlerin etkisini arttirtr. IFN-[1 ayrica kollajen
sentezini baskilar ve makrofajlarin yara alanindan ayrilmalarin1 engeller. Bu
nedenle, IFN-[7 kronik iyilesmeyen yaralarda dnemli bir sitokindir ve varligi T
lenfositlerin  esas olarak kronik yara iyilesmesinde rol oynadigini
diisiindiirmektedir. Steroid ve immunsupresan gibi T lenfositlerin fonksiyon ve
proliferasyonunu bozan ilaglarin yara iyilesmesini bozdugu tespit edildikten
sonra T lenfositlerin akut yara iyilesmesi i¢in esansiyel olmadigi goriisii azaldi

[23].




KGF PDGF
Dermis

4 Fibroblast J
) Flbmblast f

o Yagi:liﬂlmf_‘\ ",_ CNALT T R v 1% TGF
Y e R d - . rorry il Nd
Sekil 2. Yara iyilesmesinin inflamatuar fazi1 (Singer, A.J. and R.A.F. Clark,

Mechanisms of disease - Cutaneous wound healing. New England Journal of
Medicine, 1999. 341(10): p. 738-746.)

2.1.2. Proliferatif evre
Akut inflamasyon doneminden sonra anjiyogenez, fibroplazi ve
epitelizasyonu igeren proliferatif evre baslar. Bu evre; graniilasyon dokusu ve
kapiller damar aginin olusumu, fibroblastlar, makrofajlar, gevsek diizenlenmis

kollajen, fibronektin ve hyaluronik asit ile karakterizedir.

# Anjiyogenezis
Anjiyogenez, yeni damar olusumu anlamina gelir ve yara iyilesmesi i¢in
gereklidir. Yaralanmayi takiben, etkinlesmis endotelyal hiicreler, postkapiller

veniillerin bazal membranin1 agindirarak hiicrelerin bu bosluktan gé¢ etmesine
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imkan saglarlar. Hiicre gocti FGF, PDGF ve TGF- B tarafindan yonetilir. Go¢
eden bu endotelyal hiicrelerin boliinmesi tiibiil ve liimen olusumuyla sonuglanir.
Sonugta, bazal membran birikimi meydana gelir ve kapiller olgunlagsma saglanir.

Yaralanmadan sonra acikta kalan endotele kan hiicreleri yapisir. Bu
etkilesim hiicrelerin yiizeyinde, vaskiiler hiicre ylizey adhezyon molekiilii
(VCAM)-1 gibi adhezyon molekiillerinin sentezlenmesine neden olur. Matriksin
parcalanmasini saglayan plazmin ve metalloproteinazlar, endotel bazal
membrani tarafindan salinip etkinlestirilirler. Zedelenen endotelyal hiicreler,
fibrin, fibronektin ve fibrinojene baglanmay1 saglayan a,f; gibi yiizey adhezyon
molekiilleri sentezler. Boylece endotelyal hiicreler gecici matriks iskelesine
tutunarak ilerlerler. Trombosit endotelyal hiicre adhezyon molekiilii (PECAM)-
1, endotelyal hiicrelerde bulunan ve go¢ sirasinda hiicrelerin birbiriyle iletisim
kurmasini saglayan bir diger adhezyon molekiiliidiir [24].

Kapiller tiip olusumu, karmasik hiicre-hiicre, hiicre-matriks etkilesimi
gerektiren, endotelyal hiicrelerin yilizeyinde bulunan adhezyon molekiillerince
diizenlenen karmasik bir siirectirr. PECAM-1 hiicre-hiicre temasina aracilik
ederken, B; integrin reseptorleri bu baglanmay1 saglamlastirir. Olusan yeni
kapillerlerden bazilar1 arteriyol ve veniillere farklilasirken bazilar1 apoptozise
ugrar veya makrofajlar tarafindan ortamdan temizlenir.

Anjiyogenez, agirlikli olarak makrofaj ve platetletlerden salinan ¢esitli
sitokinlerle uyarilir ve idare edilir. Makrofajlardan salinan TNF-a, inflamatuar
evrede anjiyogeneze hazirlik yapar. Heparin, bir grup anjiogenik faktore yiiksek
affinite ile baglanarak kapiller endotelyal hiicre gociinii uyarir. Keratinosit,

makrofaj ve fibroblastlar tarafindan salinan VEGF gii¢lii bir anjiyogenik etkiye
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sahiptir.  Hiicre bozunmasi ve hipoksi anjiogenik sitokinlerin salinmasini
saglayan en onemli lokal faktorlerdendir.

FGF-1 ve FGF-2 hasarlanmig parenkimal hiicrelerden salinirlar ve
anjiyogenezin erken uyaranlarindandir. FGF-2 yara iyilesmesinin ilk {i¢ glinlinde
anjiyogenezi uyarirken sonrasindaki uzun siireli uyar1 4. ve 7. giinler arasinda
VEGEF tarafindan saglanir [25]. VEGF ve FGF-2’nin anjiyogenez {izerindeki
etkileri doz bagimhdir [25, 26]. TGF-a ve epidermal biiylime faktorii (EGF)
endotelyal hiicre proliferasyonunu uyarirlar. TNF-a endotelyal hiicreler igin
kemotaktiktir ve kapiller tiip olusumunu saglar.

TGF-B fibroblastlar i¢cin kemoatraktandir ve fibroblastlardan daha fazla
FGF salinmasii saglar. Anjiyogenezde rolii olan diger sitokinler; anjiyogenin,
IL-8 ve laktik asittir [27, 28]. Fibronektin, kollajen ve hyaluronik asit gibi bazi
matriks maddeleri de anjiyogenik etki gosterir. Fibronektin ve fibrin makrofajlar
ve hasarli endotelyal hiicreler tarafindan iiretilir. Sonug¢ olarak ECM ile

sitokinler arasindaki karmasik etkilesim ile anjiyogenez gergeklesir.

# Fibroplazi

Fibroblastlar, bag dokudaki mezensimal hiicrelerden farklilagsmis 6zel
hiicrelerdir. Yara ortamina dolagimdaki hiicreler gibi ulagmazlar. Yaralanmadan
sonra pasif durumdaki fibroblastlar yara alanina ¢ekilerek ¢ogalmaya ve ECM
bilesenlerini iiretmeye baslar. Normalde hiicre siklusunun Gy fazinda bekleyen
fibroblastlar, makrofajlar, trombositlerden salinan sitokinler ve biiyiime

faktorleri ile uyarildiktan sonra replikasyon ve proliferasyon sathalarina gecer.
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Fibroblastlar ¢cogalmaya devam etmek i¢in EGF ve IGF-1 uyarimina gereksinim
duyarlar [29].

Fibroblastlarin birincil gorevi kollajen sentezlemektir. Mezensimal
hiicrelerin fibroblastlara farklilagmasi yaralanan dokunun tipine gore 3 veya 5
giin siirer. Bu doneme gecikme evresi denir. Kollajen sentez hiz1 4. haftadan
sonra azalmaya baslar ve kollajenaz (MMP-1)’in yaptigi yikimla denge
saglanmis olur. Bu noktada yara kollajen matiirasyonu evresine girer.
Olgunlagsma evresi aylar boyunca devam eder ve bu siirecte glikoprotein ve
mukopolisakkarit diizeyleri azalir, yeni kapillerlerin bir kism1 regrese olur. Bu

degisiklikler yaranin goriiniimiinii degistirirken doku saglamligini arttirir.

# Epitelizasyon

Epidermis, s1vi kaybini ve bakteri invazyonunu 6nleyen fiziksel bir bariyer
gorevi goriir. Epitel hiicreleri arasindaki baglantilar epidermisin gegirgenligine
katkida bulunurken, bazal membran yapisal destek saglar ve epidermis ve
dermis baglantisini kurar.

Bazal membran ti¢ tabakadan olusur:
1) Lamina lucida: Laminin ve heparan siilfat icerir.
2) Lamina densa: Tip IV kollajen igerir.
3) Lamina retikiilaris: Lamina densa ve dermis arasinda uzanir, tip IV kollajen
ve retikiiler liflerden olusur.

Re-epitelizasyon yaralanmadan sonra saatler igerisinde baslar. ilk olarak
yaranin lizeri pihtiyla kaplanir ve epitel hiicreleri defekte dogru gog¢ etmeye

baslarlar. Yara kenarlarinda kalan epidermisin bazal tabakasinda bulunan
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keratinositler yara yilizeyine dogru hareket ederler. Epitelizasyon sirasinda,
keratinositlerde sirasiyla ayrilma, go¢ etme, c¢ogalma, farklilasma ve
katmanlagma gibi degisiklikler izlenir. Bazal membran biitiinliigii bozulmamissa
epitelizasyon daha hizli gergeklesir. Bazal membran biitiinliigii bozulmussa 6nce
onun tamir edilmesi gerekir. Epidermal hiicreler integrin reseptorleri eksprese
ederek fibronektin gibi ECM proteinleriyle etkilesime gecerler [30]. ECM,
MMP-1 ve plazminojen aktivatorii ile yikilarak hiicrelerin eskar ile dermis
arasinda kolay hareket etmesi saglanir [31]. EGF, TGF-a ve keratinosit biiylime
faktori  (KGF) diizeylerindeki artis hiicrelerin  migrasyonunu ve
proliferasyonunu uyarir [29]. yapilan bir ¢alismada topikal KGF kullaniminin
epitelizasyonu hizlandirdig1 gosterilmistir [32]. Epitelizasyon tamamlanana
kadar yi1gin halinde biriken hiicreler, epitelizasyon tamamlandiktan sonra

kolumnar sekillerini alip, ¢ok katli yassi1 epitel olusturacak sekilde diizenlenirler.

# Ekstraselliiler matriks

Ekstraselliiler matriks dokularin fiziksel biitiinliigiinii saglar ve kendisine
temas eden hiicrelerin davraniglarini diizenler. ECM; glikozaminoglikanlar,
polisakkarid zincirler, proteoglikanlar ve kollajen, elastin, fibronektin, laminin
gibi fibr6z proteinlerin bilesiminden olusur [7].

Bag dokuda, proteoglikan molekiilleri jel benzeri yapida “temel madde”yi
olustururlar. Bu yiiksek oranda su igeren jel yapi, bir yandan besin, metabolit ve
hormonlarin kan ve hiicreler arasinda diffiizyonuna izin verirken diger yandan
basing olusturan kuvvetlere kars1 koyar. Kollajen lifleri matriksin saglamligini,
elastin lifleri ise esnekligini saglar [7].
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Yara matriksinin yapist biriken ve yikilan maddeler nedeniyle iyilesme
siiresince degisime ugrar. Yara iyilesmesinin baglarinda, matriks yapisi,
hiicrelerin  gd¢linii  yonlendirecek sekilde diizenlenen fibrin, fibrinojen,
fibronektin ve vibronektinden olusur. Ilerleyen donemlerde
glikozaminoglikanlar ve proteoglikanlar sentezlenir. Kollajen sentezi ise en son
agsamadir ve skar dokusunu olusturur [33].

Fibroblastlar ve ECM arasinda karsilikli dinamik bir etkilesim so6z
konusudur. Fibroblastlarin sitokinlerle uyarilmasti ECM kompozisyonunun
degismesine neden olur. Fibroblastlar sitokinlerle uyarildiktan sonra matriksi
parcalayan MMP’larin sentezi artar. Kollajenaz (MMP-1), IL-1 ile uyarilip
TGF-p tarafindan inhibe edilir [24]. ECM enzimlerce bozundugunda hiicre gocii

kolaylasir.

# Kollajen yap1

Kollajen deri ve kemik gibi yapilarin énemli bir bileseni olup memelilerde
toplam protein kiitlesinin %25’ini olusturmaktadir. Yirmiden fazla kollajen tipi
bulunmakla beraber, bag dokuda en ¢ok bulunanlar tip I, I, ITI, V ve XI’dir. Tip
I deri ve kemikte en fazla bulunan kollajen tipidir. Yetigkinlerde -ciltteki
kollajenin %80°1 tip I, %20’si tip II'tiir. Yenidoganlarda tip III kollajen orani
daha yiiksektir. Erken yara iyilesme doneminde de tip III kollajen sentezi artar
[34]. Tip I kollajen fibriller yapidadir ve kiimelenerek daha kalin demetler

olustururlar. Kablo benzeri bu yapilara kollajen lifleri denir.
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Tip IV kollajenin fileye benzeyen bir yapisi vardi ve bazal laminanin
onemli bir bilesenidir. Tip VII kollajen bazal laminanin bag dokuya
tutunmasinda rol oynar ve 6zellikle deride olduk¢a fazla miktarlarda bulunur [7].

Kollajen polipeptid zincirleri ribozomlarda sentezlenir ve endoplazmik
retikuluma proalfa zincirleri seklinde gegerler. Endoplazmik retikulum
liimeninde prolin ve lizin aminoasitlerinin bir kismi1 hidroksilasyona ugrayarak
hidroksiprolin ve hidroksilizine doniisiir. Hidroksilasyon sonucunda {i¢ banth
heliks yapisi olusur. Prokollajen adi verilen bu madde ECM’e salgilandiktan
sonra spesifik proteazlar tarafindan kollajen monomerlerine ayristirilir. Bu
monomerler ECM igerisinde kollajen liflerini olusturmak {izere birlesirler.
Kovalent capraz baglarla kollajenin tensil kuvveti arttirilir. Bu ¢apraz baglar
dokudan dokuya degisiklik gosterir. Ornegin tendonlarda kollajen monomerleri
arasinda ¢ok fazla sayida capraz bag bulunur. Derideki kollajen lifleri 6rme
sepet tarzinda dizilmisken, tendonlarda birbirine paralel demetler halinde
organize olmuslardir [35].

Askorbik asit (C vitamini), TGF-f, IGF-1 ve IGF-2 kollajen sentezini
arttirir.  [29] IFN-[] tip I prokollajen sentezini azaltir. Glukokortikoidler

prokollajen gen transkripsiyonunu inhibe ederek kollajen sentezini azaltir.
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# Elastik lifler

Deri, damarlar ve akciger gibi dokular islevleri geregi hem dayanikli hem
de elastik olmak durumundadir. ECM’te bulunan elastin fibrilleri sayesinde
doku gerilmeye maruz kaldiktan sonra tekrar toparlanabilmektedir.

Elastik lifler yiiksek oranda hidrofobik bir protein olan elastin igerir.
Elastik liflerin merkezinde elastin bulunur. Elastinin ¢evresi fibrillin gibi
glikoproteinlerle ¢evrilidir. Elastin ve fibrillin aras1 baglar elastik liflerin saglam
olmasini saglar [36].

Elastin, yasamin erken donemlerinde {iretilir, stabilize olur ve turnover
hizlar1 ¢ok diigiiktiir. Bu nedenle yaslanmaya beraber elastik lifler yipranarak
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pordz ve tortiydz hale gelir. IGF-1 ve TGF-p elastin yapimimi uyarirken

glukokortikoidler elastin sentezini inhibe eder.

# Glikozaminoglikanlar ve proteoglikanlar

Glikozaminoglikanlar (GAG) tekrarlayan disakkarid iinitelerinden olusan
dallanmamus polisakkarid zincirleridir. Igerdikleri siilfat ve karboksil gruplari
nedeniyle negatif yiikliidiirler. Hyaluronik asit (HA), kondroitin siilfat ve
dermatan siilfat, heparan siilfat ve keratan siilfat olmak iizere bes ¢esit GAG
meveuttur [37]. Negatif yiiklii olduklarindan sodyum (Na') gibi katyonlarla
birleserek bulunduklar1 ortama su ¢eker ve boylece ECM turgoru artarak basing
uygulayan faktorlere dayanikli hale gelir [35].

Hyaluronik asit en basit GAG’dir, tekrarlayan siilfatsiz disakkarid
birimlerinden meydana gelir fetal dokularda daha fazla miktarda olmakla birlikte
yetiskin dokularinda da bulunur. Fetal dokularda yiiksek oranda HA
bulunmasinin skarsiz yara iyilesmesinde rolii oldugu diistiniilmektedir [38].
Hyaluronik asit yara iyilesmesi sirasinda fazla miktarlarda iiretilir, su tutucu
ozelligi ile ECM’1 genisleterek hiicre gociinii kolaylastirir. Ekstarselliiler matriks
genisleyip yogunlugu azaldiginda, adhezyon kuvveti azalan hiicreler daha kolay
ilerler. Hiicre gog¢ii tamamlandiginda HA’in fazlasi hyaluronidaz tarafindan
ortadan kaldirilir.

Proteoglikanlar merkezlerindeki protein ve bu proteine baglh GAG
zincirlerinden olusur. Proteoglikanlar; biiyiime faktorleri, proteazlar ve proteaz
inhibitorleri gibi ¢esitli sitokinlere baglanarak bunlarin islevlerini cesitli

mekanizmalarla diizenlerler:
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1) Proteini sabitleyerek hareket alanin1 kisitlarlar.

2) Gecikmis salinim i¢in protein rezervuari saglarlar.

3) Proteinleri degistirerek hiicre yiizey reseptorlerine daha efektif sekilde
sunulmalarini saglarlar.

4) Proteinleri enzimatik yikimdan koruyarak etki siirelerini uzatirlar.

5) Proteinlerin islevini engellerler [37, 39].

Fibronektin, ECM’te bulunan, diger makromolekiillere ve hiicre
reseptorlerine baglanabilen ve hiicrelerin birbirlerine baglanmasini kolaylastiran
bir proteindir. Coziinebilen ve fibriller olmak iizere iki formu vardir.
Coziilebilen formu viicut sivilarinda bulunur ve pihtilagmayi, yara iyilesmesini
ve fagositozu arttirir. Fibriller formu hiicre yiizeylerinde ve ECM’te bulunur.
Fibroblastlarin yiizeyinde bulunan fibronektin transmembrandz integrin
reseptorleri araciligiyla hiicre igindeki aktin lifleriyle iliski kurar. Aktin

filamanlar fibronektin liflerinin birlesmesini ve diizenlenmesini saglar [35].

# Bazal lamina

Bazal lamina 40-120 nm kalinliginda, epitel tabakasini alttaki bag
dokudan ayiran Ozellesmis bir ECM tabakasidir. Bazal lamina bag dokuya
kollajen fibrillerle siki sikiya baglidir. Bazal lamina ve kollajenin beraber
olusturdugu yapiya bazal membran (basement membrane) denir.

Bazal laminanin gorevleri;

1) Makromolekiillerin ge¢isini engellemek i¢in filtre gorevi goriir.

2) Belirli hiicreler igin bariyer olusturur. (Orn: fibroblastlarin epitel

hiicreleriyle temas etmesini engellerken, makrofaj ve lenfositlere izin verir.)
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3) Rejenere olan hiicrelerin goc¢ii igin iskele gorevi goriir.

4) Doku yenilenmesine yardimci olur.

Bazal lamina bilesenleri bulundugu dokuya gore degisiklik gostermekle
beraber genellikle tip IV kollajen ve laminin ve nidojen gibi glikoproteinlerden

olusur. Tip IV kollajen, fibriller kollajene gére daha esnek yapidadir.

# ECM yikimi

Yaralanma ve enfeksiyon durumlarinda ECM’in bolgesel olarak MMP’lar
ile yikilmasi, hiicrelerin bazal laminadan yara sahasina gelmelerine olanak
saglar. Matriks lizisi ile matriks icerisinde hiicre gogiine izin verecek bir yol
acilir. Hiicrelerin baglanacagi noktalar agiga ¢ikarilarak hiicrelerin baglanmasi
kolaylasir. Adheziv o6zellik azaldigi i¢in hiicrelerin ayrilmasi1 da kolaylasir,
bdylece hiicrelerin ilerlemesi kolaylasmis olur. Yikim sirasinda ortaya ¢ikan
sinyal proteinleri de hiicrelerin hareketini yonlendirir.

Proteoliz ¢ok kontrollii isleyen bir siiregtir. Normalde inaktif durumda
bulunan birgok prekiirsor, ihtiyag¢ duyuldugunda aktif hale gecer. Hiicre
ylizeyinde bulunan bazi 06zel reseptorler ile proteazlarin yalnizca istenen
alanlarda islev gormesi saglanir. Ayrica proteazlart engelleyecek doku
metalloproteinaz inhibitorleri (TIMP) gibi maddelerle de proteaz aktivitesi

sinirlanir.

2.1.3. Matiirasyon evresi
Yara kontraksiyonu, yara ¢evresindeki derinin skar dokusunu azaltmak

amactyla merkeze dogru hareket etmesidir. Yara kontraksiyonu sirasinda
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fibroblastlar myofibroblastlara doniisiirler. Bu hiicreler hem fibroblast hem diiz
kas hiicresi iglevi goriir ve diiz kas aktini sentezlerler. Aktin 6. giinde yarada
goriilmeye baslar ve iki hafta boyunca yiiksek seviyelerde seyreder, 4. haftada
azalarak kaybolur [33]. Uyarilmis fibroblastlar, sitoplazmik aktin-myozin
yapilart olusturarak kontraksiyon yetenegi kazanirlar. Bu uyarilmis hiicreler
fibroblast dolu kollajen orgii icerisinde yerlestiginde kontraksiyon daha hizli
gerceklesir. Asir1 fibrozisle seyreden karaciger sirozu, renal ve pulmoner
fibrozis, Dupuytren kontraktiirii gibi hastaliklarda dokuda bol miktarda
myofibroblast bulunur. Aktin mikrofilamanlar1 fibroblastin uzun ekseni boyunca
dogrusal olarak dizilmislerdir. Fibronexus adi verilen hiicre zarim1 kateden
protein ile hiicre iskeletini olusturan filamanlar ve ECM arasinda baglanti
kurulur.

Matriks metalloproteinazlari da basta MMP-3 olmak {iizere yara
kontraksiyonunda 6nemli rol oynarlar [40]. MMP’lar1 fibroblast ve kollajen
arast baglantilar1 ortadan kaldirarak kollajen orgliniin  kontraksiyonunu

kolaylastirir.

# Yeniden yapilanma (Remodeling)

Bu donemde fibroblast sayis1 azalir ve yogun kapiller damarlar regrese
olur. Yara kuvveti 1. ve 6. haftalar arasinda hizla artar, sonrasinda 1. yila kadar
bir plato ¢izer. Skar dokusunun kuvveti saglam deri kuvvetinin %701 kadardir.
Yirmi birinci giinde yaranin kirilma giiciinde c¢apraz baglanmalarin sonucu

olarak bir artis meydana gelir. Kollajenin c¢apraz baglanmas1 yara
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kontraksiyonunu ve kuvvetini arttirmakla beraber, normal cilde goére daha

kirilgan ve daha az esnek skar dokusu olusumuyla sonuglanir [7].

2.2. Tyilesmesi Geciken Yaralar

Diger anormal yaralarda oldugu gibi, kronik yaralarda da yara
iyilesmesinin ¢esitli evrelerinde bozukluklar, yiiksek ya da algak sitokin,
biiyiime faktorii ve proteaz diizeyleri mevcuttur. Kronik yara sivisinda, akut yara
stvisindan farkli olarak daha yiiksek IL-1, IL-6 ve TNF-a diizeyleri oldugu
gosterilmistir. Ek olarak TNF-a ile EGF ve PDGF gibi gerekli biiylime faktorleri
diizeyleri arasinda ters orant1 oldugu gosterilmistir.

Yaradaki normal ECM miktari, matriks sentezi, birikimi ve yikimi
arasindaki dinamik denge tarafindan belirlenir. Hiicre dis1 matriksin proteolitik
yikimi derinin tamirinde ve yeniden yapilanmasinda 6nemlidir. En son kanitlar
yara bolgesindeki proteolitik yikimin iyilesme bozuklugunun ana nedenlerinden
biri oldugunu gostermektedir. Matriks metalloproteinazlar, ECM bilesenlerini
yikma yetisine sahip bir grup enzim olup substratlara olan Ozgiinliikleri ile
ayrilirlar ve TIMP’leri ile inhibe olurlar. TNF-o’nin MMP’larinin {iretimini
arttirirken  TIMP’lerinin  iiretimini  inhibe ettigi go6zlenmistir. Tersine
MMP’larinin inhibisyonu, yara sivisindaki TNF-a diizeylerinde azalmaya ve
inflamatuar hiicrelerin sayisinda diislise neden olurken, yaranin gerilim giiciinde
ve TGF-B diizeylerinde artisa sebep olur.

Hem insan hem hayvan modellerindeki caligmalar, basi iilserleri gibi
kronik yaralarda MMP diizeylerinde, 6zellikle de MMP-1, MMP-2, MMP-§ ve

MMP-9°da artis ve TIMP diizeylerinde azalma oldugunu sergilemistir. Bu
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bulgular pek cok arastirmacinin kronik yaralarin MMP diizeylerindeki inatc1
yiiksekligi ve TIMP diizeylerindeki azalmanin sonucu oldugu neticesine
varmasina neden olmustur. Bu MMP’lariin  hiicre gd¢liniin - adheziv
substratlarini ve biiylime faktorleri ve sitokinler gibi sinyal molekiillerini yiktig1
gosterilmistir. Ek olarak asir1 proteoliz, inflamatuar hiicre siire¢lerini uygunsuz
bigimde etkileyen bag doku yikim firiinlerinin yiiksek diizeylerde salinmasina
neden olabilir. Yaradaki inflamasyonun artisi ile yaranin iyilesme siirecine girme
olasilig1 azalmaktadir. Denge, kollajen sentezinden kollajen yikimina dogru
kaymaktadir [7].

Kronik inflame ve kapanma siirecine girmeyen yaralar yassi epitel hiicreli
karsinom gelistirmeye meyillidir. Ik olarak kronik yanik skarlarmda Marjolin
iilseri olarak tanimlanan bu sorun, osteomyelit, bas1 yaralari, venoz staz iilserleri
ve hidradenit gibi diger durumlarla da birliktelik gosterebilir. Yara diizensiz,
ylizeyden kabariktir ve beyaz bir renk degisikligi vardir. Premalign hali
psodoepitelomatdz hiperplazidir. Bir biyopsi sonucu bu sekilde raporlandiginda
biyopsi tekrarlanir; ¢iinkii yaranin bagka bolgelerinde skuamoz hiicreli karsinom

olabilir.

2.2.1. Basi yarast

Basi yarasi cilt ve cilt altt dokularin nekrozu ile karakterizedir. Bas1 yarasi
siklikla yaslhi ve immobil hastalarda olusmakta ve ciddi problemler
yaratmaktadir. Basi yarasi olusumunun en 6nemli nedeni kemik cikintilar
iizerinde bulunan devamli yiiksek basingtir. Bunun yaninda, siirtiinme ve nem

basi1 yarasi olusumuna zemin hazirlayan faktorlerdendir. Digsaridan gelen basing

23



kuvveti, kapiller basincin iizerine ¢iktiginda kan akimi durmaktadir. Deride
ortalama kapiller basing 20 mmHg’dir. Sirtiistii yatan hastada basing en fazla
topuk, sakrum ve kalgadayken (40-60 mmHg), oturan hastada iskial bolgededir
(80-100 mmHg). Yiiksek basing nedeniyle, o noktada vendz ve lenfatik
obstrilksiyon meydana gelir. Olusan iskemi sonucunda biriken toksik
metabolitler, normal insanlarda agriya neden olur. Herhangi bir nedenden 6tiirii
bu agriy1 algilayamayan ve/veya pozisyonunu degistiremeyen hastalarda basi

yarasi olusumu kaginilmazdir [41].

2.2.2. Venoz iilser

Venoz iilserler ¢ogunlukla alt ekstremitede vendz yetmezlik sonucu olusur.
Venlerin kapaklarinda yetmezlik, derin ven yetmezligi, trombozlar ya da bacak
kaslarinda fonksiyon bozuklugu nedeniyle olusan vendz hipertansiyonun sonucu
olarak dermisteki mikro dolasim etkilenir. Eritrositler ve makromolekiiller
intersitisyuma ekstravaze olurlar ve endotelyal hiicreleri aktive ederler.
Endotelyal hiicrelerce iiretilen adhezyon molekiilleri sayesinde 16kositler uyarilir
ve inflamatuar siireg baslar. Venoz yetmezligin de etkisiyle ¢evre dokularin
savunmasi zayiflar. Sonug olarak, siirekli inflamasyon ve artmis proteinaz
aktivitesi vendz yetmezligin daha da artmasina ve {ilser olusumuna sebep olur.
Venoz iilser tedavisinin temelinde, vendz hipertansiyonun kompresyon veya
cerrahi yontemle diizeltilmesi yer alir. Venoz iilser olusumunun patofizyolojisi
anlasildik¢ca, molekiiler diizeyde etki edecek yardimci tedavi arayislart da

artmistir [42].
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2.2.3. Diabetes Mellitus

Diyabet, en fazla amputasyon riski tasiyan kronik yara nedenidir. Kronik
alt  ekstremite {lserleri  diyabetik hastada  siklikla — amputasyonla
sonuclanmaktadir. Patogenezinde ndropati, ayak deformitesi, ateroskleroz ve
periferik 6demin 6nemli yeri vardir. Diyabetik hastalarda, ateroskleroz nedeniyle
biliyiik damarlarda tikaniklik, bu damarlardan perifere atan emboliler sonucu
ekstremitelerde yetersiz oksijenizasyon s6z konusudur. Ayrica bu hastalarda
mikro dolagim da bozulmus ve bazal membran kalinliginda artig saptanmistir.
Kalinlasan bazal membrandan 16kosit gecisinin zor olmasi nedeniyle bozulmus
kemotaksis ve bakterisidal fonksiyonlar sonucu enfeksiyona egilim artmistir.
Diyabeti olan hastalar renal fonksiyon bozukluklarma yatkindir. Idrarda fazla
protein atilmasi 6deme neden olur ve ddem de yara iyilesmesini zorlastirir.
Biitiin bunlarin yaninda en O©nemli problem alt ekstremitelerde gelisen
noropatidir. Noropatinin en 6nemli sonucu ise koruyucu reflekslerin kaybidir.
Ayrica hastalarda agr1 olmamasi nedeniyle bu yaralar genellikle ihmal
edilmektedir. Duyusal noropatiye ek olarak motor ve sempatik sinirlerde
meydana gelen islev kaybr nedeniyle ayak arkini kontrol eden kaslar normal
pozisyonlarin1 koruyamazlar. Bu nedenle metatars baslarina normalden fazla
basing uygulanir ve en c¢ok ikinci metatars lizerinde olmak iizere diyabetik
hastalarda metatars yaralar1 ¢ok sik goriiliir. Sempatik fonksiyon kaybi
sonucunda terleme olmadigindan ayak cildi asir1 kurur ve yara olusma riski daha
da artar. Ayrica cilt catlaklarinda kolonize olan bakteriler de enfeksiyon riskini
arttirir. Diyabetik hastalarda yara olusmasini 6nlemek, olusan yaralari tedavi

etmekten daha kolay ve daha ucuzdur [43].

25



2.3. Yara iyilesmesini geciktiren intrinsik faktorler
2.3.1. Iskemi ve Hipoksi

Yaralanmis dokunun oksijenizasyonu yara iyilesmesi i¢in ¢ok dnemlidir.
Dokuya oksijenin ulagmasini etkileyen cesitli vaskiiler veya sistemik problemler
olabilir. Genellikle en yaygin nedenler tikayici arter hastaliklar1 ve vendz
yetmezliktir. Kan akiminin kesintiye ugramasi, yaradaki oksijen perfiizyon
basincinin diigmesine neden olur. Kronik hipoksi, yaranin iyilesmesini engeller
ve yaray1 enfeksiyona acik hale getirir. Hipoksi ve enfeksiyon kirilmasi gii¢ bir
kisir dongii olusturur. Ekstremitelerde, ¢evresindeki dokunun oksijen basinci 35
mmHg altinda olan yaralar iyilesmezler [44]. Yaradaki oksijen basincinin diisiik
oldugu tespit edildiginde hiperbarik oksijen tedavisi, hem oksijenizasyonu
arttirir hem de fibroblast ve kollajen sentezini arttirarak yara iyilesmesine
katkida bulunur [45]. Tikanmis damarlarin cerrahi yontemlerle bypass edilerek

ekstremitelerin dolagiminin diizeltilmesi yara iyilesmesini hizlandirir [46].

2.3.2. Enfeksiyon

Agik yaralar, koruyucu cilt ortiilerini kaybettiklerinden ¢esitli
mikroorganizmalarla kontamine olurlar. Kontaminasyon yarada cogalmayan
mikroorganizmalarin bulunmasiyken, kolonizasyon ¢ogalan mikroorganizmalara
ragmen  doku  hasarmin  olusmadigt  durumu tamimlar.  Cogalan
mikroorganizmalar doku hasarina da neden oluyorsa, o zaman enfeksiyondan
s0z edilir. Biyofilm, nekrotik dokulara ve cerrahi implantlara yapisan,
polisakkarid, protein ve bakteri iceren siimiiksii bir tabakadir. Kronik yaralarda,

bakterilere 6ldiiriilmeden c¢ogalabilecekleri bir ortam saglar. Biyofilm tabaka
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icerisinde antibiyotiklere diren¢ gosterebilen bakteriler enfeksiyonun da
kroniklesmesine katkida bulunur [46]. Enfeksiyon durumunda iyilesme siirecinin
inflamatuar evresi uzar. Bakterilerin salgiladiklart maddeler ve enzimler
nedeniyle fibrin ve biliylime faktorii gibi yara iyilesmesi icin gerekli bilesenler
yikilir. Yarada bir gram dokuda 10°’ten fazla bakteri bulunmasi durumunda yara
yeri enfeksiyonundan soz edilir [7]. Bu sayidan daha fazla bakteri barindiran
yaralarin deri grefti veya flep ile kapatilmasinin uygun olmadig: bildirilmistir
[47, 48].

Yarada enfeksiyon olup olmadigi, inspeksiyon, fizik muayene ve siiriintii
ve biyopsi kiiltlirii gibi laboratuvar testleriyle degerlendirilmelidir. Daha derin
enfeksiyonlarin tanisinda manyetik rezonans goriintiileme (MRI), bilgisayarl
tomografi (BT) ve sintigrafi gibi ileri tetkikler kullanilmali ve iskelet sistemi

tutulumu olup olmadig1 dikkatlice degerlendirilmelidir [46].

2.3.3. Yabanci cisim

Avaskiiler yabanci bir cismin varlig1 bakterilerin iireyebilecegi bir ortam
saglar. Ortopedik cihazlar, damar greftleri veya devitalize kemik fragmanlari
enfeksiyona yatkinlik yaratir ve iyilesme siirecini uzatir. Genellikle agiga ¢ikmis
yabanci cisimler ¢ikarilirlar. Ancak son donemde vakum yardimli kapama
sayesinde bu materyallerin bir kismimin kurtarilabildigi goriilmistiir [49].
Yasamimi yitirmis kemik fragmanlar1 ve nekrotik dokular debride edilerek
yaranin iyilesmesi hizlandirilabilir. Tek bir ameliyatta biitiin 6lii dokunun
debridmaninin zor oldugu durumlarda, yara yatagi kapamaya hazir hale gelene

kadar seri debridmanlar yapilabilir [46].
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2.3.4. Radyasyon

Radyoterapinin yara iyilesmesi lizerine etkileri; radyasyonun dozuna,
verildigi bolgeye ve eslik eden cerrahi girisim ve kemoterapiyle yakindan
iligkilidir. Radyasyonun normal dokudaki etkileri akut ve kronik olmak iizere iki
kisimda incelenir. Akut etkiler hastanin hayatini ileri derecede zorlastirsa da, asil
sorun teskil eden kronik etkileridir. Akut donemde eritem, mukozit ve
iilserasyon; kronik dénemde fibrozis, lenfédem, osteoradyonekroz ve vaskiiler
degisiklikler gozlenebilir. Bu zararli etkilerin en 6nemlisi ise radyasyona maruz
kalan alandaki damarlarin ve hiicrelerin hasarlanmasidir. Mikrovaskiiler diizeyde
endarteritis obliterans gelistigi histolojik olarak gosterilmistir.  Bu durum
yaralanan bolgede normal anjiyogenezi engeller. Radyasyona maruz kalan
deride hipoksik, hiposelliiler ve avaskiiler bir ortam olugmasi iilserasyona ve
gecikmis yara iyilesmesine neden olur. Radyoterapiye bagli yaralarin tedavisi
gii¢ oldugundan miimkiin olan en az dozu uygulamay1 saglayan teknolojilerin
kullanilmas1 ve bu yaralardan tiimdr varligini ekarte etmek i¢in biyopsi alinmasi

uygundur [46].

2.3.5. Malignite

Malignitesi olan hastada malniitrisyon ve artmig katabolik aktivite
nedeniyle yara iyilesmesinde gecikme meydana gelir. Hastanin kemoterapi
ve/veya radyoterapi almis olmasi da yara iyilesmesi siirecini etkiler. Kronik
yaralarda -genellikle yass1 hiicreli karsinom olmak iizere- neoplazi gelisme riski

mevcuttur. Lenfoma gibi sistemik maligniteler ilk olarak iyilesmeyen cilt
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tilserleri ile basvurabilirler. Uzun siiredir mevcut olan yaralardan mutlaka

biyopsi alinmali ve tiimdr varligi diglanmalidir [46].

2.4. Yara iyilesmesini geciktiren ekstrinsik faktorler
2.4.1. Kardiyovaskiiler yetmezlik

Kardiyovaskiiler yetmezlik durumunda, hayati organlarin kanlanmasi
Onem arz ettiginden, deri perfiizyonu azaltilir. Bu nedenle yara oksijenizasyonu

da azalir ve yara iyilesmesi gecikir [46].

2.4.2. Steroidler

Glukokortikoidler; dermatolojik, romatolojik hastaliklar, transplant
alicilar1 ve otoimmun hastaliklarda uzun yillardir kullanilan ilaglardir.
Steroidlerin etkisi doz ve slire bagimlidir. Kisa siireli kullanimlar yara
iyilesmesini etkilemez. Sistemik steroid kullaniminin inflamatuar cevabi azaltir
ve yara iyilesmesinin tim evrelerini etkiler. Uzun siireli ve diizenli kullanim
sonras1 yara iyilesmesi iizerine olan etkileri bir yil kadar devam edebilir.
Steroidler makrofaj aktivitesini, anjiyogenezi ve yara kontraksiyonunu inhibe
ederler. Steroidlerin yara iyilesmesi lizerine olan etkilerinin A vitamini ile

tersine ¢evrilebildigi gosterilmistir [50].

2.4.3. Kemoterapi
Antineoplastik ilaglar hizla ¢ogalan hiicreleri hedef aldiklar1 i¢in kanser
tedavisinde kullanilirlar. Bu ilaglarin yan etkileri olan anemi, graniilositopeni ve

trombositopeni gibi durumlar yara iyilesmesi i¢in gerekli olan dengeleri altiist
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eder. Bagisiklik sistemi zayiflayan hasta enfeksiyonlara agik hale geldigi i¢in bir
kisir dongii baglar. Yara kapama islemi yapilan bir hastaya kemoterapi

baslanacaksa araya iki hafta gibi bir siire koymakta fayda vardir [46].

2.4.4. Malniitrisyon

Yara iyilesmesinin sorunsuz gerceklesebilmesi i¢in gerekli sartlardan biri
de hastanin yeterli diizeyde beslenmesidir. Yara tedavisi yapilirken hastanin
ihtiyact olan kaloriyi aldigindan emin olunmalidir. Protein malniitrisyonunda
hiicre proliferasyonu, yeniden yapilanma (remodeling), anjiyogenez ve
fibroblast proliferasyonu azalir, dolayisiyla yara iyilesmesi yeterli olmaz. Protein
ve vitamin eksiklikleri hastanin bagisiklik sistemini etkileyerek enfeksiyonlara
kars1 direncini azaltir. Ozellikle kalori kisith diyet yapan diyabetik hastalarda
iyilesme icin gerekli enerji saglanamaz. Kronik yarasi olan hastanin besin alimi,
kas kitlesi ve cilt alt1 yag dokusu, serum protein ve alblimin degerlerini igceren
laboratuvar testleri dikkatle incelenmelidir [50]. C  vitamini  eksikliginde
kollajen iiretimindeki prolinin hidroksilasyon asamasi gergeklestirilemediginden
yara iyilesmesi bozulur. Cinko, demir, bakir ve magnezyum eksiklikleri de yara

tyilesmesini engeller [46].

2.4.5. Tiitiin kullanimi

Nikotin, sempatik sinir sistemi {izerinden etki gdosteren, giiclii
vazokonstriiktif etkiye sahip bir ajandir. Vazokonstriiksiyon sonucu yaraya
ulagan oksijen miktar1 azalir. Ayrica, sigara dumaninda bulunan karbon

monoksit hemoglobine baglanarak, hemoglobinlerin oksijen tagima kapasitesini
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azaltir. Nikotin mikrovaskiiler cerrahide de basarisizlik riskini arttiran bir

faktordiir [50].

2.5. Matriks proteinleri, Metalloproteinazlar ve Inhibitérleri

Metalloproteinazlar (MMP) tiim ECM bilesenlerini yikabilen, ¢inkoya
bagimli endopeptidazlardir [51]. Ekstraselliiler matriksin MMP’lar ile kontrollii
olarak yikilmasi, hiicrelerin ayrilmasi ve go¢ etmesi acisindan son derece
onemlidir [52]. Normal sartlarda, dokularda MMP seviyeleri diisiiktiir, ancak bir
hastalik veya yara iyilesmesi durumunda sentezleri artar. Proteazlar, yara
iyilesmesinde hemostazdan skar matiirasyonuna kadar her sathada rol alirlar
[53]. MMP’lar keratinositler, fibroblastlar, makrofajlar ve endotelyal hiicreler
tarafindan sentezlenir [54].

Metalloproteinaz ailesi birbirleriyle iligkili toplam 23 enzimden olusur.
Bunlar, kollajenaz, jelatinaz, stromelizin ve membrana bagli MMP seklinde
0zgiil olduklar1 substratlara gore siniflandirilirlar. MMP-1, MMP-8 ve MMP-13
kollajen liflerine etkili enzimlerdir. MMP-13 tip II kolajenin yikiminda tip I ve
tip III kollajene gore alt1 kat daha etkindir, MMP-1 ve MMP-8’¢e gore elli kat
daha giiclii jelatinaz etkisine sahiptir. Yapilan bir ¢alismada MMP-1 yaranin 6.
giinlinde yiikselmeye baslarken MMP-8’in seviyesi 2-3. glinden itibaren yiiksek
oldugu ve MMP-8 diizeylerinin her zaman MMP-1’den yiiksek seyrettigi
saptanmistir. Dolayisiyla MMP-8’in yara iyilesmesi boyunca debridmandan
sorumlu olan birincil proteaz oldugu sdylenebilir [55]. MMP-13 ayni zamanda
tip IV, IX, X ve XIV kollajen ve fibronektin yikiminda da rol oynar [56-58].

MMP-7 proteoglikanlarin pargalanmasinda MMP-3 ve MMP-9’dan daha
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giiclidiir [59]. MMP-12, MMP ailesi icinde en giiclii elastaz etkisine sahip
enzimdir [54].

Stromelizin grubundan olan MMP-3 ve MMP-10, fibronektin, tip IV, V,
IX, X kollajen, elastin, laminin, jelatin ve proteoglikan gibi pek ¢ok substratin
yikiminda etkilidir. Jelatinaz grubundan MMP-2 ve MMP-9 bdliinmiis kollajen
iizerinde daha giiclii etkiye sahiptirler ve ECM’in yeniden sekillenmesinde
onemli rol oynarlar [60].

MMP-7 (matrilizin) MMP ailesinin en kii¢iik molekiiliidiir. Elastin,
fibronektin, laminin tip IV kollajen ve proteoglikan yikiminda etkilidir [59]
MMP-12 (makrofaj metalloelastaz) elastin, tip IV kollajen, laminin, fibronektin,
vitronektin ve heparan siilfat1 pargalar [61].

Ekstraselliiler matriksin yikimi yara iyilesmesinin son derece onemli bir
bolimiinii olusturur. Bu siireg, yara debridmanini, kapiller tomurcuklarin
gelisimini, matriksin yeniden olusumunu ve uzun donemde dokunun yeniden
yapilanmasini igerir. Kronik yaralarin olusumunda ECM’in yikimindaki
dengenin bozulmasinin 6nemi vardir. ECM elementlerinin  sentezinde
yetersizlik, aktif MMP seviyelerinin ¢ok yiiksek olmasi ve TIMP diizeylerinin
gorece diisiik seyretmesi dengeleri bozar [58]. Kronik yara sivisinda ve
dokularda yiiksek diizeyde aktif proteaz bulunur. MMP-2 ve MMP-9 kronik
yaralarda fazlaca bulundugu saptanmis proteazlardir. Basi yaralar1 ve staz
iilserleri akut yaralara gore daha yiiksek MMP-1 ve MMP-8 seviyelerine sahiptir
[58, 62, 63].

Kronik  yaralarda  yiikselmis  proteinaz  seviyelerine  karsilik

metalloproteinaz inhibitorlerinin  diizeyi azalmistir. Kronik yaralarda yara
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stvilarindan alman O6rneklerde TIMP diizeylerinin, normal cerrahi yaradaki
TIMP seviyelerine gore daha diisiik oldugu saptanmistir [64].

Yara iyilesmesinin molekiiler biyolojisi ortaya konuldukga, iyilesmenin
gidigatin1 ongorebilecek bir biyomarker arayisi baglamistir. Yapilan ¢aligmalarda
yara iyilesmesi ile en cok iligkili olan proteazlarin MMP-1,2,3,7,8,9,10,12,13 ve
bunlar1 inhibe eden TIMP oldugu gosterilmistir [65]. MMP-9 ve TIMP
arasindaki oranin basi yarasinin iyilesme ihtimali ile baglantili oldugunu
gosteren bir ¢calisma mevcuttur [66]. Proteaz diizeyleri genellikle yara sivisindan
alman Orneklerde calisilmis ancak bu sekilde Ornek toplanmasi zahmetli
oldugundan MMP ve TIMP’lerin doku ve serum diizeyleri arasinda korelasyon
olup olmadig1 arastirilmistir. Savas yaralanmasi ile basvuran askerler iizerinde
yapilan bir ¢alismada, serum ve yara sivist MMP-2 ve MMP-7 diizeylerinin
yaralar1 gec iyilesen grupta anlamli bigimde yiiksek oldugu saptanmistir [67].
Bagka bir calismada ise yara sivilarindan alinan 6rneklerde ve serumda saptanan

sitokin diizeyleri arasinda korelasyon saptanmistir [68].

2.6. Clinoptilolite Zeolit

Clinoptilolite zeolit, dogada volkanik tiiften zengin bolgelerde var olan
AlOy4 ve Si0Oy4 igeren, hidrate, mikropordz kristallerdir. Zeolitlerin ¢ogu volkanik
kiillerin ¢6ziilmesi ve ardindan mikron boyutunda kristaller seklinde ¢cokmesiyle

olusur. Zeolitik tiif tortular1 yumusak, hafif, kolay dagilan bir yapiya sahiptirler

33



ve genellikle %50-95 oraninda tek tip zeolit igerirler.

Sekil 4. Clinoptilolite zeolitin elektron mikroskop goriintiisii (Mumpton, F.A,, La
roca magica: uses of natural zeolites in agriculture and industry. Proc

Natl Acad Sci U S A, 1999.96(7): p. 3463-70.)

Katalizor, iyon degistirici ve adsorban olmalar1 nedeniyle bir¢ok alanda
kullanilmaktadirlar. Kimyasal etkilerinden asit gazlari kurutmakta, havadan
oksijeni  ayristirmakta, igme suyu ve atitk sulardan amonyagin
uzaklagtirllmasinda, hayvansal Triinlerin, ahirlarin, kil tablalarinin,
buzdolaplarinin ve spor ayakkabilarin kokusuzlastirilmasinda ve seralarda
topraksiz besin 6gesi olarak faydalanilir [5].

Yeralti sularinda bulunan uranyumun aritilmasinda clinoptilolite zeolit

kullanilmasmin etkin ve ucuz bir ydntem oldugu gosterilmistir [69]. I¢me
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suyunun aritilmasinda az sayida yontem kullanarak ¢ok sayida maddenin
temizlenmesi O6nem tasidigindan ayni anda bakir (Cu), manganez (Mn) ve
cinkonun (Zn) arittminm saglayan demir (Fe) ile modifiye edilmis clinoptilolite
zeolit formu yakin zamanda 6nem kazanmustir [70].

Niikleer atiklardan sezyum (Cz) ve stronsiyumun (Sr) ayristirilmasinda da
clinoptilolite zeolit kullanilmistir. Niikleer sagilma bolgelerinde, clinoptilolite
zeolit eklenmis topraga ekilen bitkilerde Sr ve Cz elementleri gozlenmemistir[5].
Zeolitlerin kullanildigr diger bir alan, hayvan giibrelerinden amonyumun
uzaklastirilmasidir [71]. Civa ile kirlenmis topraga eklenen zeolit sayesinde
bitkilere civa gecisinin azaltildigi gosterilmistir [72]. Clinoptilolite zeolit
toprakta ve suda canli Salmonella typhymurium sayisim azaltir [71].

Zeolitler  gida  endiistrisinde  biranin  stabilizasyonunda  ve
alkolsiizlestirilmesinde, mutfak yaglarindaki yag asitlerinin azaltilmasinda
kullanilir. Bir¢ok dis macununun formiiliinde zeolit bulunur [71].

Clinoptilolite zeolit i¢eren diyet verilen domuzlarin, digerlerine gére daha
istahl1 olduklari, daha ¢ok kilo aldiklar1 ve daha az hastalandiklar1 bu sayede et
veriminin arttig1r gosterilmistir [71]. Kiiclikbag hayvanlar {izerinde yapilan bir
caligmada yemlerine clinoptilolite zeolit katilan hayvanlarin dogurduklar
yavrularin, standart yemle beslenen hayvanlarin yavrularindan daha fazla dogum
agirhigina sahip olduklar1 ve deney grubundaki hayvanlarin siitlerindeki yag
oraninin kontrol grubuna gore belirgin olarak arttig1 gosterilmistir [73]. Kiimes
hayvanlarinda yapilan bir calismada yemlerine clinoptilolite zeolit katilan
grupta, tavuklarin yumurtlama sikligimin arttigt ve yumurta kabugunun

kalinlastigi saptanmustir  [74]. Clinoptilolite zeolit ile beslenen kiimes
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hayvanlarinda aflotoksin etkileri gozlenmemis, aflotoksikozise bagli kan

degerlerinde degisiklik olusmamistir [75].

Sekil 5. Tribomekanik yontemle mikronize edilmis clinoptilolite zeolitin
elektron mikroskop goriintiisii (Pavelic K, H.M., Medical applications of
zeolites, in Handbook of Zeolite Science and Technology, C.K. Auerbach SM,
Dutta PK, Editor 2003, Dekker: New York. p. 1143-1174.)
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Zeolitlerin antimikrobiyal etkileri iizerinde sik calisilan bir konudur.
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Escherichia coli lizerine in
vitro bakterisidal etkileri gosterilmistir. Bakir iyonlar1 igeren zeolitler hem gram
pozitif hem gram negatif bakterilere etki eder. Giimiis iyonu igere zeolitlerin
Candida albicans’a kars1 etkili oldugu, ayrica glimiis-zeolit i¢eren garagara
kullannminda dental plak olusumunun belirgin olarak azaldigi saptanmistir [76,
77].

Zeolitler hemodiyaliz makinelerinde diyalizat sivisindan amonyumun
uzaklastirilmasinda kullanilirlar. Bu islevleri sirasinda diyalizat sivisina Al veya
Si gecisi olmaz. Anestezi makinelerinin temizlik sistemlerinin ¢ikisina
yerlestirilen filtrelere eklenen yiiksek Si icerikli zeolitler, desfluran ve diger gaz
anestezikleri adsorbe eder [71].

Zeolitlerin tavuk yumurtalarinin kabuk kalinligini arttirmast kemik
iyilesmesinde etkisi olup olmadig1 sorusunu akla getirdi. Insan osteoblast
benzeri hiicre kiiltiirlerinde yapilan bir in vitro ¢calismada Zeolit-A isimli sentetik
zeolitin, proliferasyonu, farklilasmayr ve TGF-f iretimini arttirdig
gosterilmigtir. Zeolit-A ayrica alkalen fosfataz ve aktivitesini ve osteokalsin
salinimini arttirmistir [78].

Gastrointestinal sistemden emilme orani ¢ok diisilk olan zeolitler
organofosfat zehirlenmeleri gibi ¢esitli madde intoksikasyonlarinda baglayici
ajan olarak kullanilirlar [71]. Adsorbe edici 6zelligi oldugu icin, yapilan
caligmalar sonucunda Enterex® ismiyle diyare tedavisinde kullanilmak {iizere
piyasaya striilmistiir [79]. Zeolitler kolera ve E.coli toksinlerini adsorbe

edebildikleri i¢in diyarede enterotoksin etkilerini azaltarak fayda saglarlar [71].
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Dogal clinoptilolite, sentetik zeolitler gibi gastrointestinal sistemden yapisi
bozulmadan gecisini tamamlar. Saflastirilmis dogal clinoptilolite mide igeriginin
asiditesini azaltir. Sodyum karbonat ile birlestirilmis clinoptilolite zeolitin
antiasit etkinliginin sodyum karbonat iceren diger preperatlardan daha yiiksek
oldugu gozlenmistir. Ayrica zeolit kullanimimnin  pepsin  enziminin
konsantrasyonunu ve stabilitesini etkilemedigi saptanmistir [80].

Aspirin molekiilii zeolit porlarindan daha biiylik olmasina ragmen, zeolitin
dis yiizeyinin adsorbe edici Ozelliginden etkilenir. Mide iceriginde, asit zeolit
sodyum zeolite gore, aspirini daha iyi adsorbe eder [81].

Silikat partikiillerine uzun siire maruz kalindiginda otoimmiin hastaliklar
ortaya ¢ikabilir [82]. Asbest ve fibroz zeolitlerin, mezotelyoma, akciger fibrozisi
ve bazi otoimmiin bozukluklarin patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir [71].

Silikat materyalleri siiperantijen gibi davranirlar [83]. Siiperantijenler, T
lenfositlerde hiicre 6liimiinii uyarabilen, bir grup bakteriyel veya viral toksinden
olusur. Stiperantijenler, makrofaj gibi antijen sunucu hiicrelerle T lenfositlerin
etkilesime girmesini uyarir. Bunun sonucunda abartili bir aktivasyon ve ardindan
T lenfosit 6liimii meydana gelebilir. Bu antijenler immiin yanit1 arttirabilir veya
azaltabilir [84].

Stiperantijenler bir ¢ok otoimmiin ve diger baglantili hastaliklarin
patogenezinde suglanirlar. Diger yandan kanser ve otoimmiin hastaliklarin
tedavisinde immiinmodiilatér olarak kullanilabilirligi son zamanlarda oldukc¢a
sik aragtirilan konulardan biridir. Asbest ve periferal kandaki monontikleer

hiicrelerle yapilan in vitro caligmalar, aktivasyona bagli T lenfosit 6liimiinii
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gostermistir. Antijen sunucu hiicrelerin ortamdan uzaklastirilmasi1 asbestin T
lenfositler lizerindeki etkilerini engeller [85].

Silikat materyalleri biyoaktivitelerini alternatif yollarla gosterirler. Obez
olmayan diyabetik (NOD mice) ve diger tip I diyabet modeli olusturulmus
farelere intraperitoneal silika uygulanmasinin diyabet gelisimini engelledigi
gosterilmistir[86]. Silika partikiilleri ayrica proinflamatuar (CD4+ Thl) T
lenfositlerin uyarilmasi i¢in gerekli olan makrofajlarin 6liimiine sebep olurlar.
Sonug¢ olarak antiinflamatuar (CD4+ Th2) T lenfositler aktive olurlar.
Makrofajlarin 6lmesi sonucunda serbest radikal tiriinleri diizeyi artar [87].

Farelerde yapilan bir c¢alismada clinoptilolite zeolitin peritonda
makrofajlarin kiimelesmesini sagladigi gosterilmistir. Clinoptilolite uygulanan
grupta peritondaki makrofaj sayis1 kontrol grubuna gére 7 kat, makrofajlardaki
oksijen konsantrasyonu kontrol grubuna gore 10 kat yiiksek bulunmustur [88].

Alveoler makrofajlarin silikat partikiillerine maruz kalmasi, mitojenle
aktive olan protein kinaz (MAPK), protein kinaz C ve stresle aktive olan protein
kinaz (SAPK)’larin aktive olmasina neden olur [89]. Kisaca silika, silikat ve
aluminosilikat partikiilleri sliperantijenler gibi nonspesifik immiin stimulasyon
yaparlar [90].

Glukoz adsorbani oldugu bilinen zeolitlerin (6zellikle FeSO, baglanmis
formu) diyabetes mellitus tedavisine ek olarak kullanilabilecegi belirtilmistir
[91, 92]. Diyabet modeli olusturulan farelerde yapilan ¢alismalarda dogal
clinoptilolite kullaniminin, diyabete bagli komplikasyonlar1 6nledigi veya ortaya

cikisini geciktirdigi saptanmistir [71].

39



Gadolite gibi baz1  zeolitlerin  gastrointestinal ~ sistemin ~ MRI
incelemelerinde uygun bir kontrast olabilecegi bildirilmistir. Faz II ve faz III
calismalarla gadolite’in tanisal goriintiilleme amaciyla, oral kullaniminin etkin,
giivenli ve tolere edilebilir oldugu kanitlanmistir [93].

Hiicre kiiltiirlerinin  bulundugu ortamlarda biriken amonyum hiicre
cogalmasini ve biiylimesini olumsuz etkiler. Bu ortamlar clinoptilolite ile islem
gordiigiinde amonyum ortamdan uzaklagtirilir [71].

Zeolitlerin, polimerleri ultraviyole 1sinlarin yikici etkisinden korudugunun
ispatlanmasi ile kozmetik ve dermatoloji alanlarinda haricen kullanimi giindeme
gelmistir [94]. Toz formda zeolit kullaniminin atlet ayagi tedavisinde etkin
oldugu, yaralarin ve cerrahi kesilerin iyilesmesini hizlandirdig1 belirtilmistir.
Kiiba’da atlarin ve ineklerin yaralarima iyilesmeyi hizlandirmak igin
clinoptilolite toz siiriilmesi olduk¢a yaygindir [5].

Ince toz halindeki clinoptilolite zeolit kanser tedavisinde adjuvan gorevi
gorebilir. Degisik kanser olan kdpek ve farelerde, clinoptilolite zeolit kullanimi1
genel saglik durumunda iyilesme, yasam siiresinde uzama ve tiimér boyutlarinda
kiiciilme saglamistir. Deri kanseri olan kdpeklerde clinoptilolite zeolitin topikal
olarak kullanilmasi tiimér boyutlarinda belirgin kiigiilme saglamistir. In vitro

doku calismalarinda clinoptilolite zeolitin protein kinaz B (c-Akt)’yi inhibe

WAF1/CIP1 KIP1
1 7

ettigi, timor baskilayici proteinler olan p2 ve p3 ekspresyonunu
uyardigt ve bazi kanser hiicre kiiltiirlerinde hiicre biliylimesini engelledigi
gosterilmigtir.  Melanoma hiicreleri enjekte edilen farelerden oral yolla
clinoptilolite verilen grupta metastaz sayisinda azalma saptanmistir [6].

Clinoptilolite zeolit tedavisi uygulan kopeklerde, tedavi dncesinde yiiksek olan
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serum AST ve ALT degerleri bir aylik tedavi sonrasinda normal diizeylere
inmistir [6].

Zeolitler insan saghgini ilgilendiren alanlarda antidiyareik ilag¢ olarak [79],
yaralarin ve atlet ayaginin tedavisinde haricen ve diyaliz sivilarindan amonyumu
temizlemek amaciyla[5] kullanilmiglardir. Bu kullanimlar sirasinda sistemik
etkisi oldugu saptanmamustir. Zeolitlerin hematopoez i¢in ve tiimdrler dahil
olmak iizere ¢esitli hastaliklarda yararl etkileri gosterilmistir [6, 95]. Zeolitlerin
hemostatik etkisi yapilan bir deneysel calismayla gosterilmistir [96]. Uzun stireli
ve yiiksek dozla yapilan ¢alismalar sonucunda maddenin karsinojenik ve toksik
olmadig1 ortaya konmustur [6, 97, 98]. Cilt {izerinde de toksik veya alerjik etkisi
goriilmemistir[6]. Akne tedavisinde topikal olarak kullanilan antibiyotik igeren
preperatlarda tasiyict olarak kullanilmistir [99]. Degisik zeolit tiirevleri ile
yapilan c¢alismalarda clinoptilolite zeolitin; erionite, mordenite gibi yapisal
olarak asbeste benzeyen, iplik formunda zeolitlere gére ¢cok daha az irritasyona

ve doku hasarina yol agtig1 gosterilmistir [100].

2.7. Rat Iskemik Yara Modeli

Iskeminin yara iyilesmesi iizerindeki etkilerini calisabilmek igin tavsan ve
fare kulaklarinda cesitli modeller tanimlanmistir. Sican sirtinda 1965 yilinda
McFarlane’in tanimladigi flep [101] daha sonra Schwarz ve arkadaslar
tarafindan modifiye edilmistir. 1995 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ratlarin sirtinda
4x10 cm boyutlarinda bipedikiillii flep panniculus carnosusu igerecek sekilde
kaldirilmis ve yerine iade edilmistir. Daha sonra bu flep iizerinde biyopsi punch

aleti yardimiyla yaralar olusturulmus yapilan histolojik ve biyokimyasal
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incelemelerin sonuglari iskemik yaralardakine benzer olarak bulunmustur [102].
Bu calismada kontrol grubunda 7. giinde gozlenen kollajen birikimi iskemi
grubunda 9. gilinde saptanmistir. Metalloproteinaz diizeylerinin iskemik grupta,
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir. Sonug
olarak bagka caligmalarda da bipedikiillii flep modeli, inflamatuar hiicreler,
oksidatif stres ve iskemi derecesi yoniinden degerlendirildiginde, iskemi

caligmalar1 agisindan uygun bir flep oldugu gosterilmistir[103-107].

Sekil 6. Sol tarafta normal yara modeli, sag tarafta bipedikiillii flep

iizerinde olusturulmus iskemik yara modeli goriilmektedir
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3. GEREC ve YONTEM

Bu tez ¢alismast igin Gazi Universitesi Rektorliigii Deney Hayvanlar Etik
Kurul Baskanligrnin 30.06.2011 tarihinde G.U.ET-11.062 kod numarastyla
onayr almmustir. Calisma, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Laboratuvar
Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde gerceklestirilmis
olup, kullanilan siganlar yine ayni1 merkezden temin edilmistir. Calisma dort ana
grup ve her grupta ii¢ alt grup olacak sekilde planlanmistir. Her alt grupta 6 adet
olmak iizere toplam 72 adet, agirliklar1 200-250 gr arasinda degisen Wistar soyu

disi siganlar kullamldi. Calisma boyunca siganlar uygun kafeslerde, 21+2°C

sicaklikta ve 12 saat karanlik — 12 saat aydinlik dongiistiniin saglandigi
kosullarda barindirildi. Deneklerin beslenme ihtiyaglari, standart laboratuvar
yemi ve su verilerek (ad libitum) diizenli olarak karsilandi. Tiim cerrahi islemler
intramuskiiler %10’luk ketamin HCl (50 mg/kg) ve ksilazin HCI (2.5 mg/kg)
anestezisi altinda, kornea refleksi ve ekstremite ¢gekme yanit1 kaybolduktan sonra
basladi. Sirtlarindaki tiiyler elektrikli tiras makinesiyle temizlendi. Cerrahi islem
icin siganlar yiiziistli olacak sekilde on ve arka ayaklarindan tespit edildi. Tiim
deneklere steril kosullarda islem uygulandiktan sonra yaralar bir giin siire ile
pansumanla kapatildi. Islem bittikten sonra siganlar anesteziden uyanana kadar

izlenip, ardindan her bir kafeste 6 adet olmak tizere ayr kafeslerde tutuldu.
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3.1. Calisma gruplar

Denekler, iskemi durumu, ila¢ kullanimina goére 4 ana gruba ayrildi. Her

ana grup da sicanlarin sakrifiye edildikleri giinlere gore 3 alt gruba ayrildi

(Tablo 2).

Tablo 2. Denek gruplari

Grup . Sakrifiye edildigi
Iskemi Clinoptilolite .
numarasi giin
I
Ia 3. glin
Ib Var Kullanild1 7. giin
Ic 14. giin
II
Ila 3. glin
IIb Var Kullanilmadi 7.glin
Ilc 14. giin
11
Illa 3.giin
Ib Yok Kullanild1 7. giin
IIIc 14. giin
v
IVa 3. glin
IVb Yok Kullanilmadi 7. glin
IVe 14. giin

44




3.2. Cerrahi Yontem
Uygun anestezi, tirag, tespit ve cerrahi saha temizligini takiben grup I ve II’deki

ratlarin sirtinda, 4x9 cm boyutlarinda hazirlanmis karton kalip kullanilarak

yapilacak insizyonlar ¢izim kalemiyle isaretlendi.

Sekil 7. Bipedikiillii flep kaldirilmadan 6nce ¢izim kalemiyle isaretlenen
kesi hatlar1

Isaretlenen yerlerden kesiler yapilarak panniculus carnosus dokusunun altina
inilerek, bipedikiillii deri flebi tam kat kaldirildi. Ardindan insizyonlar 2/0

Polyglytone 6211 (Caprosyn”; Syneture) ile basit tek dikislerle kapatildu.
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Sekil 8. Flep kaldirilip yerine iade edildikten sonraki goriiniim

Ertesi giin, kaldirilip yerine iade edilen fleplerin iizerinde, bistiiri ve doku
makas1 yardimiyla, ikisi sefalik ikisi kaudal olmak {izere 4 adet, 1x]1 cm
boyutlarinda tam kat doku defekti olusturuldu. Yaralar birbirlerinden ve flep
kenarlarindan transvers konumda 1 cm, vertikal konumda 2 cm uzaklikta olacak

sekilde planlandi.
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Sekil 9. Bipedikiillii flep iizerinde agilmis yaralarin goriiniimii

Grup III ve IV’te aym islemler siganlarin sirtinda flep kaldirilmadan

gergeklestirildi.

Sekil 10. Bipedikiillii flep kaldirilmadan agilmis yaralarin goriiniimii
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Doku defektleri olusturulduktan sonra tiim deneklerin 0. giin fotograflari
cekildi. Grup I ve III’teki deneklerin yaralarina 1 gr clinoptilolite zeolit hassas
terazide tartildiktan sonra 10 ml serum fizyolojik ile sulandirilarak her yaraya
0,1 ml olacak sekilde insiilin enjektorii ile uygulandi. Grup II ve IV teki ratlarin

yaralarina ayni miktarda serum fizyolojik uygulandi.

Sekil 11. Calismada kullanilan clinoptilolite zeolit preperati
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Sekil 12. Clinoptilolite zeolitin hassas terazide tartilmasi

Sekil 13. 1 mI’lik insiilin enjektdriinde serum fizyolojik ile sulandirilmig
clinoptilolite zeolit
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Sekil 14. Yaralara sulandirilmis clinoptilolite zeolit uygulanmasi

Yaralar ilk 24 saat i¢in pansumanla kapatildi ve sicanlar anesteziden uyanana

kadar ayr1 kafeslere konuldu.

Sekil 15. Pansumanin fileli sargi ile sabitlenmesi
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Daha sonra her giin deneklerin yaralarina gruplarima uygun olarak
clinoptilolite zeolit veya serum fizyolojik uygulandi ve yaralar agik olarak takip
edildi. Grup Ia, Ila, IIla ve IVa yaralarin a¢ilmasin takiben 3. giinde fotograflari
cekilip, doku 6rnekleri yara etrafinda saglam cilt olacak sekilde alindiktan sonra
kalplerinden bir enjektor yardimiyla tim kani alinarak (kanatma yoOntemi)
sakrifiye edildi. Aliman kan Ornekleri biyokimyasal degerlendirmeler igin
sakladi. Bu islemler 7. giinde Ib, IIb, IIIb, IVb ve 14. giinde Ic, Ilc, Illc ve IVc

gruplari icin tekrar edildi.

3.3. Yara alanlarimin degerlendirilmesi

Yara alanlari1 degerlendirilmesi i¢in tim gruplardaki deneklerin
fotograflar1 0. Giinden itibaren gilinasirt ¢ekildi. Fotograflar standart
yullkseklikten ve standart yontem kullanilarak dijital fotograf makinesi
(PowerShot G11, Canon
Inc, Japonya) araciliiyla, deneklerin yanlarina bir cetvel konularak ¢ekildi ve
bilgisayara aktarildi. Fotograflar {izerinden yara alanlar1 Image J 1.45 yazilim

programi ile milimetrekare olarak dl¢iildii.

3.4. Biyokimyasal degerlendirme

Deneklerin feda edilmesi sirasinda alinan kanlar 4000 devirde 10 dakika
santrifiij edildikten sonra toplanan serum 6rnekleri -80 “C’de muhafaza edildi.

Serum o6rneklerinden MMP-1 tayini, Rat MMP-1 ELISA Kit (Cusabio Biotech
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Co.,Ltd) kullanilarak yapildi. TIMP-1 diizeylerini tayini ise Rat TIMP-1 ELISA

Kit (Cusabio Biotech Co.,Ltd) ile usuliine uygun olarak yapildi.

3.5. Histopatolojik ve immiinhistokimyasal degerlendirme
# Hematoksilen-Eozin boyama yontemi

Bes mikron kalinliginda alinan kesitler dnce 60 “C etiivde 2 saat ve iki kez

15’er dakika ksilolde deparafinize edildikten sonra azalan alkol gradiyentinden
gecirilerek rehidrate edildiler. Havada kuruyan doku kesitleri Hematoksilen ile 10
dakika boyandiktan sonra musluk suyunda yikanarak %]1’lik amonyakli suya
daldirildilar. Yeniden akarsuda yikanan dokular eozinde 10 dakika boyandilar. 10
dakika boyunca musluk suyunda yikanan dokular artan alkol serilerinden
gegirilerek dehidrate edildiler. Ksilolde 45 dakika bekleyen dokular entellan ile
kapatilarak degerlendirilmeye alindilar. Skorlamalar Tablo 3’te gosterildigi
sekilde semikantitatif olarak yapildi.

Tablo 3. Skorlama kriterleri

Skor | Reepitelizasyon | Graniilasyon | Kollajen | Inflamatuar | Anjiyogenez | Ulser
Dokusu Birikimi | hiicre
0 Yok Yok veya Yok Yok Yok Genis
immatiir ve derin
ilser,
abse
1 Kismi Az Az Az Stenaz Genis
damar sayis1 ilser
2 Tamamlanmis Orta derecede | Orta Orta derece 6-10 damar Yok
fakat immatiire ya | matiirasyon derece veya
da ince cok
kiigiik
3 Tamamlanmis ve | Matiir Bol mik- | Bol miktarda | 10 dan fazla Yok
matir tarda damar sayis1
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# Immiinohistokimyasal Yontem
(Calismada indirekt immiinohistokimya yontemi kullanildi. Doku
orneklerinden hazirlanan parafin bloklardan elde edilen 5 mikron kalinligindaki

kesitler poli-lizinli lamlara alinarak énce 37°C etiivde bir gece, ardindan 60°C’de

1 saat tutulduktan sonra ikiser kez 15 dakika ksilolde deparafinize edildiler.
Azalan alkol gradiyentinde (Absolu etil alkol-%90-80-70) rehidrate edilerek
distile suya kadar indirgendiler. Ardindan fosfatlh tuz tamponunda (PBS=
Phosphate Buffer Saline) liger kez bes dakikalik siire boyunca yikandilar. Bu
asamada dokularin c¢evresi hidrofobik kalemle (Super PAP Pen, PN IM3580,
Immunotech, Beckman Coulter Company, Marseille Cedex 9, France)
siirlandirildi ve ardindan endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak igin
dokular 15 dakika siireyle %3'liik hidrojen peroksitte inkiibe edildiler. PBS ile
yikanan dokular Ultra V blokta 5 dakika tutulduktan sonra 1/100 oraninda diliie
edilmis (Large Volume UltraAb Diluent, TA-125-UD, LabVision, Fremont, CA,
USA) PDGFR primer antikoru (Cat. No: Lot-1691P11A, LabVision, Fremont,
CA, USA) ile 1 saat inkiibe edildiler. Tekrar PBS ile yikanan dokulara biotinile
sekonder antikor (Biotinylated Goat Anti-Polyvalent, TP-125-BN, LabVision,
Fremont, CA, USA) 15 dakika siireyle uygulandi. Takiben PBS’de yikanan
dokulara 15 dakika “streptavidin peroksidaz” (Streptavidin Peroxidase, TS-125-
HR, LabVision, Fremont, CA, USA) ve yeniden PBS uygulandi. Reaksiyonun
gorilinlir hale gelmesi i¢in AEC kromojen (AEC Substrate System TA-125-HA,
LabVision, Fremont, CA, USA) 10 dakika uygulandiktan sonra PBS'de yikanan

dokulara 10 dakika “Mayer's hematoksilen” ile zit boyama uygulandi. Akan
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musluk suyunda yikanan dokular su bazli yapistirici ile kapatildi. Leica DM 4000

B (Wetzlar, Germany) imaj analizerli fotoisik mikroskopta degerlendirildi.
Skorlamada HSCORE yontemi uygulandi. HSCORE= ) Pi (i+1) formiilii

kullanildi. Pi: her bir kesitteki toplam reaktivite yaygiliginin yilizde cinsinden

degeri, i: yogunlugu gosteren yar1 nicel bir degerdir.

3.6. Istatistiksel yontem

Verilerin analizi SPSS for Windows 11.5 paket programinda yapildi.
Stirekli degiskenlerin dagilimini normale yakin olup olmadig1 Shapiro Wilk testi
ile varyanslarin homojenligi Levene testiyle arastirildi. Tanimlayici istatistikler
yara alani, yara alindaki iyilesme yiizdesi, MMP1, TIMP1 ve MMP1/TIMP1
icin ortanca (25.-75. ylizdelik) olarak histoloji ve IHC skorlar ise ortanca (en
kii¢iik — en biiyiik) seklinde gosterildi.

Sakrifikasyon giinleri igerisinde arastirma gruplar1 arasinda ortanca degerler
yoniinden farkin 6nemliligi Bonferroni Diizeltmeli Kruskal Wallis testiyle
arastirildi. Kruskal Wallis test istatistiginin anlamli bulunmasi halinde Conover’in
¢oklu karsilastirma testi kullanilarak farka neden olan durumlar belirlendi.
Bonferroni Diizeltmesine gore p<0,017 icin sonuglar istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

Gruplar igerisinde sakrifikasyon giinleri arasinda ortanca degerler yoniinden
farkin onemliligi Bonferroni Diizeltmeli Kruskal Wallis testiyle arastirildi.
Bonferroni Diizeltmesine gore p<0,0125 icin sonugclar istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi. Kruskal Wallis test istatisti§inin anlamli bulunmasi halinde

54



Bonferroni Diizeltmeli Mann Whitney U testi kullanilarak farka neden olan
durumlar belirlendi. Bonferroni Diizeltmesine gore p<0,0041 icin sonuglar
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bu calismada olas1 tiim c¢oklu karsilastirmalarda Tip [ hatayr kontrol

edebilmek i¢cin Bonferroni Diizeltmesi yapilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Yara alanlan

Yara alanlan Sl¢iimleri 0. glinden baslayarak giinasir1 yapildi. Tiim gruplar
birbirleri ile karsilastirildiginda 3. giin sakrifiye edilen gruplar arasinda
Bonferroni diizeltmesine gore yara alanindaki diizelme yiizdesi yoniinden
istatistiksel olarak anlamh fark goriilmedi (p=0,037). 3. giinde sakrifiye edilen

gruplarin yara alanlar1 6l¢iimleri Tablo 4’te gosterilmektedir.

Tablo 4. Sakrifikasyon Zamam 3.Giin Olan Denekler Igerisinde Takip

Zamanlarindaki Yara Alanlan

Takip Zamani Grup | Grup |l Grup lll Grup IV
0.Giin 123,8 (121,7-133,9) 128,3(121,6-132,9) 131,4(120,6-140,3) 119,0(111,0-128,3)
2.Giin 104,8 (100,6-112,2)  110,0 (106,7-115,2)  106,5 (97,1-111,5)  101,2 (92,9-120,6)
3.Giin 95,2 (87,1-05,2) 95,8 (90,8-98,9) 88,4 (81,9-91,0) 93,3 (88,3-107,9)

7. glin sakrifiye edilen gruplar arasinda, grup Ib’nin yara alanindaki
diizelme miktari, grup IIb, IlIb ve IVb’ye goére anlamli olarak daha diisiik
saptand1 (p<0,001). Ayrica, grup IVb’nin yara alanindaki diizelme miktari, grup
IIb ve Illb’ye gore anlamli olarak daha fazla bulundu (p<0,001). 7. giinde

sakrifiye edilen gruplarin yara alanlar1 dl¢timleri Tablo 5°te gosterilmektedir.
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Tablo 5. Sakrifikasyon Zamami 7.Giin Olan Denekler Igerisinde Takip

Zamanlarindaki Yara Alanlan

Takip Zamani Grup | Grup Il Grup lll Grup IV
0.Giin 1245 (117,1-133,1) 112,8(106,5-123,6) 132,8 (129,9-152,3) 127,5(112,3-143,1)
2.Giin 110,6 (103,3-123,7) 87,7 (83,3-104,4) 115,6 (96,7-136,1)  103,8 (89,4-113,0)
4.Giin 99,9 (94,3-109,0) 79,0 (72,5-90,2) 80,9 (74,1-117,0) 72,9 (65,7-101,4)
6.Giin 90,6 (77,7-97,4) 62,9 (58,3-71,8) 73,7 (67,7-91,8) 62,4 (52,9-69,0)
7.Giin 68,9 (62,8-82,6) 50,8 (44,8-57,2) 61,6 (55,0-76,2) 42,9 (38,5-53,1)

14. giin sakrifiye edilen gruplar arasinda, grup Illc’nin yara alanindaki
diizelme miktari, grup Ic, Ilc ve IVc’ye gore anlamli olarak daha yiiksekti
(p<0,001). Ayrica, grup IVc’nin yara alanindaki diizelme miktari, grup Ic ve
IIc’ye gore anlamli olarak daha fazla bulundu (p<0,001). 14. giinde sakrifiye

edilen gruplarin yara alanlar 6l¢timleri Tablo 6’da gosterilmektedir.

Tablo 6. Sakrifikasyon Zamam 14.Giin Olan Denekler Igerisinde Takip

Zamanlarindaki Yara Alanlan

Takip Zamani Grup | Grup |l Grup lll Grup IV
0.Giin 113,4 (105,5-125,6) 1124 (108,8-121,3) 130,4 (115,2-142,9) 120,9 (111,3-132,8)
2.Giin 87,5 (83,5-93,4) 95,3 (91,0-109,0) 96,5 (83,2-113,0) 95,5 (85,6-107,5)
4.Giin 75,8 (69,3-85,2) 84,1 (81,9-94,5) 72,2 (65,6-93,9) 73,0 (69,4-81,7)
6.Giin 66,2 (61,1-71,0) 69,5 (66,4-74,8) 59,0 (52,4-81,6) 63,1 (52,7-67,0)
8.Giin 43,6 (37,1-47,1) 38,0 (35,8-41,6) 38,8 (28,8-48,2) 34,9 (28,4-41,2)
10.Giin 27,1 (24,5-28,3) 22,2 (19,5-24,3) 18,9 (16,4-24,7) 17,8 (14,7-24,3)
12.Giin 19,1 (17,8-19,8) 12,8 (11,1-15,7) 12,5 (8,9-14,8) 10,2 (7,9-14,9)
14.Giin 6,1 (5,1-8,6) 6,6 (5,7-8,0) 4,1(1,6-4,7) 4,9 (3,0-7,4)
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Tim gruplarin gilinlere gore yara alanlari dlglimleri Sekil 16’da, yara

alanlarindaki diizelme miktarlar ise Sekil 17°de gosterilmektedir.
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2 60
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S 40
20 H Grup IV
0
Pre-op Post-op | Pre-op Post-op Pre-op Post-op
3.Gun 7.Gln 14.Gln
Sekil 16. Giinlere gore gruplarin yara alanlar1 6l¢lim grafigi
100
B 3.Gln
80
| 7.Gun
60
W 14.Gun

40

20

Yara Alanindaki Azalma (%)

Grup | Grup Il Grup Il Grup IV

Sekil 17. Giinlere gore gruplarin yara alanlarindaki diizelme miktarlart
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Gruplar kendi iglerinde degerlendirildiklerinde sakrifiye edilme
zamanlarina gore yara alanindaki iyilesme diizeyleri de anlamli farklilik

gostermekteydi (p<0,001).

Grup Ic’de yara alanindaki diizelme miktari, grup Ia ve Ib’ye gore daha

fazlaydi (p=0,002).

Grup Ilc’nin grup Ila ve IIb’ye gore yara alanlari daha fazla iyilesmisti
(p=0,002). Ayrica, grup Ilc’nin yara alanlart grup IIb’ye gore daha fazla

iyilesmisti (p=0,002).

Grup Illa’ya gore grup Illc’de yara alanlarindaki diizelme miktar1 anlamli
olarak daha fazlaydi (p=0,002). Ayrica, grup IlIb’ye gore grup Illc’nin yara

alanlarindaki iyilesme miktar1 anlamli olarak daha fazlaydi (p=0,002).

Grup [Va’ya gore grup IVb ve IVc’deki denekleri yara alanlar1 daha fazla
iyilesmisti (p=0,002). Ayrica, grup IVc’deki deneklerin yara alanlarindaki

diizelme miktar1 grup IVb’ye gore anlamli olarak daha fazlaydi (p=0,002).

Sakrifikasyon zamani ve gruplara gore yara alanindaki yilizdesel azalma
miktarlar1 ve Bonferroni diizeltmesine yonelik aciklamalar Tablo 7°de

gosterilmistir.
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Tablo 7. Sakrifikasyon Zamani ve Gruplara Gore Yara Alanindaki Yiizdesel

Azalma Miktarlar1
Takip Zamani 3.Giin 7.Giin 14.Giin p-degeri 2
Grup | 25,3(17,6-29,8) 45,7 (33,0-49,7) cdei 94,6 (92,4-95,6) d.ei <0,001
Grup I 26,4 (17,6-29,7)k 55,2 (51,5-59,0) cfik 94,0 (93,6-94,9) fhii <0,001
Grup lll 32,7 (25,5-40,6)' 54,3 (48,7-57,8) 49 97,0 (96,2-98,6) dghi. <0,001
Grup IV 20,8 (15,0-23,4)% 64,8 (57,4-69,3)ef9ik 958 (94,4-97,5) &l <0,001
p-degeri ® 0,037 0,002 0,013

a=Gruplar igerisinde sakrifikasyon giinleri arasinda yapilan karsilagtirmalar, Bonferroni
Diizeltmesine gore p<0,0125 icin sonuclar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi,
b=Sakrifikasyon giinleri igerisinde gruplar arasinda yapilan karsilastirmalar, Bonferroni
Diizeltmesine gore p<0,017 i¢in sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi, c= Grup 1
ile Grup II arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001), d= Grup I ile Grup III
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<<0,001), e= Grup I ile Grup IV arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli (p<0,001), f= Grup II ile Grup IV arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli (p<0,001), g= Grup III ile Grup IV arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
(p<0,001), h= Grup 1II ile Grup III arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001),
i=3.Gln ile 14.Giin arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p=0,002), j=7.Giin ile 14.Giin
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p=0,002), k=3.Giin ile 7.Giin arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli (p=0,002).

4.2. MMP-1 ve TIMP-1 diizeyleri ve MMP-1/TIMP-1 oranlar1

MMP-1 diizeyi agisindan sadece 7. giin sakrifiye edilen gruplar arasindaki
fark anlamli olup, Grup Ib’deki deneklerin MMP-1 seviyeleri Grup IIb, IIIb ve
IVb’dekilerden istatistiksel anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,001). Gruplarin
giinlere gore degisen MMP-1 degerleri Sekil 18’de grafiksel olarak, Tablo 8’de

sayisal olarak gosterilmistir.
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Sekil 18. Gruplarin giinlere gére MMP-1 diizeyleri

Tablo 8. Sakrifikasyon Zamani ve Gruplara Gore MMP-1 Diizeyleri

Takip Zamani 3.Giin 7.Gln 14.Giin p-degeri 2
Grup | 1044,3 (720,7-2248,4)  1015,7 (874,2-1236,0)<d¢  793,1 (688,2-1093,7) 0,347
Grup i 983,6 (680,9-1768,6) 581,8 (540,9-649,5)¢ 878,0 (835,9-942,0) 0,030
Grup Il 716,5 (596,0-870,5) 567,0 (480,9-872,0)49 729,2 (612,3-812,9) 0,532
Grup IV 650,3 (611,2-850,2) 759,7 (643,6-1237,6)t9  772,3 (694,9-873,0) 0,476
p-degeri ® 0,136 0,016 0,127

a=Gruplar igerisinde sakrifikasyon giinleri arasinda yapilan karsilagtirmalar, Bonferroni
Diizeltmesine gore p<0,0125 i¢in sonuclar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi,
b=Sakrifikasyon giinleri igerisinde gruplar arasinda yapilan karsilastirmalar, Bonferroni
Diizeltmesine gore p<0,017 igin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi, c= Grup I
ile Grup II arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001), d= Grup I ile Grup III
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001), e= Grup I ile Grup IV arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli (p<0,001), = Grup II ile Grup IV arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli (p<0,001), g= Grup III ile Grup IV arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli (p<0,001), h= Grup II ile Grup III arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
(p<0,001).

TIMP-1 diizeyleri agisindan 3. 7. ve 14. giin sakrifiye edilen denekler
arasinda anlamli  bir fark bulunamadi. Gruplar kendi iglerinde

degerlendirildiginde sadece iki durumda anlamli fark saptandi. Grup Ilc’deki
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deneklerin TIMP-1 diizeyleri, grup Ila’dakilere gore anlamli olarak daha diisiik
saptand1 (p=0,002). aynm sekilde grup IVc’deki deneklerin TIMP-1 diizeyleri,
grup IVa’dakilere gore anlamli olarak daha diisiik tespit edildi (p=0,002).
Gruplarin giinlere gore degisen TIMP-1 degerleri Sekil 19°da grafiksel olarak,

Tablo 9’da sayisal olarak gosterilmistir.
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Sekil 19. Gruplarin giinlere gore TIMP-1 diizeyleri

Tablo 9. Sakrifikasyon Zamani ve Gruplara Gére TIMP-1 Diizeyleri

Takip Zamani 3.Giin 7.Giin 14.Giin p-degeri 2
Grup | 1,8 (1,0-3,9) 0,7 (0,6-1,0) 05(0,3-1,1) 0,017
Grup Il 1,3(1,2-1,6) ¢ 0,8 (0,8-1,1) 0,5 (0,4-0,9) ¢ 0,003
Grup lll 1,0(0,9-1,7) 0,6 (0,5-1,1) 0,5(0,5-0,9) 0,037
Grup IV 1,0(0,9-1,2) ¢ 0,5 (0,5-0,7) 0,5(0,4-0,5) ¢ 0,003
p-degeri ® 0,155 0,113 0,442

a=Gruplar icerisinde sakrifikasyon glinleri arasinda yapilan karsilastirmalar, Bonferroni
Diizeltmesine gore p<0,0125 icin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi,
b=Sakrifikasyon giinleri icerisinde gruplar arasinda yapilan karsilagtirmalar, Bonferroni
Diizeltmesine gore p<0,017 icin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi,
¢=3.Glin ile 14.Giin arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p=0,002).
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MMP-1/TIMP-1 oranlar incelendiginde 3. 7. ve 14. giinlerde sakrifiye
edilen gruplar arasinda anlaml fark saptanmadi (p>0,017). Grup I, II ve III’teki
deneklerden 3. 7. ve 14. giin sakrifiye edilenler arasinda MMP-1/TIMP-1 orani
acisindan anlamli fark saptanmazken (p>0,0125), grup IVc’deki deneklerin
MMP-1/TIMP-1 diizeyleri grup IVa’dakilere gére anlamli olarak daha yiiksek
tespit edildi (p=0,002). Gruplarin gilinlere gore degisen MMP-1/TIMP-1 degerleri

Tablo 10°da , grafigi Sekil 20°de gosterilmistir.

Tablo 10. Sakrifikasyon Zamani ve Gruplara Gére MMP1/TIMP1 Diizeyleri

Takip Zamani 3.Giin 7.Giin 14.Giin p-degeri 2
Grup | 5949 (85,3-2315,6)  1590,1 (940,0-1992,1)  1655,4 (1204,3-2355,8) 0,368
Grup Il 633,4 (530,1-1371,9)  736,5(511,2-817,3) 1674,4 (1044,7-2005,4) 0,024
Grup lll 694,1 (471,3-808,8)  822,3 (634,8-1424,7) 1166,3 (788,5-1650,0) 0,095
Grup IV 617,4 (543,0-854,4)c  1353,1 (1129,4-1914,5) 1728,6 (1425,3-2116,1) 0,004
p-degeri ® 0,964 0,036 0,183

a=Gruplar icerisinde sakrifikasyon glinleri arasinda yapilan karsilastirmalar, Bonferroni
Diizeltmesine gore p<0,0125 icin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi,
b=Sakrifikasyon giinleri icerisinde gruplar arasinda yapilan karsilagtirmalar, Bonferroni
Diizeltmesine gore p<0,017 igin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi,
¢=3.Glin ile 14.Giin arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p=0,002).
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Sekil 20. Gruplarin giinler gore MMP-1/TIMP-1 oranlari
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4.3. Histolojik degerlendirme bulgular
3. giin sakrifiye edilen gruplar birbirleri ile karsilastirildiginda,

reepitelizasyon, graniilasyon, kollajen birikimi, inflamatuar hiicre sayist ve
anjiyogenez acisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark varken
(p<0,017), iilser boyutu ve immiinhistokimya (IHK) sonugclar1 arasinda anlamli
fark saptanamadi (p>0,017).

Grup la’daki deneklerin reepitelizasyon skorlar1 grup Ila, grup Illa ve grup
IVa’dan anlamli olarak daha diisiiktii (p<0,001, p<0,001 ve p=0,008), grup Ila
ve grup [Va’nin skorlari grup Illa’dan anlamli olarak daha diisiikti ( p=0,008 ve
p<0,001) ve grup IVa’nin skorlar1 da grup Ila’dan (p<0,001) anlaml olarak daha
diistikti.

Graniilasyon skorlar1 degerlendirildiginde; grup Ila ve grup Illa’nin
skorlar1 arasinda anlamli fark bulunamadi (p=0.120). Grup Ia ve grup IVa
arasinda da graniilasyon sonuglart agisindan 6nemli fark yoktu (p=0.369). Ancak
grup Ila ve grup Illa’nin skorlari, grup la ve grup IVa’min skorlarindan
istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksekti (p<0,001).

Kollajen birikimi ve anjiyogenez degerlendirildiginde 3. gilinde en ¢ok
kollajen birikimi ve anjiyogenezin grup Illa’daki deneklerde gozlendigi ve grup
[Ia’nin skorlariyla arasinda anlamli fark oldugu tespit edildi (p=0,003). Grup
[Ta’deki kollajen birikimi ve anjiyogenez grup Ia’ya oranla daha yiiksek olup
(p<0,001), grup la ve grup IVa arasinda kollajen birikimi ve anjiyogenez
acisindan anlaml fark saptanamadi (p=1,000).

En yiiksek inflamatuar hiicre sayis1 grup Illa’daki deneklerde saptanirken

3. ginde en az inflamatuar hiicre barindiran grup IVa’ydi. Grup Illa’nin
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inflamasyon skoru grup Ila’dan anlaml olarak yiiksekti (p<0,001). Grup Ia’nin
inflamasyon skoru da grup IVa’dan istatistiksel anlamli olarak daha yiiksekti
(p=0,008). Inflamasyon soru bakimindan grup la ve Ila arasinda anlamli fark
yoktu (p=0,154).

7. giin sakrifiye edilen gruplar degerlendirildiginde; reepitelizasyon,
graniilasyon, kollajen birikimi, inflamatuar hiicre sayisi, anjiyogenez ve iilser
acisindan gruplar arasinda anlamli bir fark saptanamadi (p>0,017). Ancak IHK
skoru agisindan gruplar arasinda anlamli fark bulundu (p=0,013). Grup IIIb ve
IVb’nin IHK skoru birbirlerine benzer olmakla beraber grup IIb’den anlamli
olarak yiiksekti (p=0,003, p=0,003). Grup IIb’nin IHK skoru da grup Ib’den
anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,001).

14. glin sakrifiye edilen gruplar degerlendirildiginde; reepitelizasyon,
kollajen birikimi, anjiyogenez ve iilser boyutlarinda anlamli farklar saptanirken
(p<0,017), graniilasyon, inflamatuar hiicre sayis1 ve IHK skoru agisindan gruplar
arasinda anlamli bir fark saptanamadi (p>0,017).

Grup IVc’nin reepitelizasyon skoru grup Ic’den, grup Ic’nin skorlar1 da
grup Ilc ve Illc’den anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,001). Grup Ilc ve
IIIc’nin reepitelizasyon skorlar1 arasinda anlamli fark saptanmadi (p=1,000).
Kollajen birikimi agisindan degerlendirildiginde de skorlarda benzer bir
siralanma mevcuttu. Anjiyogenez agisindan ise grup Ic ile grup IVc arasinda
anlaml fark olmayip grup Ic ve grup IVc’nin skorlar1 da grup Ilc ve Illc’den

anlamli olarak daha yiiksekti (p<0,001).
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Ulser boyutlar1 incelendiginde grup IVc’deki deneklerin iilser boyutlart
grup Ic’dekilerden anlamli olarak daha kii¢liktii (p<0,001). Grup Ic’nin iilser
boyutlar1 grup Ilc’dekilerden anlamli olarak daha kiigiiktii (p<0,001). Grup
[Ic’nin ilser boyutlar1 grup Illc’dekilerden anlamli olarak daha kiiciiktii
(p=0,005).

Gruplarin  giinlere gore histoloji  skorlar1  Tablo 11 ve 12°de

gosterilmektedir.
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Tablo 11. Sakrifikasyon Zamani ve Gruplara Gore Histoloji Skorlari

Takip Zamani 3.Giin 7.Giin 14.Giin p-degeri @
REEPITELIZASYON

Grup | 0 (0-0)cdeii 1(1-1) 2 (1-2)cdei <0,001
Grup Il 1 (1-1)cfe 1(1-1) 1(1-1)c9 1,000
Grup Ill 1,5 (1-2)dth 1(0-1) 1(1-1)dh 0,036
Grup IV 0 (0-1)eghi 1(0-2) 2,5 (2-3)e8hi 0,002
p-degeri b <0,001 0,590 <0,001

GRANULASYON

Grup | 0 (0-1)cdi 1(0-2) 2 (1-3) 0,004
Grup Il 1(1-1)c0 1(1-2) 15(1-2) 0,119
Grup lll 1(1-2)dh 1(1-2) 2(1-2) 0,119
Grup IV 0 (0-0)ehii 1(1-2) 3(2-3) <0,001
p-degeri b <0,001 0,925 0,019

KOLLAGEN BIRIKiM

Grup | 0 (0-0)edi 1 (0-1) 2 (2-3)cdeik <0,001
Grup Il 1 (1-1)cfe 1(1-1) 1(1-1)c0 1,000
Grup lll 2 (1-2)dth 1(1-2) 1(1-2)dh 0,213
Grup IV 0 (0-0)ghi 1(1-1) 3 (2-3)eghik <0,001
p-degeri b <0,001 0,102 <0,001

INFLAMATUAR HUCRE

Grup | 1 (0-1)dei 15(1-2) 2 (2-3) 0,003
Grup Il 1(1-1)te 1(1-1) 2(1-2) 0,008
Grup Ill 1,5 (1-2)dth 15(1-2) 2(1-2) 0,413
Grup IV 0,5 (0-1)eeh 2(1-2) 2(1-2) 0,003
p-degeri b 0,017 0,042 0,127

a=Gruplar igerisinde sakrifikasyon giinleri arasinda yapilan karsilastirmalar, Bonferroni Diizeltmesine gore
p<0,0125 i¢in sonuclar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi, b=Sakrifikasyon giinleri igerisinde gruplar
arasinda yapilan karsilastirmalar, Bonferroni Diizeltmesine gore p<0,017 igin sonuglar istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi, c= Grup I ile Grup II arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001), d= Grup I ile
Grup III arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001), e= Grup I ile Grup IV arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli (p<0,017), f= Grup II ile Grup III arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p=0,008), g= Grup
IT ile Grup IV arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001), h= Grup III ile Grup IV arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli (p<0,01), i=3.Giin ile 7.Giin arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p=0,002),
j=3.Giin ile 14.Giin arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p=0,002), k=7.Giin ile 14.Glin arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli (p=0,002).
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Tablo 12. Sakrifikasyon Zamani ve Gruplara Gore Histoloji Skorlar1 — DEVAMI

Takip Zamani 3.Giin 7.Giin 14.Giin p-degeri @
ANJIYOGENEZ

Grup | 0 (0-1)cd 1(0-2) 2 (1-2)c0h 0,005
Grupll 1 (0-1)cef 1(0-1) 1 (1-1)cf 0,297
Grup Il 1 (1-2)des 1(0-1) 1 (1-2)d¢ 0,284
Grup IV 0 (0-0)faii 1 (2-1)ik 2 (2-2)fghik <0,001
p-degeri ® 0,002 0,520 0,002

ULSER

Grup | 1(0-2) 2(1-2) 2,5 (1-3)cdh 0,047
Grup Il 2 (1-2) 15(1-2) 2 (1-2)cef 0,802
Grup lll 2(1-2) 1(0-1) 1 (1-2)deg 0,007
Grup IV 1(1-2)i 1 (1-2) 3 (3-3)fghik <0,001
p-degeri ® 0,200 0,025 <0,001

IHC

Grup| 1,4 (1,4-1,6) 1,4 (1,4-1,4)c0hk 2,1(2,1-2,1)ik <0,001
Grup Il 1,7(1,4-2,) 1,7 (1,4-2,1)cef 2,4 (2,1-2,8) 0,022
Grup Il 2,1(1,4-2,) 2,1 (1,4-2,1)de 2,8(2,1-2,8) 0,013
Grup IV 1,4 (0,7-1,4) 2,1(1,4-2,1)th 2,8 (2,1-2,8) <0,001
p-degeri b 0,019 0,013 0,075

a=Gruplar igerisinde sakrifikasyon giinleri arasinda yapilan karsilagtirmalar, Bonferroni
Diizeltmesine gore p<0,0125 i¢in sonuclar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi,
b=Sakrifikasyon giinleri icerisinde gruplar arasinda yapilan karsilastirmalar, Bonferroni
Diizeltmesine gore p<0,017 igin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi, c= Grup I
ile Grup II arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,001), d= Grup I ile Grup III
arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml (p=0,008), e= Grup II ile Grup III arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli (p<0,01), f= Grup II ile Grup IV arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli (p<0,01), g= Grup III ile Grup IV arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
(p<0,001), h= Grup I ile Grup IV arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p=0,003),
i=3.Glin ile 7.Giin arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p=0,002), j=3.Glin ile
14.Giin arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p=0,002), k=7.Giin ile 14.Giin
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p=0,002).

Gruplar kendi iglerinde degerlendirildiginde; grup I’de 3. 7. ve 14.
giinlerde sakrifiye edilen deneklerin reepitelizasyon, graniilasyon, kollajen

birikimi, inflamatuar hiicre sayisi, anjiyogenez ve IHK sonuglari arasinda
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anlamli farklar bulunurken tlser skorlarinda fark saptanmadi. Grup II’de 3. 7. ve
14. giinlerde sakrifiye edilen deneklerin sadece inflamatuar hiicre skorlari
arasinda anlamli fark saptandi(p=0,008). Grup III’te 3. 7. ve 14. giinlerde
sakrifiye edilen deneklerin sadece {ilser skorlar1 arasinda anlaml fark saptandi
(p=0,007). Grup IV’te 3. 7. ve 14. giinlerde sakrifiye edilen deneklerin tiim
histolojik skorlar1 arasinda anlamli fark tespit edildi.

Grup I kendi i¢inde incelendiginde; grup Ia ve grup Ib arasinda sadece
reepitelizasyon skorlar1 arasinda anlamli fark saptandi (p=0,002). Grup la ve
grup Ic arasinda anjiyogenez skoru disinda tiim histolojik parametrelerde
anlaml fark saptandi. Grup Ib ve grup Ic arasinda ise sadece kollajen birikimi ve
[HK skorlar1 arasinda anlamli fark saptandi (p=0,002). Grup Ia, Ib ve Ic’ye ait
HE ile boyanan kesitler Sekil 21, 22, 23’de, PDGFR ile boyanan kesitler Sekil

24, 25 ve 26’da gosterilmistir.
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Sekil 21. Grup Ia’ya ait hematoksilen eozin (HE) ile boyanmis doku kesitlerinde
epitelizasyonun ve graniilasyon dokusunun olusmadigi, inflamatuar hiicre
infiltrasyonunun orta derecede varlig1 dikkati ¢ekiyor. Anjiyogenezin belli belirsiz
basladigi ve iilserin minimal oldugu izleniyor.

o

p % LWL AT N
Sekil 22. Grup Ib’ye ait HE ile boyanmis doku kesitlerinde minimal diizeyde
epitelizasyon (E) ve graniilasyon dokusu (G), az miktarda inflamatuar hiicre ve
kollajen lifler (K) izleniyor. Az miktarda damar olusumu (oklar) dikkati ¢ekiyor.
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Sekil 23. Grup Ic’ye ait HE ile boyanmis doku kesitlerinde bir miktar
epitelizayonun (E) olustugu, graniilasyon dokusunun (G) sekillendigi, kollajen

liflerin (K) orta derecede oldugu ve inflamatuar hiicrelerin (ok baslari) arttigi

izleniyor. Ayrica anjiyogenezin (oklar) orta derecede oldugu ve kiigiik iilser
dokusu (*) dikkati cekiyor.

Sekil 24. Grup Ia’a i uistokimya uygulanmig doku kesitinde yara
dokusu ¢evresinde epidermal hiicreler ve dermisin bag doku hiicrelerinde  hafif
dereceli immiinreaktivite (oklar) izleniyor. (Bar: Anti-PDGFR Immiinperoksidaz)
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Sekll 25. Grup b’ ye ait 1mmunhlstok1mya uygulanmls doku kesitinde epitel
hiicrelerinde orta dereceli, bag doku hiicrelerinde hafiften orta dereceye dogru
degisim goOsteren immiinreaktivite (oklar) izleniyor.(Bar: Anti-PDGFR
Immiinperoksidaz)

Ry LA -

Sekil 26. Grup Ic’ye ait 1mmunh1stok1mya uygulanm1§ doku kesmnde epidermis
ve dermiste orta dereceli PDGFR tutulumu izleniyor. Perivaskuler bolgede,
endotel hiicre ve bag dokuda fibroblastlarda orta dereceli tutulum izleniyor.
(Bar:Anti-PDGFR Immunperoksidaz )
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Grup II kendi i¢inde incelendiginde; daha 6nce uygulanan testte anlaml
fark bulunan inflamatuar hiicre skorlar1 arasinda, Bonferroni diizeltmesine gore,
grup Ila ve grup IIb arasinda, grup Ila ve grup Ilc arasinda ve grup IIb ve grup
IIc arasinda anlamh fark saptanamadi (p>0,0041). Grup IIa, IIb ve IIc’ye ait HE

ile boyanan kesitler Sekil 27, 28, 29°da, PDGFR ile boyanan kesitler Sekil 30,

31 ve 32°de gosterilmektedir.

Sekil 27. Grup Ila’ya ait HE ile boyanmis doku kesitlerinde epitelizasyonun
baglamadigi, graniilasyon dokusu ve kollajen liflerin gelismedigi, anjiyogenezin
ortaya ¢ikmadig goriilityor. Yer yer inflamatuar hiicrelerin varlig1 (ok baslari) ve
iilser (*) dikkati ¢ekiyor.
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Sekil 28. Grup IIb’ye ait HE ile boyanmis doku kesitlerinde epitelizasyonun (E)
minimal diizeyde gelistigi, graniilasyonun (G) ve kollajen liflerin (K) orta
derecede olustugu izleniyor. Anjiyogenez (oklar) ve inflamatuar hiicrelerin arttig1
(ok baslar1) ve iilser (*) dokusunda kiiciilme dikkati ¢ekiyor.

i

Sekil 29. Grup Ilc’ye ait HE ile boyanmis doku kesitlerinde minimal derecede
epitelizasyon (E), az miktarda graniilasyon dokusu (G), minimal miktarda
kollajen lifler (K), az miktarda inflamatuar hiicre (ok baslar1), birkag yeni
damarlanma (oklar) ve tilser dokusu (*) izleniyor.
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Sekil 30. Grup Ila’ya ait 1mmunh1stok1mya uygulanm1$ doku kesitinde hem
epidermiste hem de dermiste hafiften orta dereceye degisen immiinreaktivite
izleniyor (oklar). (Bar: Anti-PDGFR Immiinperoksidaz)

Sekll 31. Grup IIb ye ait 1mmunh1stok1mya uygulanmls doku kesitinde hem
epitelde hem de dermisteki bag doku hiicrelerinde hafif immiinreaktivite izleniyor
(oklar). (Bar: Anti-PDGFR Immiinperoksidaz )
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Sekil 32. Grup IIc’ye ait immiinhistokimya uygulanmis doku kesitinde hem

epidermiste hem de dermal hiicrelerde orta dereceli immiinreaktivite dikkati

cekiyor (oklar). (Bar:Anti-PDGFR Immiinperoksidaz )

Grup III kendi i¢inde incelendiginde; daha once uygulanan testte anlamli
fark bulunan iilser skorlar1 arasinda, Bonferroni diizeltmesine gore, grup Illa ve
grup IlIb arasinda, grup Illa ve grup Illc arasinda ve grup Illb ve grup Illc
arasinda anlamli fark saptanamadi (p>0,0041). Grup Illa, IIIb ve Illc’ye ait HE
ile boyanan kesitler Sekil 33, 34 ve 35’te, PDGFR ile boyanan kesitler Sekil 36,

37 ve 38’de gosterilmektedir.
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Sekll 33 Grup IIIa ya ait HE ile boyanmls doku kesitlerinde epltehzasyon (E) ve
graniilasyon dokusu (G) minimal diizeyde izlenirken, kollajen lif (K) miktarinda
bir miktar artig ve orta dereceli inflamatuar hiicre infiltrasyonu (ok baglari)
dikkati ¢ekiyor. Birka¢ yeni damar olusumu (oklar) ve iilser (*) izleniyor.

Sekll 34, Grup IIb> ye ait HE 11e boyanm1s doku kesitlerinde minimal diizeyde
epitelizasyon (E), orta derecede matiire olmus graniilasyon dokusu (G), kollajen
liflerin (K) orta yogunlukta oldugu ve birka¢ yeni damar olustugu (oklar)
izleniyor. Ulser dokusu (*) da dikkati ¢ekiyor.
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Sekil 35. Grup Illc’ye ait HE ile boyanmis doku kesitlerinde tamamlanmis fakat
ince bir epitel (E), orta derecede matiire olmus graniilasyon dokusu (G) ve
kollajen lifler (K) izleniyor. Inflamatuar hiicre infiltrasyonu (ok baslar1) ve
damarlanmada (oklar) artis dikkati ¢ekiyor.

Sekil 36. Grup IIIa’y ait iiinhistokimya uygulanmis doku kesitinde
graniilasyon dokusu hiicrelerinde orta dereceli tutulum ilgi ¢ekiyor (oklar).
(Bar:Anti-PDGFR Immunperoksidaz )
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Sekil 37. Grup IlIb’ye ait immiinhistokimya uygulanmis
epitel hem de dermal hiicrelerde orta dereceli tutulum izleniyor (oklar). (Bar:Anti-

PDGFR Immunperoksidaz )

Sekil 38. Grup Illc’ye ait immﬁnistkiya uygulanmis doku kesitinde hem
epitelde hem de dermiste orta dereceli immiinreaktivite izleniyor (oklar)
(Bar:Anti-PDGFR Immiinperoksidaz )
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Grup IV kendi i¢inde incelendiginde; grup IVa ve grup IVb arasinda,
graniilasyon, kollajen birikimi ve anjiyogenez skorlar1 agisindan anlamli fark
saptandi1 (p=0,002). Grup IVa ve grup IVc arasinda inflamatuar hiicre skorlar
hari¢ tiim parametreler arasinda anlaml fark saptandi (p=0,002). Grup IVb ve
grup IVc arasinda, kollajen birikimi, anjiyogenez ve iilser skorlari arasinda
anlaml1 fark mevcuttu (p=0,002). Grup IVa, IVb ve IVc’ye ait HE ile boyanan

kesitler Sekil 39, 40 ve 41°de, PDGFR ile boyanan kesitler Sekil 42, 43 ve 44’te

gosterilmistir.

Sel 39. p a’y ait HE ile oyal doku kesitlerinde minimal diizeyde
epitelizasyon (E), orta dereceli graniilasyon dokusu (G), kollajen lifler (K) ve
inflamatuar hiicre infiltrasyonu (ok baslar1) dikkati cekiyor. Damarlanmada

(oklar) minimal diizeyde artig ve iilser (*) izleniyor.

—/ 3 fJ.‘
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Sekll 40 Grup Vb’ ye ait HE ile boyanm1§ doku kes1tler1nde minimal diizeyde
epitel dokusu (E), orta derecede matiire olmus graniilasyon dokusu (G), minimal
diizeyde kollajen lifler (K), orta yogunlukta iltihabi hiicre infiltrasyonu (ok
baslar1) dikkati ¢ekiyor. Birka¢ yeni damar olusumu (oklar) ve kiigiik iilserayonlar
(*) izleniyor.

Sekll 41. Grup Ive ye ait HE 1le boyanmls doku kes1tler1nde yer yer tamamlanmis
ve matiir epitelizasyon (E), olgun graniilasyon dokusu (G), yogun kollajen lifler
(K), bol miktarda inflamatuar hiicre infiltrasyonu (ok baslar1) izleniyor. Orta
derecede yeni damar olusumu (oklar) ve iilser (*) dikkati ¢ekiyor.
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Sekil 42. Grup IVa’ya ait immiinhistokimya uygulanmis doku kesitinde hem
epidermiste hem de dermiste orta dereceden kuvvetliye dogru degisim gdsteren
PDGFR immiinreaktivitesi izleniyor (oklar).(Bar:Anti-PDGFR Immiinperoksidaz)

Sekil 43. Gru I’e ait immﬁnhistkim uygulanls doku kesitinde hem
epidermiste hem de dermisteki hiicrelerde kuvvetli immiinreaktivite izleniyor
(oklar) (Bar: Anti-PDGFR Immunperoksidaz )
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Sekil 44. Grup IVc’ye ait immiinhistokimya uygulanmis doku kesitinde epidermis
ve dermiste kuvvetli derecede PDGFR immiinreaktivitesi izleniyor (oklar).
(Bar:Anti-PDGFR Immunperoksidaz )

3
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5. TARTISMA ve SONUC

Iskemik modellerde, oksidatif stres ve buna bagli ortaya cikan iiriinler
nedeniyle yarada MMP/TIMP oraninin yiikseldigi ve ECM’in yeniden
diizenlenmesinde ve reepitelizasyonda yetersizligin ortaya c¢iktigi gosterilmistir.
Kronik yara olusumuna neden oldugu kabul edilen iskemi ve bunun sonucunda
meydana gelen serbest oksijen radikalleri, azalmis protein sentezine, artmis
16kosit gociine ve ortamda artmig MMP seviyelerine neden olmaktadir. Biitiin bu
fizyopatolojik degisiklikler sonucunda anormal yapida ECM olusmaktadir [2, 15,
63, 64, 108].

Bu deneysel ¢alismada, iskemik yara modeli olarak, rat bipedikiillii dorsal
flebi secilmis, bu flep lizerinde olusturulan yaralarda, topikal clinoptilolite zeolit
kullaniminin yara iyilesmesi iizerine etkisi; yara alanlarinin takibi, histopatolojik
ve imminhistokimyasal ¢alisma ve MMP-1 ve TIMP-1 diizeylerinin saptanmasi
ile degerlendirilmistir.

Bu caligmada kullanilan rat iskemik yara modeli ilk kez McFarlane [101]
tarafindan tanimlanmis olup Schwarz tarafindan modifiye edilmistir [102]. Bu
modelde yapilan caligmalarda, gecikmis yara iyilesmesi, flep kan akiminda
azalma ve yiliksek MMP/TIMP oranlari, ayrica histopatolojik bulgular agisindan
da iskemik yaraya benzer ozellikler ortaya konmustur [63, 64, 102-104, 107-109].
Calismamizda, clinoptilolite kullanilmayan gruplarda iskeminin etkisine
bakildiginda iskemik grupta (Grup II) kontrol grubuna gore (Grup 1V) 7. ve 14.

giinlerde yara alanlarinda izlenen diizelme oranini daha diisiik olarak saptandi.

84



Elde edilen sonuglar, rat iskemik yara modelinin iskemik/gecikmis yara iyilesmesi
calismalarinda giivenle kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Literatiirde deneysel yara modelleri {izerine yapilmis calismalar
incelendiginde, yara boyutlarini standardize edebilmek amaciyla, 4, 6 veya 8 mm
capli biyopsi punchlarinin kullanildig1 goriilmektedir [102-105, 107, 109]. Ancak
yaptigimiz 6n ¢alismada, elde edebildigimiz en biiyiik biyopsi punchi ile 6 mm
capinda olusturulan yaralarin, 14 giinden 6nce tamamen iyilestigi goriildii. Bunun
tizerine 1x1 cm boyutlarinda doku defektleri, cerrahi ¢izim kalemiyle kalip
yardimiyla deneklerin sirtina yapilan isaretlemelerin ardindan bistiiri ile
olusturuldu. Yara boyutlarinin degerlendirilmesinde ise yara alani 6l¢timleri degil
giinlere gore her yaranin kiigiilme miktar1 degerlendirildi.

Calismamizda bipedikiilli flepler {izerinde olusturulan yaralarin (grup II)
sagliklt deneklerdeki (grup IV) yaralara goére daha uzun siirede iyilestigi
gosterildi. 3. giinde gruplar arasinda yara alanlarindaki diizelme miktar1 agisindan
fark goézlenmedi. Clinoptilolite zeolit uygulanan iskemik grupta (grup I) 7. ve 14.
giindeki diizelme miktar1 diger gruplara gore daha diisiik bulundu. Clinoptilolite
zeolit uygulanan iskemik olmayan grupta (grup III) yara alanlarindaki diizelme
miktar1, kontrol grubuna (grup IV) gore 7. giinde daha diisiikken, 14. giinde
anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur. Bu sonug¢ clinoptilolite zeolitin, bir
haftadan uzun siireli kullanimimin  yara 1iyilesmesini hizlandirdigimi
distindiirtmektedir.

14. giin sakrifiye edilen gruplardan grup IVc’nin yara alanindaki

diizelmenin grup Ic ve Ilc’den daha fazla olmasi beklenen bir sonugtu. Ancak
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grup Ic ve Ilc’nin yara alanlarindaki diizelmede fark saptanmamasi clinoptilolite
zeolit kullaniminin iskemik yara iyilesmesine anlamli yarar1 olmadigini
gostermistir.

Doku metalloproteinazlari birbirleri ile iligkili toplam 19 iiye icermekte;
kollajenaz, jelatinaz, stromelizin, matrilizin ve membran tipi MMP seklinde
primer yapilarina ve spesifik olduklar1 substratlara gore alt gruplara
ayrilmaktadirlar. Kollajenaz-1 ya da fibroblast kollajenaz (MMP-1), tip 1, II ve III
kollajenin yikimindan sorumludur. Kronik yaralarda MMP yiiksekligi yaninda
TIMP seviyeleri azalmistir. Kronik yarada gozlenen anormal degisiklikler,
ekstraselliiler elementlerin  sentezinin  yetersizligi, aktif matriks yikim
enzimlerinin seviyesinin yiliksek olmasi, yikim enzimlerinin regiilasyonundan
sorumlu inhibitorlerin diisiik seviyede olmasi seklindedir [58, 63, 64, 110, 111].

Ekstraselliiler matrksin yikim ve sentezinin dengeli bir sekilde
organizasyonu normal yara iyilesmesi i¢in son derece onemlidir. Ekstraselliiler
matriksin yeniden diizenlenmesi, 6lii dokularin debridmanini, kapiller damarlarin
gelisimini, kollajen sentezini ve uzun dénemde dokularin yeniden yapilanmasini
igerir. MMP ve TIMP dengesinin MMP lehine bozulmasi, matriks yikiminda
artisa yol acarak, yetersiz ECM olusumu ve gecikmis yara iyilesmesine neden
olur. Ancak bu dengesizlik ekstraselliiler elemanlarin yetersizligi sonucunda da
ortaya ¢ikabilir. Iskemik yaralarda MMP/TIMP oraninin MMP lehine bozuldugu
gosterilmistir [52, 58, 63, 64, 110, 111]. Ayrica yapilan caligmalarda vendz
iilserler ve basi yaralar1 gibi oksidatif stresin bariz oldugu yaralarda MMP-1 ve

MMP-8 (kollajenaz) diizeylerinin arttigi gosterilmistir. TIMP diizeylerinin yani
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sira diger nonspesifik proteaz inhibitorlerinin seviyeleri de diisiikk olarak
bulunmustur [52, 64, 112, 113].

Yara iyilesmesinin gidisatinin tahmin edilebilmesi i¢in yararli bir
biyomarker bulunabilmesi i¢in yapilan ¢alismalarda en fazla 6ne ¢ikan maddeler
MMP ailesi olmustur. Yara iyilesmesi ile en ¢ok iligkili olanlar; MMP-1, 2, 3
MMP-7, 8, 9 ve MMP-10, 12, 13 olarak belirlenmistir [65]. Ladwig ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada MMP-9/TIMP oraninin basi yaralarinin
tyilesebilirligini tahmin etmede fayda sagladigi gosterilmistir. Yine ayni
calismada venoz iilserlerde kronik inflamasyon ve artmis MMP-8 ve 9 diizeyleri
cok yliksek iken TIMP diizeylerinde belirgin bir degisiklik saptanmamistir [66].

Yara iyilesmesi ile MMP ve TIMP diizeyleri arasindaki iliskileri inceleyen
arastirmalarda proteaz ve proteaz inhibitorlerinin diizeyleri genellikle yara
sivisindan alinan 6rneklerde calisilmistir. Ulrich ve arkadaglar1 yanik hastalarinda
yaptiklar1  bir ¢alismada, akut donemde MMP-2 ve MMP-9’un serum
diizeylerinde artis oldugunu gostermislerdir [114]. Hawksworth ve arkadaslari,
2009 yilinda yayinladiklar1 c¢alismalarinda, inflamatuar sitokinlerin yara
sivisindaki diizeyleri ile serum diizeyleri arasinda korelasyon oldugunu
saptamislardir [68]. Utz ve arkadaslarinin 2010 yilinda yayinladiklar1 ¢alismada,
hem yara sivisinda hem de serumda 6l¢iilen MMP-2 ve MMP-7 diizeyleri yliksek
olarak saptanmis, proteazlarin serum diizeylerinin yara iyilesmesinin seyrini ve
yaranin cerrahi olarak kapatilmasi i¢in en uygun zamani gosterebilecegi One

stirilmiistiir [67]. Bu ¢alismalarin 1s181nda, biz de kendi ¢calismamizda MMP-1 ve
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TIMP-1 diizeylerini, deneklerin feda edilmesi sirasinda alinan serum
orneklerinden calistik.

Kontrol grubu olan grup IV’te, MMP-1 diizeyleri, 3. ve 14. giinler
arasinda artmisti. Bipedikiillii flep kaldirilmadan clinoptilolite zeolit uygulanan
grupta (grup III) ise bu enzimin diizeyleri, 3. ve 7. gilinler arasinda azalma
gosterirken 14. giinde grup IV ile benzer seviyelerde saptandi. Iskemik yara
tyilesmesi gruplarinda (grup I ve II) 3. giindeki MMP-1 diizeyleri istatistiksel
olarak anlamli olmasa da grup III ve IV’e gore daha yiiksekti. Bu yiikseklik grup I
ve II’de iskemiye bagli oksidatif stresin daha fazla olmasina baglanabilir ve
kronik yaralarda MMP diizeylerinin daha yliksek oldugunu gosteren caligmalarla
tutarlilik gostermektedir. Grup 1 ve II'nin 7. giindeki MMP-1 degerlerine
bakildiginda, clinoptilolite zeolit kullanilan grubun (grup I) MMP-1 diizeylerinin
kullanilmayan gruba goére anlamli olarak daha ytiksek saptandigi goriilmektedir.
Bu sonug grup III ve IV’iin 7. giindeki degerlerinin karsilastirilmasiyla ortaya
cikan tabloya ters diismektedir. Bu sonuglar yara iyilesme hizlarinin
kargilastirilmasiyla elde edilen bulgularla beraber degerlendirildiginde,
clinoptilolite zeolitin iskemik yaralarin iyilesmesine katki saglamazken sorunsuz
yaralarin iyilesmesini hizlandirdigr sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Bu beklenmedik
sonug ileride yapilacak calismalarla agiklanmay1 beklemektedir. Tiim gruplarin
MMP-1 diizeylerinin 14. giinde birbirlerine yakin seviyelerde saptanmis
olmasiin nedeni, 14. giinde yara iyilesmesinin bliyiik 6l¢lide tamamlanip plato

yapmasi olabilir.
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Clinoptilolite zeolit kullanilmayan gruplarda (grup II ve IV) 14. giindeki
TIMP-1 diizeylerinin 3. giindeki diizeylerine gbére anlamli olarak daha diisiik
oldugu gozlendi. 3. ve 14. giinler arasinda tiim gruplarin TIMP-1 diizeylerinde
azalma mevcuttu ve 14. giin Slgiilen degerler tiim gruplarda birbirlerine yakin
olarak saptandi. Nwomeh ve arkadaslarinin calismasinda da yaralarda TIMP-1
diizeyinin 1. glinde en yiiksek oldugu ve sonrasinda giderek azaldig1 gosterilmistir
[115]. Ancak iskemik gruplarda TIMP-1 diizeylerinin daha diisiik olmasi
beklenirken bizim ¢alismamizda anlamli bir fark saptanmamaistir.

MMP-1/TIMP-1 oranlarinda da gruplar arasinda 3. 7. ve 14. giin arasinda
anlamh fark saptanamadi. Ancak 14. giinde en diisiik deger clinoptilolite zeolit
kullanilan iskemik olmayan grupta (grup I1I)gézlendi. Bu sonug da clinoptilolite
zeolitin  sorunsuz yaralarda iyilesmeye katkida bulundugu hipotezini
desteklemektedir. Gruplar arasinda MMP-1 ve TIMP-1 diizeyleri agisindan
saptanmasi beklenen farklarin bizim ¢alismamizda gozlenememesinin nedeni, bu
parametrelerin yara sivis1 yerine serumdan calisilmis olmasi olabilir. Ileride
yapilacak c¢alismalarda, hem yara sivisindan hem de serumdan alinan 6rneklerde
MMP-1 ve TIMP-1 diizeyi ¢alisilmasi, daha anlamli sonuglar verebilir.

Gecikmis yara iyilesmesinin en belirgin 06zellikleri, keratinositlerde
proliferasyon ve migrasyonda yetersizlik, ECM’te yetersiz kollajen depolanmasi
ve matriksin yeniden sekillenmesinde ortaya ¢ikan diizensizlik ile birlikte
kontraksiyon yetersizligidir [2, 15].

Bizim calismamizda 3. giinde yapilan histolojik degerlendirmeye gore

bipedikiillii flep kaldirilan gruplarda clinoptilolite zeolit kullanilan grubun
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reepitelizasyon, graniilasyon, kollajen birikimi, inflamatuar hiicre ve anjiyogenez
skorlari, clinoptilolite zeolit kullanilmayan gruba gore daha diisiik bulunmustur.
Iskemi olusturulmayan grupta ise aym skorlar clinoptilolite zeolit uygulanan
grupta diger gruba gore daha yiiksek saptanmistir. Bu sonuglar yara alanlarindaki
degisimlerle beraber degerlendirildiginde -clinoptilolite zeolitin normal yara
tyilesmesine katki sagladigi ancak iskemik yara iyilesmesini olumsuz etkiledigi
sOylenebilir.

7. glinde yapilan histolojik degerlendirmede, beklenmedik bir sekilde,
gruplarin histolojik skorlar1 arasinda anlamli fark saptanmamustir. IHK skorlar
acisindan da grup III ve IV arasinda fark yokken, grup II’nin IHK skoru grup
I’den daha yiiksek olarak saptanmuistir.

14. giinde sakrifiye edilen deneklerin histolojik degerlendirmesinde ise
grup [’in reepitelizasyon, kollajen birikimi ve anjiyogenez skorlari grup II’den,
grup IV’iin skorlar1 da grup III’ten anlaml olarak daha yiiksek saptanmistir. Bu
sonuglar yara alanlarindaki diizelme oranlari ile tezat olusturmaktadir. 14. glinde
yara grup III’lin yara alanlarindaki diizelme miktar1 grup IV ten, grup II’nin yara
alanlarindaki diizelme miktari ise grup I’de yiiksek bulunmustu.

Literatiirde, yara iyilesmesini hizlandirmak ic¢in ¢ok cesitli yontemlerin
denendigi birgok c¢alisma mevcuttur. Topikal uygulanan iriinlerin yani sira,
ultrason dalgalari, elektrik uyarisi ve elektromanyetik alanlar da yara iyilesmesi
calismalarinda kullanilmistir [116-118]. Son yillarda en ¢ok iizerinde durulan
yontem ise negatif basinghi yara kapama terapisidir. Suissa ve arkadaslarinin

yaptig1 bir meta-analizde negatif basingli tedavinin kronik yaralarin kapanmasinda

90



etkin bir yontem oldugu sonucuna varilmistir [119]. Yara iyilesmesi {izerinde
olumlu etkisi oldugu diisiiniilen aloe vera, hint feslegeni ve bal gibi bircok dogal
madde ile yapilan ¢alismalarda pozitif sonuclara ulasilmistir [120-122].

Pavelic ve arkadaglarinin 2001 yilinda yayinladiklar1 calismada [6], tiimor
tedavisi icin oral clinoptilolite zeolit tedavisi denen kdpeklerden, deri kanseri ve
yarasi olanlara bu maddeyi topikal olarak uyguladiklarinda yara boyutlarinda
hizli bir kiigiilme gozlemlediklerini anektodal olarak belirtmeleri ve o tarihten bu
yana bu konuda yapilmis kontrollii deneysel bir c¢alisma olmamasi bizim
calismamiz i¢in esin kaynagi olmustur. Clinoptilolite zeolitin oral kullaniminin,
heniiz tam olarak aciklanamamis mekanizmalarla immiin sistemi uyardigi hem
deneysel hem de klinik ¢alismalarla gosterilmistir [123, 124], ayrica antibakteriyel
Ozellikte oldugu da bilinmektedir [71]. Daha ileride yapilacak calismalarda,
clinoptilolite zeolitin topikal kullanimin yani sira diyetle beraber verildiginde yara
iyilesmesine nasil bir etki gosterecegi ve yaradaki bakteri yogunlugunu nasil
etkiledigi irdelenebilir.

Sonug¢ olarak, bu deneysel ¢alismada iskemik yara iyilesmesinin
incelenmesinde iyi bir model olarak kabul edilen, rat bipedikiillii dorsal flebi
tizerinde olusturulan yaralarda topikal clinoptilolite zeolit tedavisinin yara
tyilesmesine herhangi bir olumlu katki saglamadigi ancak, sorunsuz yara olarak
degerlendirebilecegimiz bipedikiillii flep kaldirilmadan olusturulan yaralarda
tyilesmeyi hizlandirdig1r gosterilmistir. Deneysel olarak etkinligini gdsterdigimiz
topikal clinoptilolite zeolit tedavisinin, klinikte dolasim problemi olmayan

yaralarin iyilesmesine yardimci olacagi sonucuna varilmistir.
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OZET

Iskemiye bagli olarak gelisen oksidatif stres, doku metalloproteinaz
(MMP) artis1, ekstraselliller matriks yikiminin artisi ve reepitelizasyonda
yetersizlik gibi iyilesmeyi olumsuz etkileyen cesitli fizyopatolojik degisikliklere
neden olmaktadir. Bu calismada immiinstimiilan, antitimdral ve antimetastatik
etkileri oldugu ispatlanmis ve yara iyilesmesi lizerine olumlu etkisi oldugu
belirtilmis clinoptilolite zeolitin topikal uygulanmasinin normal ve iskemik yara
tyilesmesini tizerindeki etkileri incelenmistir.

Denekler iskemi durumu ve clinoptilolite zeolit kullanimima gore dort
gruba ayrildi. Her grupta 18 sican olmak iizere toplam 72 adet, 200-250 gram
agirhginda Wistar sigan kullanildi. Iskemik yara modeli olarak bipedikiillii dorsal
flep kullanildi. iskemik gruplarda iskeminin en belirgin oldugu birinci giin
sonunda flepler iizerinde 1x1 cm’lik yaralar olusturuldu. Yara alanlar1 14 giin
boyunca takip edildi. 3, 7 ve 14. giinlerde alinan serum 6rneklerinden MMP-1 ve
doku metalloproteinaz inhibitorii (TIMP)-1 diizeylerinin tayini biyokimyasal
(ELISA) yontem ile yapildi. Ayn1 giinlerde alinan doku 6rnekleri histopatolojik ve
immiinhistokimyasal olarak incelendi.

Yara alanlar1 degerlendirildiginde 14. giin sonunda clinoptilolite zeolit
kullanilan iskemik olmayan yaralar en ¢ok iyilesmeyi gosterdiler. Histopatolojik
incelemede 3. giinde reepitelizasyon, kollajen birikimi ve anjiyogenez skorlarinin
clinoptilolite zeolit kullanilan iskemik olmayan grupta en iyi oldugu saptanirken
14. giinde iskemik olmayan ve clinoptilolite zeolit kullanilmayan grupta bu

skorlar daha yiiksekti. Immiinhistokimyasal degerlendirmede 3. ve 14. giinlerde

92



gruplar arasinda anlaml fark saptanmazken 7. giinde iskemik olmayan gruplarin
skorlar1 birbirine benzer olmakla beraber iskemik gruplarin skorlarindan anlamli
olarak daha yiiksekti. MMP-1 diizeyleri 7. giinde clinoptilolite zeolit kullanilan
iskemik grupta daha yiiksek saptanirken TIMP-1 diizeyleri ve MMP-1/TIMP-1
oranlar1 agisindan gruplar arasinda fark yoktu.

Elde ettigimiz sonuglar, topikal clinoptilolite zeolit tedavisinin iskemik
yara iyilesmesine olumlu bir katki saglamadigini ancak, iskemik olmayan
yaralarda iyilesmeyi hizlandirdigimi gostermistir. Deneysel olarak etkinligini
gosterdigimiz topikal clinoptilolite zeolit tedavisinin, klinikte dolagim problemi

olmayan yaralarin iyilesmesine yardimei olacagi kanaatine varilmistir.
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SUMMARY

Oxidative stress secondary to ischemia can cause physiopathological
changes that adversely effects wound healing, such as increased tissue MMP,
increased extracellular matrix degradation and inadequate reepithelization. We
evaluated utility of topical administration of clinoptilolite zeolite which has
proven immunstimulating, antitumoral, antimetastatic effects and possible
positive effects on wound healing.

The subjects were divided into four groups based on ischemia status and
the use of clinoptilolite zeolite. A total of 72 -18 in each group- Wistar rats
weighing 200-250 g were used. We used bibedicled dorsal flap as an ischemic
wound model. Flaps were elevated on the dorsum of the rats. Wounds (1x1 cm)
were created at the end of the first day when the ischemia was maximum.
Wounds were monitorized and followed up till 14™ day. Serum samples were
collected at 3, 7 and 14™ days for detection of MMP-1 and TIMP-1 levels with
biochemical (ELISA) method. Tissue samples were also extracted at the same
days underwent histopathologic and immunohistochemical analysis.

When the surface areas of the wounds were compared at the end of the
14™h day, it was found that the non-ischemic wounds that were treated with
clinoptilolite zeolite were the best healing ones. At the end of 31 day, scores of
reepithelization, kollagen deposition and anjiogenesis were higher in non-
ischemic group treated with clinoptilolite zeolite but at the end of the 140 day
these scores were higher in the group without ischemia and clinoptilolite zeolite.

There was no immunohistochemical difference between the groups at the 3" and
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the 14™ days. Scores of non-ishemic groups were similar to each other but
significantly higher than the ischemic groups at the 7" day. While MMP-1 levels
were higher in the ischemic group treated with clinoptilolite zeolite at the 7"
day, there was no significant difference between groups in TIMP-1 levels and
MMP-1/TIMP-1 ratios.

Our results showed that topical clinoptilolite zeolite treatment does not
provide any positive contribution to ischemic wound healing but accelerates the
healing of non-ischemic wounds. It is concluded that clinoptilolite zeolite which

is experimentally shown to be effective in non-ischemic wound healing may be

used clinically in wounds without circulatory problems.
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