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OZET

Diyabetin en yaygin komplikasyonlarindan olan iyilesmeyen veya geg¢ iyilesen yaralar,
diyabetik hastalarin yasam kalitesini diisiirmekle beraber saglik harcamalarinin da artisina
neden olan temel faktorlerden birisidir. Bu ¢alismada, yiiksek antioksidan 6zellige sahip
olduklar1 bilinen fenolik bilesiklerden Elajik asit ve Karnosik asit kombinasyonunun
diyabetik ratlardaki yara iyilesmesi ve oksidatif parametreler tizerine etkilerini aragtirmak
amaglanmistir. Deneylerde kullanilan Streptozotosin (STZ) ile indiiklenen diyabetli 54 adet
Wistar albino irki disi rat: kontrol grubu, tedavi edilmeyen, Carbopol 974P ile tedavi edilen,
topikal tedavi grubu ve oral tedavi grubu olarak 5 gruba ayrilmistir. Kontrol grubu disindaki
tlim hayvanlarin dorsal bolgesinde omurganin her iki yaninda birbirine paralel olacak sekilde
6 mm punch biyopsi aleti ile 6 adet tek tip tam kat eksizyonel yara olusturulmustur. Tedavi
edilen gruplarda, yaralar, yaralamadan sonra %2’lik Carbopol 974P igerisinde Elajik asit ve
Karnosik asit (10 mg/kg) igeren jel ile topikal, Elajik asit ve Karnosik asit (10 mg/kg) ile
oral gavaj olarak uygulandi. %2’lik Carbopol 974P uygulanan gruplarda yaralar esit
miktarda Carbopol jel ile topikal olarak tedavi edilmistir. Kontrol gruplarinda ise herhangi
bir tedavi uygulanmamistir. 3 ve 7. giinlerde ratlarin yara dokulari alinarak analizler
gerceklestirilmigtir. Oksidatif olaylar1 incelemek amaciyla, alinan yara dokularindaki
Malondialdehit (MDA), glutatyon (GSH) ve nitrik oksit (NOX) diizeyleri spektrofotometrik
olarak belirlenirken, yara dokusunda Matriks Metalloproteinaz-2 (MMP-2) ve Matriks
Metalloproteinaz-9 (MMP-9) diizeyleri ELISA yontemiyle ¢alisilmistir. Elajik asit ve
Karnosik asit ile tedavi edilen gruplarin yara dokusu MDA ve NOXx diizeylerinin istatistiksel
olarak azaldigi, GSH diizeylerinde ise anlamli artig oldugu goriilmistiir (p <0,05). Caligma
sonucunda MMP-2 seviyelerinde gruplar arasi anlamli bir farklilik olmamasina karsin,
tedavili gruplarin MMP-9 seviyelerinde azalma oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Elde
edilen veriler goz oniine alindiginda ilk kez birlikte uygulanan Elajik asit ve Karnosik asit
kombinasyonunun diyabetik ratlarda yara iyilesmesini gelistirdigi, hizlandirdig: ve oksidatif
olaylar etkiledigi sdylenebilir.
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ABSTRACT

Non-healing or delayed-healing wounds, one of the most common complications of diabetes,
are one of the main factors that decrease the quality of life of diabetic patients and increase
health expenditures. This study, it was aimed to investigate the effects of the combination of
Ellagic acid and Carnosic acid, which are known to have high antioxidant properties, on
wound healing and oxidative parameters in diabetic rats. The study was performed on 54
Wistar albino female rats with Streptozotocin (STZ)-induced diabetes and they were divided
into 5 groups as the control group, untreated, treated with Carbopol 974P, topical treatment
group, and oral treatment group. In the dorsal region of all animals except the control group,
6 full-thickness excisional wounds were created with a 6 mm punch biopsy tool parallel to
each other on both sides of the spine. In the treated groups, the wounds were applied topically
with a gel containing Ellagic acid and Carnosic acid (10 mg/kg) in 2% Carbopol 974P, and
oral gavage with Ellagic acid and Carnosic acid (10 mg/kg) after injury. In the groups treated
with 2% Carbopol 974P, the wounds were treated topically with an equal amount of
Carbopol gel. No treatment was applied in the control groups. On the 3rd and 7th days, the
scar tissues of the rats were taken and analyzed. To examine the oxidative events,
malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH), and nitric oxide (NOXx) levels in the wound
tissues were determined spectrophotometrically, while matrix metalloproteinase-2 (MMP-
2) and matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) levels in the wound tissue were determined
which was studied by ELISA method. It was observed that the wound tissue MDA and NOx
levels of the groups treated with Ellagic acid and Carnosic acid were statistically decreased,
while GSH levels were significantly increased (p <0.05). As a result of the study, although
there was no significant difference between the groups in MMP-2 levels, it was determined
that there was a decrease in the MMP-9 levels of the treated groups (p<0.05). Considering
the data obtained, it can be said that the combination of Ellagic acid and Carnosic acid
applied together for the first time improves and accelerates wound healing in diabetic rats
and affects oxidative events.
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1. GIRiS

Dokunun normal anatomik yapisinin birbirini takip eden fonksiyon kayiplariyla bozulmasi
yara olarak tamimlanmaktadir. Yara iyilesmesi, yaralanmadan hemen sonra baslayan
hiicresel, fizyolojik ve molekiiler mekanizmalarin dinamik ve yiiksek diizeyde diizenlendigi
stirectir (Reinke ve Sorg, 2012). Doku harabiyeti ile tetiklenen yara iyilesme siireci,
hemostaz, inflamatuar, proliferasyon ve yeniden sekillenme olmak tizere birbirini takip eden
dort farkli fazdan olusmaktadir (Witte ve Barbul, 1997)

Yaralanmadan hemen sonra hemostatik siire¢, trombosit hiicreler tarafindan fibrin pihtt
olusumu ile baslar. Hemostazda oncelik damarlar1 daraltmak ve damar1 kapatmak igin kan
pihtisinin olusturulmasiyla kan kaybmi onlemektir. Kan pihtis1 ayn1 zamanda mikrobiyal
istilaya kars1 savunma ve inflamatuar hiicrelerin toplanmasina yonelik gegici bir matris
gorevi goriir (Chandan K. Sen ve Roy, 2012). Trombositler kemotaktik faktorlerin salinimi
ile lokositlerin infiltrasyonunu etkilemektedir (Werner ve Grose, 2003). Pihtidaki
trombositler, inflamatuar hiicreler i¢in doniistiiriicti biiytime faktorii-beta (TGF - B),
trombosit kaynakl biiyiime faktorii (PDGF) ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)
gibi giiclii kemotratif maddeleri serbest birakirlar. Trombositler tarafindan salgilanan
trombin, interlokin 6 (IL-6), interlokin 8 (IL-8) gibi proinflamatuar sitokinlerin salinimini
indiikler ve bu sitokinler monosit kemotaksisini uyarir. Fibrin bozulmas1 ve kompleman
sistem aktivitesi, inflamatuar siirecin kurulmasinda ve yara anjiyogenezini ve stromal
hiicrelerin ¢ogalmasinda rol oynar. Fibrin, yara dokusunun vaskiilerlesmesine yardimci olan
fibroblast biiyiime faktorii-2 (FGF-2) ve VEGF’ ye baglanir. Ayrica fibrin insiilin benzeri
bliytime faktorii-1 (IGF1) baglanir ve stromal hiicre proliferasyonunu desteklemektedir
(Sahni ve digerleri, 1998; Tuan ve digerleri, 2003).

Inflamatuar siire¢, nétrofillerin, makrofajlarin ve lenfositlerin toplanmasini igermektedir.
Kan damari gegirgenligi artmasiyla ndtrofiller ve monositler yara bolgesine gegmektedir ve
lokal endotel hiicreler hiicre-hiicre etkilesimlerini kirarak gecirgenligi arttirmaktadir.
Yaradaki ilk beyaz kan hiicre popiilasyonu noétrofillerden olusmaktadir (Petreaca ve
digerleri, 2007). Yara i¢inde notrofiller proteazlarin ve antimikrobiyal peptitlerin
salgilanmasindan sorumludur ayrica reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumu ile yarayi
mikrobiyal kontaminasyondan korumak igin gesitli stratejiler uygulamaktadir (Wilgus ve
digerleri, 2013).



Yaralanmay1 takip eden iki ila {i¢ giin igerisinde monositler, yaradaki baskin inflamatuar
hiicre popiilasyonu haline gelmektedir. Yara bolgesine monositlerin  kemotaksisi,
kemokinler araciligi ile olmaktadir. Kemokinler, notrofiller, monositler ve farkli iyilesme
asamalarindaki Keratinositler tarafindan salinabilirler(Gillitzer ve Goebeler, 2001; Wetzler
ve digerleri, 2000). Yara igerisindeki monositler makrofajlara farklilasir. Makrofajlar,
apoptik notrofilleri ve diger olii hiicreleri uzaklastirir. Ayrica antijen sunan hiicreler olarak
gorev alirlar. Sitokinlerin ve biiyiime faktorlerinin salgilanmasindan sorumludurlar(Novak
ve Koh, 2013). Bu biiylime faktorleri, TGF - B, bazik fibroblast biiyiime faktorii (b-FGF),
VEGF ve PDGEF’dir. Biiyiime faktorleri endotel hiicrelerini, fibroblastlari1 ve keratinositleri
aktive eder. Fibroblastlar ve keratinositler hiicre proliferasyonunu ve VEGF ise anjiyogenezi
uyararak yara iyilesmesini miimkiin kilar (Eming ve digerleri, 2007). Lenfositler, yara
bolgesine ulasan son 16kosit tipidir. Lenfositler, yaradaki mikroplara ve diger yabanci

maddelere kars1 spesifik tepki gosterirler (Martins-Green ve digerleri, 2013).

Proliferasyon faz1 fibroblast ve endotel hiicrelerin yara bolgesine gelmesi ile baslamaktadir
(Lund ve digerleri, 1999). Serin, sistein ve matriks metalloproteinazlar (MMP) ailelerinin
proteazlari, fibrin piht1 ve gegici matris yoluyla hiicresel gégii kolaylastirmak igin salgilanir.
Bu evrenin ana olaylari, fibroblast girisi, hiicre dis1 matriks (ECM) birikimi, yeni kan damari

olusumu ve yeniden epitelizasyon olarak siralanabilir (Brix ve digerleri, 2008).

Fibroblastlar iyilesme evresindeki kilit hiicre tipidir ve ECM ve keratinosit olusumu igin
yardimet fibronektin, hyaluronik asit, kolajen ve proteoglikan ¢ogalmasi ve iiretilmesinden
sorumludurlar (Paul Martin ve Leibovich, 2005). Olusan gecici fibrin matrisi, graniilasyon
doku ile yer degistirir. Graniilasyon dokusu, gevsek bir fibronektin, hyaluronik asit ve
kolajen matriksi i¢inde gomiili kan damarlari, makrofajlar ve fibroblastlarin yogun
birlesiminden olugmaktadir. Graniilasyon dokusu olusumu sirasinda, onceden var olan
damarlardan yeni kan damarlar1 gelisir (anjiyojenez). Anjiyogenik faktorler, fibroblastlar ve
makrofajlar, keratinositler ve endotelyal hiicreleri tarafindan salgilanmaktadir (Y.-J. Li ve
digerleri, 2014).

Yara iyilesmesinin son fazi olan yeniden sekillenme fazi hem yara kasilmasi1 hem de kolajen
yeniden sekillenmesi ile karakterize edilir. Kolajen metabolizmasinin dengesi MMP
aktivitesinin diizenlenmesi ile belirlenir. MMP, keratinositler tarafindan salgilanmaktadir ve

matris yoluyla keratinositlerin gé¢ etmelerine ve yeniden epitelizasyonun gelistirilmesine



yardimci olmaktadirlar (Mott ve Werb, 2004). Yara iyilesmesinde Kritik dneme sahip olan
MMP’ler, proteazlardan ECM’nin ¢esitli makromolekiiler bilesenlerini pargalayabilen ¢inko
bagimli endopeptidazlar ailesini olustururlar. MMP'ler, proteoglikanlar, kolajen gibi bir dizi
ECM ile ilgili proteinleri bozar ve yara bolgesinde genel bir proteolitik aktivite gosterir
(Saboo ve digerleri, 2016). Epitel tabakasinin tekrar kurulmasindan sonra, keratinositler ve
fibroblastlar bazal membran olusturmak igin tip IV kolajen salgilarlar (Wojtowicz ve
digerleri, 2014). Kolajen dengesinin kurulmasiyla birlikte yara kasilma siireci, yara
miyofibroblastlar1 tarafindan belirlenmektedir (Toriseva ve Kiahari, 2009). Yara gerilme
kuvveti, yaralanmadan 1 ila 8 hafta sonra hizla artmaktadir (Lau ve digerleri, 2006). Skar

olusumu ¢ocuklarda ve yetiskinlerde yara iyilesmesinin sonucu olarak ifade edilmektedir.

Yara iyilesme siireclerini etkileyen ¢ok sayida faktor bulunmaktadir. Yara bolgesinde
enfeksiyon, yetersiz kan dolasimi, hipoksi, doku nekrozu, yabanci partikiillerin varligi,
tekrarlayan travmalar ve yara bolgesinin hareketliligi gibi lokal faktorler yara iyilesme
stirecini etkilemektedir. Ayrica beslenme yetersizligi, diyabet, kronik renal yetmezlik,
immiin sistem rahatsizliklar1 gibi hastaliklar, kortikosteroid kullanimi, hastanin yasi ve
genetik yapisi gibi sistemik faktorler de yara iyilesme siirecinin aksamasina neden

olmaktadir (Robson ve digerleri, 2001; Viera ve digerleri, 2012).

Sistemik faktorler igerisinde yer alan ve diinya ¢apinda en yaygin hastaliklardan biri olan
Diabetes Mellitus (DM), iyilesmeyen kronik yaralarin olusumunda oldukga etkilidir
(Burgess ve digerleri, 2021). DM, kandaki glikoz seviyesinin fazlaligi ve endojen insiilin
sekresyonun veya etkisinin yetersizligi ile karakterize olan metabolik bir rahatsizliktir
(Maritim ve digerleri, 2003). Diinya Saglik Orgiitii diyabeti 21. yiizyilin en énemli toplum
sagligi sorunlarindan biri olarak tanimlarken, Enternasyonal Diyabet Federasyonunun (IDF)
verilerine gore; 2021 yili itibariyle diinyada 537 milyon diyabet hastasi vardir ve 6,7 milyon
kisi diyabet yiiziinden hayatin1 kaybetmistir. Diyabetli kisi sayisinin 2030°da 643 milyona,
2045’te ise 784 milyona ¢ikacagi tahmin edilmektedir (Sun ve digerleri, 2022).

Diyabetin olusumu birgok patojenik siire¢ icermektedir. Bu stiregler, pankreas hiicrelerinin
otoimmiin yikimina baglh olarak insiilin eksikligine bagli olarak insiilin etkisine direngle
sonuclanan anormalliklere kadar wuzanir. B-hiicreleri tarafindan salgilanarak kan
dolagimindaki glikozun hiicre i¢ine alinmasini saglayan insiilin hormonu, p-hiicrelerinin

fonksiyonun bozulmasiyla sekresyonun etkilenmesi ve insiilin direncinden kaynaklanan



insiilin eksikligi kanda yiiksek glikoz seviyelerine yani hiperglisemiye neden olmaktadir (P.
Zhang ve digerleri, 2020). Gecikmeli tedavi olmadan diyabet, noropati, retinopati, nefropati
gibi mikrovaskiiler komplikasyonlara yol agarken, anjina, felg, miyokard enfarktiisii,
koroner arter hastaliklari, konjestif kalp yetmezligi gibi makrovaskiiler komplikasyonlara da
neden olmaktadir (Calcutt ve digerleri, 2009; Heinonen ve digerleri, 2015). Ayrica hem
mikro hem de makrovaskiiler komplikasyonlar, diyabetik ayak gibi iyilesmeyen kronik

yaralarin olugsmasina yol agmaktadir (Burgess ve digerleri, 2021).

Komplikasyonlar sonucu meydana gelen kronik yaralarin iyilesme fazlari, akut yara
iyilesme fazlarindan farklilik gostermektedir. Kronik yaralar, iyilesmenin belirli bir
asamasinda kalir ve bu asama genellikle inflamatuar asamasidir (Diegelmann ve Evans,
2004). Inflamatuar asamasinin uzamasinda Ve yaray: kroniklestiren onemli faktdrlerden
birisi, notrofillerin yarada uzun siireli varliklaridir (Conus ve digerleri, 2008). Makrofaj
fonksiyonunun da yara bolgesinde bozulmasi durumunda uzamis inflamatuar durumlar
olusur. (Egozi ve digerleri, 2003). Diyabetik yaralarda, makrofajlar asir1 diizeyde pro-
inflamatuar sitokinleri tiretir (Boniakowski ve digerleri, 2017). Diyabetteki inflamatuar yanit
tipik olarak pro-inflamatuar sitokinlerin kronik artis1 ile karakterize edilir (Bogdanski ve
digerleri, 2007; Tilg ve Moschen, 2008). Pro-inflamatuar aracilara ek olarak diyabetik yara
iyilesmesinde biiyiime faktorleri de inflamasyon mekanizmasinda 6nemli rol oynamaktadir.
Biiylime faktorleri, iyilesme siirecinin tiim asamalarinda yer alan biyolojik olarak aktif
polipeptitlerdir (Patel ve digerleri, 2019). Doku olusumunun graniilasyon fazi sirasinda
erken inflamatuar fazi desteklerler (Barrientos ve digerleri, 2008). VEGF, IGF, TGF-f,
keratinosit biiytime faktorii (KGF), PDGF, EGF ve FGF yara iyilesmesinin inflamasyon

asamasinda rol alan en 6nemli biiyiime faktorlerinden bazilaridir.

Akut inflamasyonun diizenlenmesinde rol oynayan bir diger faktor lipoksinler, ¢oziiciiler,
proteazlar gibi lipid mediatorlerinin aktivasyonudur. Akut yara iyilesmesinde sikica
diizenlenmis olan metalloproteinazlar, serin proteinazlar ve nétrofil elastazlari dahil olmak
lizere gesitli proteaz tiretimi ve aktivasyonu kronik yaralarda degismektedir (Mirastschijski
ve digerleri, 2002). Kronik yaralar, bag dokusunun parcalanmasini daha da artiran proteazlar
(kolajenaz ve elastaz dahil) iceren salgilayan bol miktarda proteaz ve nétrofil seviyeleri ile
karakterizedir. Bu durum kalic1 bir iltihaplanma durumuna neden olur. Kronik yaralarin
proteolitik ortami1 agisindan, yara dokularmin proinflamatuar sitokinlere uzun siire maruz

kalmasi, metalloproteinazlarin doku inhibitorlerinin (TIMP'ler) sentezini inhibe ederken,



MMP'lerin tiretimini uyarabilmektedir (Trengove ve digerleri, 1999). Ek olarak, diyabete
bagli olarak yara iyilesme siirecini etkileyen 6nemli faktorlerden biri de reaktif oksijen
turevleridir (Deng ve digerleri, 2021). Diyabetle birlikte artan ROT oksidatif stresin varligin
gostermektedir (Kunkemoeller ve Kyriakides, 2017).

Doga, binlerce yildir tibbi tedavilerin kaynagi olmustur. Gliniimiizde giderek yayginlasan
yesil biyoteknoloji kapsaminda tibbi tedavilere alternatif olarak dogal sifal1 bitkilere yonelim
olduk¢a artmustir. Artan kronik yara kosullar1 insidansiyla birlikte dogal bitkilerin tibbi
ozelliklerinin kullanilmasinin arastirilmasi, yara kosullarini iyilestiren 6zellikleri nedeniyle
biiyiik aragtirma ilgisi kazanmaktadir (Hamdan ve digerleri, 2017; Ibrahim ve digerleri,
2018). Bu alanda dogal polifenoller iizerine yapilan ¢alismalarda, polifenollerin potansiyel
faydalar1 giderek daha fazla dikkat ¢ekmistir (Bahadoran ve digerleri, 2013). Polifenoller,
meyvelerde, sebzelerde, tahillarda biiyiik 6lgiide dogal olarak bulunan bilesiklerdir (Pandey
ve Rizvi, 2009). Tanenler, saponinler, flavonoidler gibi biyoaktif fitokimyasal bilesenler,
fenolik bilesiklerin yara iyilestirici 6zelliklerine katkida bulunabilirler (Morgan ve Nigam,
2013).

Yara iyilesme siirecinin bir veya daha fazla fazinin fitokimyasallar tarafindan modiile
edilebilecegi ve cildin dis tabakasina kolayca niifuz edebildikleri literatiir tarafindan agik¢a
goriilmiistiir. Bu 6zellikler, dogal bilesikleri kronik yaralar da dahil olmak iizere gesitli kritik
hastaliklar1 tedavi etmek i¢in 6nemli bir terapotik kategori haline getirir (Khalil ve digerleri,
2021).

Elajik asit (EA), polifenolik bilesiklerden flavonoidlerin (C14H608; MW: 302.202; 3,7,8-
tetrahidroksi-benzopiran5,4,3-cdebenzopiran-5,10-dion) bir iiyesidir. Genellikle bitkiler
tarafindan iretilir ve ellagitanninler olarak bilinen tanen olarak olusur. Elajik asit dogal
olarak bircok meyve (nar, bogiirtlen, ahududu), findik, ceviz, badem ve tohumlarda bulunur
(Derosa ve digerleri, 2016). Elajik asit antidiyabetik aktivite, anti-inflamatuar, antioksidan
aktiviteler gibi ¢esitli biyolojik 6zelliklere sahiptir (Ahad ve digerleri, 2014; Baek ve
digerleri, 2016; Garcia-Nifio ve Zazueta, 2015; Uzar ve digerleri, 2012).

Karnosik asit (CA), biberiye (Rosmarinus officinalis) ve adagay1 (Salvia officinalis) gibi
Lamiaceae familyasinin bitki tiirlerinde bulunan bir labdan tipi fenolik diterpendir

(Loussouarn ve digerleri, 2017). CA, anti kanser, anti inflamatuar ve antioksidan 6zellikleri



dahil olmak iizere gesitli farmakolojik etkilere sahiptir (Moore ve digerleri, 2016; Sahu ve
digerleri, 2011; Yang ve digerleri, 2017). Karnosik asit, yagda ¢oziinen bir bilesiktir ve bir
katekol kisma sahiptir. Sahip oldugu ketokol kismindan dolay1 antioksidan o6zellik
gosterdigi diisiilmektedir. Bu 6zelliginden dolay1 gida, kozmetik, saglik alanlar1 gibi bir¢ok
endiistriyel uygulamada kullanilmaktadir (Loussouarn ve digerleri, 2017).

Dogal antioksidan 6zellige sahip olduklar1 bilinen Elajik asit ve Karnosik asit *in oksidatif
olaylar iizerine etkileri, anti-inflamatuar ve anti kanserojenik etkileri bir¢ok ¢alismada ele
alinmistir. Ancak yara iyilesme siirecinde, yara dokusundaki oksidatif olaylar ve anti-
inflamatuar etkileri {izerine yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada Elajik asit ve
Karnosik asit kullanilarak, diyabetik yaralarin iyilesme siirecinde meydana gelen oksidatif
olaylar tizerine fenolik ve diterpen bilesiklerin sinerjik etki gosterip gostermediklerini

biyokimyasal parametreler ile ortaya konulmustur.



2. GENEL BILGILER
2.1. Yara ve Yara Iyilesmesi

Fiziksel, kimyasal veya termal hasarlar sonucu canli dokusunun hiicresel, anatomik ve
fonksiyon biitiinliigiiniin bozulmasi yara olarak tanimlanmaktadir (Nagle ve digerleri, 2022).
Doku biitiinliigiiniin bozulmasini takiben dokunun eski formuna donmesinde birden fazla
hiicre tipinin ve sinyal yollarnin ardisik aktivasyonunu igeren karmasik bir siiregtir (Oliveira
ve digerleri, 2022). Yara iyilesme siirecinin farkli biyolojik fonksiyonlar nedeniyle yaralar
kronik ve akut yaralar olarak kategorize edilirler. Kronik yaralar, fiziksel agri ve sosyo-
ekonomik komplikasyonlarda artis ile iliskili oldugundan hastalarin yasam kalitesini
diisirmektedir. Ayrica, kronik yaralarin insidansi ve prevalansinin artmasi saglik sistemleri

icin artan maliyetlerle neden olmaktadir (M. Olsson ve digerleri, 2019).
2.1.1. Yaratipleri
Yara tipleri asagidaki tabloda verilmistir (Cizelge 1).

Cizelge 2.1. Yara tipleri

YARA TIPLERT

Kiint travmatik
yaralar

Abrazyon / siyrik
Kontiizyon / bere
Laserasyon / yirtik
Kemik kiriklar

Kesici alet yaralari
Kesici-delici alet yaralar
Kesici-ezici alet yaralar
Delici alet yaralar
Atesli silah yaralar

Is1 yaralan

Isik yaralar

Elektrik yaralar
Barotravma yaralari
Kimyasal Travmalara Bagl Yaralar Asit

Baz

Mekanik Travmalara Bagh Yaralar

Fiziksel Travmalara Bagl Yaralar

Hayvan 1sir1k yaralar
Bocek sokmalarina bagl yaralar

Biyolojik Etkilere Bagl Yaralar

Toksinler

fyilesme Siiresine Bagh Yaralar

Akut yaralar

Kronik yaralar

Vaskiiler Kaynakl1 Yaralar

Arteriyel dolasim bozuklugu yaralan

Venoz dolagim bozuklugu yaralar

Hastaliklar Sirasinda Ortaya Cikan
Yaralar

Metabolik hastaliklar

Hematolojik

Malign hastaliklar

Enfeksiyon hastaliklari




2.1.2. Yara iyilesmesi asamalari

Yara iyilesme siireci ardisik olarak devam eden hemostaz fazi, inflamatuar faz, proliferasyon
faz1 ve yeniden sekillenme asamalar1 olmak tizere genellikle 4 asamada incelenmektedir
(Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Yara iyilesme asamalari

Ik asama olan hemostaz, yaralanma anindan hemen sonra baslar ve genellikle saatler icinde
tamamlanir. Ikinci asama, inflamatuar, hemostazdan kisa bir siire sonra baslar ve genellikle
yaralanmadan sonraki ilk 24 ila 72 saat i¢inde tamamlanir; bununla birlikte, yaralanmadan
sonra 5 ila 7 giin kadar siirebilir (Strodtbeck, 2001). Uciincii asama, proliferasyon, tipik
olarak yaralanmadan 1 ila 3 hafta sonra ortaya ¢ikmaktadir. Dordiincii ve son asama olan
yeniden sekillenme, yaralanmadan yaklasik 3 hafta sonra baslayip, ancak fizyolojik
tamamlamanin saglanmas1 aylar, hatta birkag yi1l arasinda degisen siirelerde
gerceklesebilmektedir (Russell, 2000) (Sekil 2.2). Bu nedenle, bir yaralanmadan sonraki
giinler ila birkag hafta iginde cilt saglam gériinmesine ragmen alttaki doku yara iyilesmesinin

son asamalarindan gectigi i¢in hala hasara kars1 savunmasizdir.



Saatler 3. Gin 7.Giln Haftalar Yillar

HEMOSTAZ FAZI

\ iINFLAMATUAR FAZI | .
| * | PROLIFERASYON FAZI | _
Trombositler Notrofil ‘ YENIDEN SEKILLENME FAZI
Monosit-Makrofaj Makrofaj
Mast Hucreleri Fibroblast
Lenfosit Endotelyal Hiicre
Keratinosit Miyofibroblast
* Pihtilasma
+ inflamatuar
hi.]crelerir_n. + inflamatuar hiicrelerin gogii
kemotaksisi |, jnflamasyonun kontrol altina

Graniilasyon doku olusumu
Ekstraseliiler matriks sentezi
Anjiyogenez

Epitelizasyon * Yara daralmasi
* Skar olusumu

alinmasi.

Sekil 2.2. Yara iyilesme siirecinde gergeklesen olaylar (Baltzis ve digerleri, 2014)

Hemostaz

Fizyolojik yara iyilesmesinin ilk asamasi olan hemostaz, yaralanmadan hemen sonra
meydana gelmekte ve yaralanmadan birkag saat sonra gecici bir yara matrisinin olusmasini
saglamaktadir (Reinke ve Sorg, 2012). Bu evre ayn1 zamanda iyilesme siireci i¢in birgok
hiicre ve faktoriin toplanmasimi yonetmek zorunda oldugu 'gecikme evresi' olarak da

tanimlanmaktadir (Robson ve digerleri, 2001).

Cilt yaralanmasi sirasinda, genellikle kanama meydana gelir. Bu kanama sadece
mikroorganizmalar1 veya antijenleri yaradan temizlemeye hizmet etmekle kalmaz, ayni
zamanda hemostaz1 da aktive eder. Hemostaz ¢esitli faktorler tarafindan baslatilmaktadir.
Hemostazda oncelik, kan kaybini 6nlemek amaciyla, kan damarlarini daraltmak ve kan
pihtist olusturmaktir. Kan pihtist ayrica mikrobiyal istilaya ve inflamatuar hiicrelerin
toplanmasina kars1 savunma igin gegici bir matris gorevi de gormektedir (C. K. Sen ve Roy,
2008).

Ik olarak yarali cilt hiicreleri tarafindan pihtilasma faktorleri salimir ve dis pihtilasma
kaskadi aktive edilir (Cooper, 1999). Trombosit agregasyonu ve hasarli derilerden kolajenin
ac1ga ¢ikmasi, intrinsik pihtilagsma kaskadini baglatir ve trombosit aracili vazokonstriksiyonu

tetikler. Bu vazokonstriksiyon, daha fazla kan kaybini dnlerken, fibrin pihtis1 yaralanma
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bolgesi tizerinde gegici bir matriks olusturur ve mikroorganizmalarin igeri girmesini
onler(Sinno ve Prakash, 2013).

Hemostaz yara iyilesmesi i¢inde kritik bir 6neme sahiptir (P. Martin, 1997). Fibrin pihtisi,
fibroblast ve keratinositlerin akisin1 yonlendiren ve destekleyen gegici bir matris veya yapi
iskelesidir (Clark, 1988). Bu gegici matris, fibrin ve fibrine afinitesi olan ¢ok amacli bir
adezyon proteini olan fibronektinden olusur. Fibronektin, yara iyilesmesinde birgok rolii
vardir. Yara onarim hiicrelerinin go¢ii ig¢in bir kemo-gekici olarak gorev alirken ayni
zamanda kolajen liflerinin birikmesi i¢in bir sablon olusturmaktadir. Ayrica hiicre dis1 matris
(ECM) kalintilarim1  pargalayarak ve makrofajlarin fagositik ozelliklerini  aktive
etmektedir(Clark, 1988).

Trombosit aktivasyonu, degraniilasyona ve doku onarimi siirecini indiikkleyen ve ayni
zamanda bagisiklik savunmalarini aktive eden c¢esitli giiclii sitokinlerin ve biiytime
faktorlerinin salinmasina neden olur. Trombositler, trombosit kaynakli biiylime faktori
(PDGF), insiilin benzeri biiytime faktori-1 (IGF-1), epidermal biiyiime faktorii (EGF),
dontistiiriici biiyiime faktori-p (TGF - B), vaskiiler endotel biliytiime faktorii (VEGF) gibi
cesitli bitlylime faktorlerini salgilayan alfa graniillerini degraniile eder ve serbest birakur.
Serbest kalan graniiller, fibroblastlari, endotel hiicrelerini ve makrofajlar1 ¢ekerek ve aktive

ederek yara iyilesme siirecini baslatir.

Bu biiyime faktorleri, fibroblastlarin ve Keratinositlerin akisi, kolajen ve diger ECM
proteinlerinin sentezi, yara mikro ¢evresindeki hiicre hareketinin diizenlenmesi, yeni kilcal
damarlarin ve vaskiiler yataklarin yonlendirilmis biyiimesi dahil olmak tizere gesitli
molekiiler islemlerden sorumludur. Trombositler tarafindan salgilanan trombin, I1L-6, IL-8
gibi proinflamatuar sitokinlerin salinimini indiikler bu sitokinler monosit kemotaksisini
uyartr. Fibrin, yara dokusunun vaskiilerlesmesine yardimci olan FGF-2 ve VEGF’ ye
baglanir. Ayrica fibrin IGF-1 baglanir ve stromal hiicre proliferasyonunu desteklemektedir
(Sahni ve digerleri, 1998; Tuan ve digerleri, 2003).

Inflamatuar

Inflamatuar yanit, hasarli doku hiicreleri ve kilcal damarlardan, aktive trombositlerden ve

bunlarin salgilamis oldugu sitokinler tarafindan tetiklenir. inflamatuar faz, nétrofillerin,
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makrofajlarin ve lenfositlerin toplanmasini igeren bir siirectir. Yaralanmadan birkac dakika
sonra, yara bolgesindeki ilk kan hiicre popiilasyonunu nétrofiller olugturmaktadir (Petreaca
ve digerleri, 2007). Notrofiller lokal fibroblastlar: ve epitel hiicrelerini aktive ederek yara
onarimini baglatir(Wilgus ve digerleri, 2013). Yara i¢inde noétrofiller proteazlarin ve
antimikrobiyal peptitlerin salgilanmasindan sorumludur ayrica ROT olusumu ile yaray1
hiicrelere ve yeni kan damarlarina destek veren yeni hiicre dist matrisi sentezler ve

biriktirirler.

Yeniden sekillenme

Yara iyilesmesinin yeniden sekillenmesi siireci, fibrin pihtistnin birikimi ile baglayan ve
birkag y1l sonra olgun, tip | kolajenden zengin bir skar olusumu ile biten tiim yaralanma
yanitin1 kapsamaktadir (J. Li ve digerleri, 2007). Yara ECM'sinin yeniden sekillenmesinden,
ilk fibrin , sinyal molekiilleri olarak islev goren elastin fragmanlarinin veya elastokinlerin
salinmasina neden olmaktadir (Duca ve digerleri, 2004). Elastin, onciisii olan
tropoelastin‘den olusur ve iyilesmenin erken donemlerinde anormal diizenleme gosterir.
Aslinda, olgun elastin lifleri genellikle yaralanmadan aylar sonra yara dokusunda
goriilironra hizla artmaktadir (Lau ve digerleri, 2006). Skar olusumu c¢ocuklarda ve

yetiskinlerde yara iyilesmesinin sonucu olarak ifade edilmektedir.

2.1.3. Yara iyilesme tipleri

Yara iyilesmesi 3 farkli tipte meydana gelebilir (sekil 2.3).

Primer vara ivilesmesi

Bir yara olusturulduktan sonraki 12-24 saat i¢inde kapatildig1 yara iyilesme tipidir. Yara
kapanmaya dogru ilerler (Enoch ve Leaper, 2008; Strodtbeck, 2001).

Sekonder vara ivilesmesi

Doku kenarlarmin yakinlagtirilamadig: biiyiik veya derin bir yara ile iliskili iyilesme tipi
sekonder iyilesme olarak tanimlanir. Epitel hiicrelerinin rejenerasyonu dokuyu orijinal
dokusunun ige dogru biiyiimesi ve ardindan kolajenin désenmesiyle hiicre dis1 matrisin

birikmesi gelir. Bu tiir iyilesmede anahtar rol oynan hiicre toplulugunun miyofibroblastlari
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oldugu diistiniilmektedir. Yaralanmadan yaklasik ii¢ giin sonra yarada belirirler ve onuncu
ile yirmi birinci giinler arasinda maksimum diizeye c¢ikarlar. Normal bir yara iyilesme
stirecinde yara gerilme kuvvetini kolajen olusturmaktadir. Ancak sekonder yara iyilesmede
stire¢ yavas ilerlemekte ve epitelizasyonun gelismesi 4-8 hafta arasinda degismektedir
(Enoch ve Leaper, 2008; Strodtbeck, 2001).

Tersiyer (gecikmis) vara iyilesmesi

Genellikle enfekte veya agilmis cerrahi olan vyaralarla iliskili iyilesme; iyilesme,
kontaminasyonu veya enfeksiyonu tedavi etmek ve birincil kapatma igin cilt kenarlarina

yaklagsmadan 6nce yeni dokunun biiylimesine izin vermek i¢in yaranin 6nceden belirlenmis.

Primer Yara lyilesmesi

Sekil 2.3. Yara iyilesme tipleri (Shyam Bass, 2021)
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2.1.4. Yara iyilesmesini etkileyen faktorler

Yara iyilesmesi dinamik bir hiicresel sinyallesme ve davranigsal olaylar dizisidir. Birden
fazla faktor yara iyilesme siirecinin bozulmasina neden olabilir. Yara iyilesmesinde onarimi
etkileyen faktorler lokal ve sistemik faktorler olarak kategorize edilebilir. Lokal faktorler,
Sistemik faktorler ise iyilesme yetenegini etkileyen genel saglik veya hastalik durumlaridir
(Sekil 2.5). Bu faktorlerin ¢ogu birbiriyle yakindan iliskilidir ve sistemik faktorlerin yara

iyilesmesi tizerine etkileri lokal etkiler yoluyla gerc¢eklesir (Guo ve Dipietro, 2010).

Lokal faktorler

Enfeksiyon

Inflamasyon, yara iyilesme siirecinin normal bir parcasidir. Ancak kontamine
mikroorganizmalarin yara bolgesinden uzaklastirilmasi Onemlidir. Yara ortaminda
bakterilerin ve endotoksinlerin yiiksek seviyelerde olmasi, interlokin-1 (IL-1) ve TNF-a gibi
fazin uzamasina ve yara iyilesme siirecinin aksamasina yol agar. Uzun siireli iltihaplanma,
ECM'yi bozabilen bir proteaz ailesi olan MMP seviyesinin artmasina da yol acar. Artmis
proteaz igerigi ile paralel olarak, dogal olarak olusan proteaz inhibitérlerinin seviyesinde bir
azalma meydana gelir. Bu siirecin uzamasi yara iyilesmesini kronik bir duruma getirebilir

ve iyilesmeyen yaralarin olugsmasina neden olur (Menke ve digerleri, 2007).
Desikasyon

Yara iyilesmesi, hiicrelerin susuz kaldigi ve 6ldagii kuru bir ortamdan ziyade nemli bir
bolgesinde iyilesmeyi engelleyen bir kabuk veya kabuk olusmasma neden olur. Yara
iyilesme siirecinde yara ortami1 nemli tutuldugunda epidermal hiicre migrasyonu artar ve

epitelizasyon tesvik edilir (Thomas Hess, 2011).
Oksijenasyon

Oksijen, enerji iiretiminde temel olarak hiicre metabolizmasinda olduk¢a 6nemlidir ve
neredeyse tiim yara iyilestirme siiregleri i¢in Kritiktir. Oksijen, yara iyilesme asamalarinda

migrasyon ve anjiyogenezin de 6nemli destekleyicileridir (Rodriguez ve digerleri, 2010).
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Normal olarak iyilesen yaralarda, hidrojen peroksit (H202) ve siiperoksit (O2) gibi ROT un
hiicre hareketliligi, sitokin etkisi dahil olmak tizere yara iyilesmesiyle iligkili anahtar hipoksi
hem de hiperoksi, ROT iiretimini arttirir, ancak artan bir ROT seviyesi, yararl etkiyi asar ve
ek doku hasarma neden olur (Rodriguez ve digerleri, 2010) . Bu asama 2.3.3’te daha detayh

olarak ele alinmstir.

Lokal Faktorler

Enfeksiyon Desikasyon Oksijenasyon

Sekil 2.4. Yara iyilesmesini etkileyen lokal faktérler (Guo ve Dipietro, 2010)

Sistemik faktorler

Beslenme

Yeni doku olusumunu igeren yara iyilesme siireci, metabolik ve kalori gerektiren bir siiregtir.
Yara mikro ¢evre ag¢isindan bakildiginda, hiicresel onarim mekanizmalarini, kemotaktik
tepkileri (bliyime faktorleri ve sitokin tepkisi), hiicre motilitesini, boliinmesini ve
farklilagmasini miimkiin kilmak icin enerji iiretilmesi gerekmektedir. Yara makro gevre
Olgeginde bakildiginda ise iyilesmeyen yaralar1 olan hastalar siklikla beslenme
yetersizliklerinden mustariptir. Beslenme eksikligi olanlar, olmayanlara kiyasla iyilesmesi

daha yavas olan kronik yaralar gelistirme olasilig1 daha yiiksektir (Chandan K Sen, 2019).
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Diyabet

Kandaki glikoz seviyesinin fazlaligi ve endojen insiilin sekresyonun veya etkisinin
yetersizligi ile karakterize metabolik bir hastalik olan diyabet yara iyilesmesini olumsuz
yonde etkilemektedir. Diyabetli bireylerde meydana gelen bozulmus iyilesmesi, hipoksi,
fibroblastlar ve epidermal hiicrelerde islev bozuklugu, bozulmus anjiyogenez, yiiksek MMP
ve ROT seviyeleri, azalmis konakg1 bagisiklik direnci ve noéropatiyi igerir (Burgess ve
digerleri, 2021; Woo ve digerleri, 2007). Diyabet ve yara iyilesmesi 2.2.3’te detayli olarak

aciklanmistir.

Stres

Insan saglig1 ve sosyal davranislar iizerinde stresin biiyiik etkisi vardir. Kardiyovaskiiler
hastalik, kanser, sorunlu yara iyilesmesi ve diyabet gibi birgok hastalik stresle iliskili oldugu
bilinmektedir. Yapilan hem insan hem de hayvan c¢alismalariyla psikolojik stresin yara
iyilesmesinde 6nemli bir gecikmeye neden oldugu gosterilmistir (Marucha ve digerleri,
1998). Stres, glukokortikoid seviyesinin yiikselmesine sebep olur. Glukokortikoid
farklilasmay1 ve proliferasyonu baskilayarak, gen transkripsiyonunu diizenleyerek ve
immiin hiicre kagak¢iliginda yer alan hiicre adezyon molekiillerinin ekspresyonunu azaltarak
immiin hiicreleri etkiler (Sternberg, 2006). Stres, yara bolgesinde proinflamatuar
sitokinlerin seviyelerini azalmasina yol acar (Godbout ve Glaser, 2006). Boylece psikolojik
stres, yara bolgesindeki normal hiicre aracili bagisikligi bozarak iyilesme siirecinde 6nemli

bir gecikmeye neden olmaktadir.

Yaslanma

Artan yasla birlikte meydana gelen yapisal ve mekanik degisiklikler, cildin yaralanmaya
duyarliligi ve ardindan gelen yara iyilesme siireci iizerinde 6nemli bir etkiye sahip olabilir.
Hiicresel ve molekiiler seviyedeki birgok klinik ve hayvan calismasi gostermistir Ki yasa
bagh degisikliklerin yara iyilesmesindeki gecikmelere neden olmaktadir. Saglkli yash
yetiskinlerde, yaslanmanin etkisinin yara iyilesmesinde gecici bir gecikmeye neden oldugu,
ancak iyilesme kalitesinde gercek bir bozulmaya neden olmadigi yaygin olarak kabul
edilmektedir (Keylock ve digerleri, 2008). Iyilesme kapasitesindeki yasa bagl degisiklikler

gozden gegirildiginde, trombosit agregasyonu, inflamatuar mediatorlerin salgilanmasinin
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artmasi, makrofajlarin ve lenfositlerin gecikmis infiltrasyonu, bozulmus makrofaj
fonksiyonu, biiyiime faktorlerinin = salgilanmasmin  azalmasi, gecikmis Yyeniden
epitelizasyon, gecikmis anjiyogenez ve kollajen birikimi, azalmig kollajen devri ve yeniden
sekillenmesi ve yara mukavemetinin azalmasi dahil iyilesmenin her asamasinin yasa bagl

karakteristik degisikliklere ugradigi gézlemlenmistir (Gosain ve Dipietro, 2004).

Sistemik Faktarler

Beslenme Diabet Stres Yaslanma

g u n é .‘“‘ 8 | d'D
& Y non

Sekil 2.5. Yara iyilesmesini etkileyen sistemik faktorler (Guo ve Dipietro, 2010)

2.2. Diyabet

2.2.1. Diyabet tanimi ve tiirleri

Diabetes mellitus (DM) kandaki glikoz seviyesinin fazlalig1 ve endojen insiilin sekresyonun
veya etkisinin yetersizligi ile karakterize olan metabolik bir rahatsizliktir (Maritim ve
digerleri, 2003). Diyabetin olusumu birgok patojenik siire¢ icermektedir. Bu siiregler,
pankreas hiicrelerinin otoimmiin yikimina bagli olarak insiilin eksikligine bagli olarak
insiilin etkisine direngle sonuglanan anormalliklere kadar uzanir. B-hiicreleri tarafindan
salgilanarak kan dolasimindaki glikozun hiicre igine alinmasini saglayan insiilin hormonu,

B-hiicrelerinin fonksiyonun bozulmasiyla sekresyonun etkilenmesi ve insiilin direncinden
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kaynaklanan insiilin eksikligi kanda yiiksek glikoz seviyelerine yani hiperglisemiye neden
olmaktadir (P. Zhang ve digerleri, 2020).

Type 1 diabetes mellitus (T1DM)

Pankreas B hiicrelerinin kaybi ile insiilin hormonu eksikligine bagli kan glikoz seviyesinin
artmasiyla olusan hiperglisemik durumla karakterize olan, insiiline bagimli diabetes mellitus
olarak da adlandirilan otoimmiin bir hastaliktir (Atkinson ve digerleri, 2014). Ozellikle
cocukluk ve ergenlik donemlerinde en sik goriilen endokrin ve metabolik bir rahatsizliktir
(Gale, 2005). Pankreas P hiicrelerinin kaybi, otoantikorlarin olusumu ile birlikte
gerceklestiginde tip 1a diabetes mellitus olarak ifade edilmektedir. Ayrica T hiicreleri
tarafindan B hiicrelerinin yikim mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte genetik
yatkinlik ve viral enfeksiyonlar, toksinler gibi c¢evresel faktorlerin rol oynadigi
diistinilmekte ve bu diyabete idiopatik tip 1 diabetes mellitus denilmektedir. Type 1 diabetes
mellitusta meydana gelen hiperglisemi ROT iiretiminin artirmasina ve buna bagl insiilin
sekresyonun ve etkisinin azalmasina neden olmaktadir (Katsarou ve digerleri, 2017; Sakurali
ve Tsuchiya, 1988; P. Zhang ve digerleri, 2020).

Type 2 diabetes mellitus (T2DM)

Diyabet tiirleri arasinda en yaygin goziiken tiirdiir. Azalan insiilin sekresyonu, insiilin direnci
ve asirt glukagon iiretimi gibi birgok patolojik siirecin neden oldugu hiperglisemi ile
karakterizedir. Insiilin bagimsiz diabetes mellitus olarak da bilinmektedir. Son yillarda
yapilan ¢aligmalarla birlikte nedeni, genellikle iskelet kasi, karaciger ve yag dokusunda
onceden var olan insiilin direncinin arka planina bagli olarak pankreas p-hiicreleri tarafindan
kademeli olarak bozulmus insiilin sekresyonudur (Defronzo ve digerleri, 2015). insiilin
direncinin tistesinden gelmek icin kan sekeri seviyesini korumak i¢in insiilin tiretimi artirilir,
artan insiilin sekresyonu insiilin direncini dengeleyememektedir (Rochette ve digerleri,
2014). Tip 2 diyabet olusumunun faktorleri obezite, fazla kilo, genetik bilesen (miyozin agir
zincir genleri), hareketsiz yasam tarzi ve yaslilik olarak bildirilmistir (Gerstein ve digerleri,
2007; A. H. Olsson ve digerleri, 2011). Yapilan bir¢cok ¢alismada oksidatif stresin tip 2
diyabeti hem insiilin sekresyonunu hem de fonksiyonunu etkileyerek siddetini arttirdigi ve
ayrica DNA, protein ve lipidlerin zarar goérmesi nedeniyle bir¢ok mikrovaskiiler ve

makrovaskiiler komplikasyona neden oldugu gosterilmistir (Ayepola ve digerleri, 2014).
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Gestasyonel diabetes mellitus (GDM)

Gebelik doneminde baslayan, karbonhidrat intoleransla ile iliskilendirilen diyabet tiirtidiir
(Kiihl, 1991). Gebelik komplikasyonlari arasinda bilinmesine ragmen epidemiyolojisi tam
olarak ¢alistimamistir ve olusma insidans1 ¢ok diisiiktiir(King, 1998). Insiiline kars: artan
doku direncine bagh olarak insiilin ihtiyaci agiga ¢ikar, gebelerin biiyiik bir ¢ogunlugunda
olusan insiilin direnci ve insiilin miktar1 arasindaki denge kolaylikla korunur. Ancak bu
denge korunamaz ise bireyde hiperglisemi meydana gelir. Bu durumla genellikle gebeligin
son yarisinda karsilasiimaktadir. Insiilin direnci dogum zamanina kadar giderek artar ve

sonrasinda ¢cogu zaman hizla normal déner (Ben-Haroush ve digerleri, 2004).

2.2.2. Diyabet ve komplikasyonlari

DM, tiim diinyada yaygin olarak goriilen kronik bir rahatsizliktir. Diinya Saglik Orgiitii
diyabeti 21. yiizyilin en 6nemli toplum sagligi sorunlarindan biri olarak tanimlarken,
Enternasyonal Diyabet Federasyonunun (IDF) verilerine gore; 2021 yili itibariyle diinyada
537 milyon diyabet hastas1 vardir ve 6,7 milyon kisi diyabet yiiziinden hayatini kaybetmistir.
Diyabetli kisi sayisinin 2030°da 643 milyona, 2045°te ise 784 milyona ¢ikacagi tahmin
edilmektedir (Federation, 2021). Diinyada hizla yiikselis gosteren diyabet, ciddi oranda
morbidite ve mortaliteye yol agmaktadir. Yiiksek maliyetli tedaviler, is giicii kayiplari
nedeniyle hem hastay1 hem de toplumu biiyiik dl¢iide etkilemektedir. Hastaligin hem hasta
hem de toplumsal boyutu ele alindiginda etkilerini en aza indirmek amaci ile hastaligin erken

tespiti olduk¢a dnemlidir.

Gecikmeli tedavi olmadan diyabet, noropati, retinopati, nefropati gibi mikrovaskiiler
komplikasyonlara, anjina, felg, koroner arter hastaliklari, miyokard enfarktiisii, konjestif
kalp yetmezligi gibi makrovaskiiler komplikasyonlara neden olmaktadir (Calcutt ve
digerleri, 2009; Heinonen ve digerleri, 2015) (Sekil 2.6). Ayrica hem mikro hem de
makrovaskiiler komplikasyonlar diyabetik ayak gibi iyilesmeyen kronik yaralarin
olusmasina yol agmaktadir (Burgess ve digerleri, 2021). Hipertansiyon ve lipoprotein
metabolizma anormallikleri yani sira diyabetli kisilerin kanser, tiiberkiiloz ve depresyon gibi
rahatsizliklara yakalanma riskinin daha fazla oldugu diisiiniilmektedir (Gong ve digerleri,
2006; Roy ve Lloyd, 2012). Diyabetik ayak tilseri (DFU), diyabetik periferik néropatinin
(DPN) en karmasik komplikasyonudur. DPN'nin igsel ve dissal faktorleri, ayaklar
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yaralanmalara ve doku hasarina karsi savunmasiz hale getirerek kronik yara veya iilsere
neden olmaktadir (Karkada ve digerleri, 2022). DM'de gecikmis yara iyilesmesi, siklikla

uzuv kaybi ve sakatlik ile sonuglanan major bir ikincil komplikasyondur.

2.2.3. Diyabet ve yara iyilesmesi

Zayif ve gecikmis yara iyilesmesi, diyabetin ayirt edici 6zelliklerinden biridir ve iyilesmeyen
kronik yaralarin yonetimi, etkilenen bireyler ve saglik sistemleri tizerinde devasa bir yiik
olusturur (Cho ve digerleri, 2019). Normal bir yara iyilesmesi fiziksel ve biyokimyasal
olaylar1 kapsayan hemostaz, inflamatuar, proliferasyon ve yeniden sekillenme olmak tizere
birbirini takip eden 4 fazdan olusmaktadir (Lindley ve digerleri, 2016). DM'de bu fazlar,
yara iyilesme siirecini geciktiren altta yatan asir1 doku hasari, doku perfiizyonu ve
oksijenasyon eksikligi nedenleriyle uzar ve genellikle inflamasyon asamasinda kalir (Den
Dekker ve digerleri, 2019).

Diyabetik yaralarda iyilesme, proinflamatuar sitokinlerin, proteazlarin ve reaktif oksijen
tiirlerinin yani sira hiicresel islev bozukluklarmin da etkisiyle inflamatuar fazda durur
(Frykberg ve Banks, 2015). Diyabetik yaralar enfeksiyona daha yatkindir. Graniilositlerin
kusurlu fagositik ve kemotaktik aktiviteleri gibi bozulmus bagisiklik tepkileri ve bununla
beraber ROT iireten ve ECM yapisal elemanlarina zarar veren inflamatuar hiicrelerin asir
toplanmasi bu durumu tetiklemektedir (Demidova-Rice ve digerleri, 2012). Proinflamatuar
sitokinlerin seviyelerindeki artigla birlikte ROT, serin proteazlarin ve MMP'lerin
ekspresyonunu indiikleyerek ECM ve biyiime faktorlerinin yani sira proteinaz
inhibitorlerinin degradasyonuna yol agar ve bu da yaranin yeterli bir inflamatuar yanit
olusturmasini daha da bozar. Bu duruma ek olarak, artan hipoksi daha fazla ROT salinimina
yol agmakta ve proteinlerin proteolitik degradasyona duyarliligini artmaktadir (Chandan K.
Sen, 2009). Bu proteolitik saldirilar, yara onarimi i¢in gerekli olan normal matris-hiicre
etkilesimlerini onleyen ciddi ECM bozulmasina neden olmaktadir (Birben ve digerleri,
2012).

Sonug olarak, yara, uzun siireli inflamatuar fazi ile tanimlanan ve normal iyilesme
tepkilerine elverigli olmayan, diizensiz bir molekiiler ve hiicresel yara mikro ortami ile

karakterize edilen bir kisir dongiiye girmektedir (Sekil 2.6) (Cho ve digerleri, 2019).
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Sekil 2.6. Diyabetik yara iyilesme dongiisti (Cho ve digerleri, 2019)

2.3. Serbest Radikaller ve Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikaller, bir veya daha fazla eslenmemis elektron igeren molekiiller veya
molekiiler fragmanlar olarak tanimlanmaktadir. Eslenmemis elektronlarin bulunmasi
genellikle bir serbest radikal tizerinde 6nemli derecede reaktivite saglar (M. Valko ve
digerleri, 2006). Serbest radikallerden oksijen tiirevi olanlar reaktif oksijen tiirleri (ROT),
nitrojen tiirevi serbest radikaller ise reaktif nitrojen tiirleri (RNT) olarak adlandirilir. ROT

ve RNT, normal hiicre metabolizma urtnleridir.

Serbest radikallerin potansiyel biyolojik hasara neden oldugu zararli etkileri, oksidatif stres
ve nitrosatif stres olarak adlandirilir (Ridnour ve digerleri, 2005). Bu zararli etkiler biyolojik
sistemlerde meydana gelen ROT/RNT iiretimi ve enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasiyla ortaya ¢ikar. Farkli bir deyisle, oksidatif
stres, oksijen kullanan metabolik reaksiyonlardan kaynaklanir ve canli organizmalarda pro-
oksidan/antioksidan reaksiyonlarin denge durumundaki bir bozuklugu temsil etmektedir.
Asirt serbest radikal {iretimi, normal fonksiyonlarin1 engelleyen hiicresel lipidlere,
proteinlere veya deoksiriboniikleik asite (DNA'ya) zarar verebilir. Bu nedenle, oksidatif
stres, bir dizi insan hastaligina da neden olmaktadir. Serbest radikallerin yararli ve zararl

etkileri arasindaki hassas denge "redoks diizenlemesi" adi verilen mekanizmalarla
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saglanmaktadir ve canli organizmalar i¢in bu dengenin kurulmasi olduk¢a 6nemlidir (Droge,
2002).

2.3.1. Reaktif oksijen tiirleri

Reaktif oksijen tirleri, molekiiler oksijenin eksik indirgenmesiyle olusan kiiciik
molekillerdir. ROT, sepsisin patogenezinde rol oynar. Bununla birlikte, ROT ayrica normal
metabolizma sirasinda {retilir ve enzimatik reaksiyonlarda, mitokondriyal elektron
tasinmasinda, sinyal iletiminde, niikleer transkripsiyon faktoérlerinin aktivasyonunda, gen
ekspresyonunda ve noétrofillerin ve makrofajlarin antimikrobiyal etkisinde yer alir(Bayr,
2005). Reaktif oksijen tiirleri, radikaller ve radikal olmayanlar olmak iizere ikiye
ayrilmaktadir. (Sekil 2.7). Vaskiilerdeki hiicreler tarafindan iiretilen baglica ROT, siiperoksit
anyonu (O2. ), hidrojen peroksit (H202), hidroksil anyon (OH") ve nitrik oksittir (NO) (Sies,
1991)

Radikaller Radikal Olmayanlar
Siiperoksit (0,*) Hidrojen Peroksit (H,0,)
Hidroksil (OHe) Hipoklorik Asit (HOCI)

Peroksil (RO,*) Ozon (0,)

Alkoksil (ROe) Singlet Oksijen

Hidroperoksil (HOO«) Peroksinitrit (ONOO")

Nitrik Oksit (NO) Nitroz Asit (HNO,)

Sekil 2.7. Reaktif oksijen tiirleri

Biyolojik sistemlerde endojen ve eksojen kaynaklardan serbest radikaller iiretilmektedir.
Bagisiklik hiicresi aktivasyonu, infeksiyon, stres, asir1 egzersiz, iskemi, iltihaplanma, kanser
ve yaslanmadan kaynakli endojen serbest radikaller retilmektedir. Serbest radikallerin

tiretiminde eksojen kaynaklar ise, hava kirliligi, sigara dumani, alkol, agir veya gecis
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metalleri, bazi ilaglar, endiistriyel ¢oziiciiler, pisirme kaynakli et {irlinleri (tiitsiileme vb.),
radyasyondur. Viicuda farkli yollardan girdikten sonra, bu eksojen bilesikler pargalanir veya
serbest radikallere metabolize edilir (Marian Valko ve digerleri, 2007; M. Valko ve digerleri,
2006).

Hiicrelerde serbest radikallerin olusumu enzimatik ve enzimatik olmayan reaksiyonlar
olmak tizere iki farkli sekilde meydana gelmektedir. Serbest radikal iireten enzimatik
reaksiyonlar, solunum zinciri, fagositoz, prostaglandin sentezi ve sitokrom P450 sistemini
icirmektedir. Ornegin, nikotinamid adenin diniikleotit fosfat oksidaz (NADPH oksidaz),
ksantin oksidaz, peroksizdazlar gibi birkag hiicresel oksidaz sistemi araciligiyla siiperoksit
anyon radikali tiretilmektedir. Olustuktan sonra hidrojen peroksit, hidroksil radikali, peroksi
nitrit, hipokloroz asit (HOCI) olusumu gibi gesitli reaksiyonlara katilir. Radikal olmayan
hidrojen peroksit, amino asit oksidaz ve ksantin oksidaz dahil olmak {iizere oksidaz
enziminin etkisiyle iiretilmektedir. In vivo ortamda en reaktif serbest radikal olan hidroksil
radikali, Fe?> * veya Cu * (katalizdr) varliginda siiperoksitin hidrojen peroksit ile
reaksiyonuyla olusmaktadir. Bu reaksiyon, Fenton reaksiyonu olarak bilinmektedir. Serbest
radikaller ayrica, oksijenin organik bilesiklerle enzimatik olmayan reaksiyonlarindan da
tiretilebilir. Enzimatik olmayan siire¢, mitokondride oksidatif fosforilasyon (yani aerobik
solunum) sirasinda da meydana gelmektedir (Droge, 2002; Genestra, 2007; Marian Valko
ve digerleri, 2007).

Yiiksek diizeyde serbest radikallerin varligi hiicre zar1, proteinler, lipidler, lipoproteinler ve
deoksiriboniikleik asit (DNA) iizerine ciddi sekilde hasara yol agmaktadir (Droge, 2002;
Young, 2001). Hiicrelerde olusan fazla serbest radikaller yok edilemediginde serbest radikal
olusumu Ve nétralizasyonu arasindaki dengesizlik meydana gelir ve oksidatif stres ortaya
cikmaktadir. Fazla miktarda hidroksil radikali ve peroksinitrit (ONOO), lipid
peroksidasyona neden olur. Lipit peroksidasyonu sonucu hiicre zar1 ve lipoproteinler zarar
gormektedir. Bu reaksiyon, sitotoksik ve mutajenik olan Malondialdehit (MDA) ve konjuge
bilesiklerinin olusumuna yol agmaktadir. Lipit peroksidasyonu radikal bir zincir reaksiyonu
ile olugsmakta, basladiktan sonra hizla yayilmaktadir ve c¢ok sayida lipid molekiiliinii
etkilemektedir (Frei, 1994). Proteinler de serbest radikaller tarafindan hasar gérebilir, bu da
yapisal degisikliklere ve enzim aktivitesinde kayba yol agmaktadir (Halliwell, 2007).
DNA'daki oksidatif hasar, mutasyonlara neden olabilen farkli oksidatif DNA lezyonlarinin

olusumuna yol ag¢maktadir. Viicut, DNA onarim enzimlerini ve/veya antioksidanlar
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kullanarak bu saldirilara karsi koymak igin ¢esitli mekanizmalara sahiptir (Willcox ve
digerleri, 2004). Oksidatif stres, uygun sekilde diizenlenmedigi takdirde, cesitli kronik ve
dejeneratif hastaliklarin yan1 sira yaslanma siirecini ve bazi akut patolojileri (travma, inme)
tetikleyebilmektedir (Pham-Huy ve digerleri, 2008).

2.3.2. Antioksidan savunma sistemleri

Antioksidanlar, serbest radikal olusumunu ve meydana getirdigi hasarlari onlemek ve
detoksifiye etmek igin viicutta savunma gorevi yapan maddelerdir. Hiicre, onleyici
mekanizmalar1, onarim mekanizmalari, fiziksel savunmalari ve antioksidan savunmalari ile
asir1 serbest radikallere karsi savunma iiretir. Antioksidanlar, tekli serbest radikallerle
reaksiyona girerek, kendi elektronlarindan birini verir ve serbest radikalleri notralize ederler.
Boylelikle hiicre ve doku hasarlarini dnlerler (Karabulut ve Giilay, 2016; S. Sen ve digerleri,
2010).

Viicut, dogal olarak yerinde iiretilen (endojen antioksidanlar) veya disaridan gidalar yoluyla
saglanan (eksojen antioksidanlar) antioksidanlar iireterek oksidatif strese kars1 koymak icin

cesitli mekanizmalara sahiptir (Pham-Huy ve digerleri, 2008).

Antioksidan smiflandirmasi

Hiicrelerdeki endojen bilesikler, enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan
antioksidanlar olarak siniflandirilabilir: ROT ve RNT nétralizasyonunda dogrudan yer alan
basglica antioksidan enzimler sunlardir: siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPx) ve glutatyon rediiktaz (GRx) (Willcox ve digerleri, 2004). Serbest
radikallere kars1 ilk savunma hatt1 olan SOD, indirgeme yoluyla siiperoksit anyon radikalinin
hidrojen peroksite dismutasyonunu katalize etmektedir. Olusan hidrojen peroksit, CAT veya
GPx tarafindan su ve oksijene doniistiiriiliir.  GPx enzimi hidrojen peroksiti uzaklastirir
indirgenmis glutatyonu (GSH) oksitlenmis glutatyona (GSSG) oksitlemek i¢in kullanir. Bir
flavoprotein enzimi olan glutatyon rediiktaz, indirgeme giicii kaynagi olarak NADPH ile
GSSG'den GSH'yi yeniden olusturmaktadir. (Bahorun ve digerleri, 2006).

Enzimatik olmayan antioksidanlar ayrica metabolik antioksidanlar ve besleyici
antioksidanlar olarak ikiye ayrilmaktadir.  Endojen antioksidanlara ait metabolik
antioksidanlar, lipoid asit, glutatyon, L-ariginin, koenzim QZ10, melatonin, irik asit,
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bilirubin, metal selatlayici proteinler, transferrin vb. gibi viicutta metabolizma tarafindan
uretilmektedir (Droge, 2002; Willcox ve digerleri, 2004). Eksojen antioksidanlara ait
besleyici antioksidanlar, viicutta tiretilemeyen ve besinlerle veya takviyelerle alinmasi
gereken E vitamini, C vitamini, karotenoidler, eser metaller (selenyum, manganez, ¢inko),

flavonoidler, omega- 3 ve omega-6 yag asitleridir (Pham-Huy ve digerleri, 2008) (Sekil 2.8).

Enzimatik Olmayan ‘
Antioksidanlar

’ Enzimatik Antioksidanlar ‘ ‘

‘/ Superoksit ‘ ‘ Metabolik ‘

Dismutaz (SOD) Antioksidanlar ‘ Besleyici Antioksidanlar ‘

( ) ‘ Lipoid Asit ‘ ‘ E Vitamini ‘
‘ Katalaz (CAT) ‘ \ ) \ J
‘ Glutatyon ‘ ‘ C Vitamini ‘
" Glutatyon ‘ ) -
| Peroksidaz (GPx) ‘ L- Arginin ‘ ‘ Karotenoid ‘
Glutatyon Rediiktaz ‘ ‘ Koenzim Q10 ‘ ‘ Eser Elementler ‘
(GRx) / L J
‘ Melatonin ‘ ‘ Omega 3 ‘

\ J Omega 6
‘\ Urik Asit ‘ ‘ Flavonoidler ‘

‘/ Metal Selatlayic ‘
Proteinler

Sekil 2.8. Antioksidanlar siniflandirilmasi

Bir antioksidan bir serbest radikali yok ettiginde, bu antioksidanin kendisi okside olur. Bu
nedenle, antioksidan kaynaklarin viicutta siirekli olarak yenilenmesi gerekmektedir. Belirli
bir sistemde bir antioksidan serbest radikallere kars1 etkiliyken, diger sistemlerde ayni
antioksidan etkisiz hale gelebilir. Ayrica, belirli durumlarda, bir antioksidan bir pro-oksidan
gibi davranabilir, 6rnegin toksik ROT/RNT iiretebilir(Young, 2001).

Antioksidan siire¢ iki yoldan biriyle isleyebilir: zincir kirma veya 6nleme. Zincir kirilmasi
icin, bir radikal bir elektronu serbest biraktiginda veya c¢aldiginda, ikinci bir radikal olusur.
Sonrasinda, baska bir molekiil izerinde ayn1 eylemi uygular ve olusan serbest radikal zincir
kiricr bir antioksidan (C, E vitamini, karotenoidler vb.) tarafindan stabilize edilene veya
basitge zararsiz bir tiriine par¢alanana kadar devam eder. Boyle bir zincir reaksiyonun klasik
ornegi lipid peroksidasyonudur. Onleyici bir sekilde, siiperoksit dismutaz, katalaz ve

glutatyon peroksidaz gibi bir antioksidan enzim, baslatic1 serbest radikalleri temizleyerek
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veya bakir ve demir gibi gecis metali radikallerini stabilize ederek zincir baslatma hizin
azaltarak oksidasyonu onleyebilir (Sekil 2.9) (Young, 2001).

Enzim Antioksidanlari

» Siiperoksit dismutazlar
o Katalaz!  mremmmmcssnsnmstanes
* Glutatyon peroksidazi

Zincir Kiran Antioksidanlar

* Dogrudan serbest radikalleri temizler
* Siiplirme iglemi sirasinda tiiketilen

Lipid fazi Sulufaz

* Tokoferoller * Askorbat

* Ubikinol + Ure

* Karotenoidler ¢ Glutatyonve
* Flavonoidler diger tiyoller

Onarim mekanizmalari
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05", H;0;

Gegig
metalleri

Fez*, cu’

Doku hasari

Metal Baglayici

_ Proteinler

¢ Transferin
* Ferritin
« Laktoferin

Sekil 2.9. Antioksidan siire¢ (Young, 2001)

2.3.3. Reaktif oksijen tiirleri ve yara iyilesmesi

Yara iyilesmesinde redoks sinyallerinin temelini olusturan ROT, yara iyilesmesini etkileyen

en onemli faktorlerden biridir. ROT, yara iyilesme siireglerinin bir¢ok asamasinda ¢ok

onemli diizenleyicilerdir(Schafer ve Werner, 2008). ROT, yara iyilesmesi, hiicrelerin gogii

ve ¢ogalmasi, skar dokusunun patojenlerden temizlenmesi ve skar dokusunun kapanmasi

sirasinda hiicre i¢i sinyallesmede yer alir. ROT'un bu olumlu etkilerine ek olarak yara

bolgesindeki yiiksek ROT konsantrasyonu oksidatif stres olusumuna neden olarak ciddi

hiicre hasari, erken yaslanma ve hatta neoplastik transformasyona neden olur. Bu, iyilesme

stirecini etkiler ve genellikle iyilesmeyen kronik yaralara yol agar (Chandan K. Sen, 2009).

ROT yara iyilesme asamalarinin tiimiinde 6nemli role sahiptir. Hemostaz asamasinda

trombositler tarafindan tiretilen ROT ikincil haberciler olarak gorev almaktadir (C. K. Sen
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ve Roy, 2008). Yara bolgesinde istilact patojenlere karst savunmada, nétrofiller ve
makrofajlar, yara bolgesini mikrobiyal kontaminasyondan korumak icin biiyiik miktarda
stiperoksit radikal anyonu iiretirler bu olay dogustan gelen bagisiklik sisteminin bir
pargasidir ve “solunum patlamasi1” olarak ifade edilmektedir. Hiicrelerin plazma zarinda
bulunan nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (NAPH), NADPH aktivasyonu ile hiicreler
yiiksek derecede siiperoksit radikal anyon tiretirler. Olusan siiperoksit radikal anyonlari hizli
bir reaksiyon ile SODIar tarafindan hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene pargalanir. H,O>
radikal grup igerisinde yer almamasina karsin demir veya bakir iyonlarinin varliginda
hidroksil radikallerinin tiretilmesinde rol oynar ve bu durum ciddi hiicre hasarlarina yol acar.
(Fenton reaksiyonu). Hidroksil radikalleri oldukga agresiftir ve hiicresel makromolekiillerin
oksidasyonu ile sonuglanir (Smith ve digerleri, 2017). Bu nedenle, yaralarda tiretilen ROT,
stiperoksit dismutazlar, peroksidazlar gibi ROT tutucu enzimler ve ayrica E vitamini ve
glutatyon gibi kiigiik molekiillii antioksidanlar tarafindan detoksifiye edilirler (Zinkevich ve
Gutterman, 2011). Detoksifiye edilemedigi taktirde artan ROT seviyeleri, iyilesmenin

inflamasyon fazinda kalmasina neden olmaktadir (Fitzmaurice ve digerleri, 2011).

Proliferasyon fazinin tiim kilit noktalarinda gérev alan ROT, fibroblast aktivasyonun bir
diger uyaricisi ise biiylime faktorlerinin salgilanmasinda da sorumludur. ROT, fibroblast
proliferasyonunu ve gogiinii tesvik ederek kollajen ve fibronektin gibi hiicre dis1 matriks
elemanlarinin tiretimine aracilik eder (Gorlach, 2005). Yara dokusundaki konsantrasyonun
artmasi ile yara iyilesmesini engellemektedir. Oksidatif stres fibroblastlarda siddetli hasarlar
olusturur, bu durum yara iyilesmesinde kollajen fibrillerin yapimini azaltir. Fibroblastlar
ROT a kars1 ¢ok hassas oldugundan dolay1 yiiksek konsantrasyonlarda ROT bulunan
ortamlarda, fibroblastlarin sayilari azalir ve buna bagh olarak kollajen igerigi azalir
(Kaltalioglu ve Coskun-Cevher, 2015). ROT, yeniden sekillenmede gorev almaktadir. Yara
bolgesinde artan ROT konsantrasyonu ile, skar dokularinin proinflamatuar sitokinlere uzun
stire maruz kalmasit MMP firetimi artirmaktadir. Artan MMP seviyesi ECM yikimini artirir
ve yaranin kapanmasini engelleyerek iyilesmeyen yaralara neden olur (Trengove ve
digerleri, 1999).

ROT’un olumlu etkilerinin yan1 sira, yara bolgesindeki yiiksek ROT konsantrasyonu,
bozulmus detoksifikasyon dolay1 oksidatif strese neden olmaktadir. Bu durum yara iyilesme
slirecini arttirmakta, iyilesmeyen yaralarin olusmasma yol agmaktadir. Yara iyilesme

sliresinin gecikmesi veya iyilesmeyen yaralarin olugmasi insan hayatint olumuz yonde
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etkilemektedir. Bu baglamda, yara iyilesmesinin normal onarim siirecinin ger¢eklesmesi i¢in
ROT iiretiminin ve detoksifikasyonunun siki bir sekilde denetlenmesi gerekmektedir (Alver
ve digerleri, 2021).

2.4. Matriks Metalloproteinazlar

Matriks metalloproteinazlar, nétr pH'ta hiicre dis1 matris ve bazal membran proteinlerini
toplu olarak pargalayabilen kalsiyum bagimli ¢inko igeren endopeptidazlar ailesinin bir
tyesidir (Wall ve digerleri, 2002). Cinko boélgesinde korunan ti¢ histidinin yani sira aktif
bolgenin altinda korunmus bir metiyoninden olusurlar. MMP’ler hem hiicre-hiicre hem de
hiicre-hiicre dis1 matris etkilesimlerinin diizenlenmesinin kilit molekiilleri olarak kabul

edilmektedir.

Su anda insan viicudunda bulunmasi1 muhtemel 24 bilinen MMP vardir (Abou-El-Hassan ve
digerleri, 2020). ECM genel olarak hiicre yapismasi, hiicre gocii ve doku yeniden
sekillenmesi dahil olmak tizere yara iyilesmesi siirecindeki tiim hiicresel tepkileri tesvik
etmektedir. ECM igindeki tiim hasarl proteinlerin ve hiicrelerin ¢ikarilmasi, MMP'lerin ana
gorevidir. Substrat o6zgiilliiklerine dayali MMP ailesi, kolajenazlar, jelatinazlar,
stromelisinler, membran tipi metalloproteinazlar, matrilisinler ve digerleri olmak iizere 6
gruba ayrilmaktadirlar (Sekil 2.10) (Steffensen ve digerleri, 2001).
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Kolajenazlar MMP-1
MMP-8
MMP-13

Jelatinazlar MMP-2
MMP-9

Stromelisinler MMP-3
MMP-10
MMP-11
MMP-12

Matrilisinler MMP-7
MMP-26

Memran tipi MMP MMP-14
MMP-15
MMP-16
MMP-17
MMP-24
MMP-25
MMP-23

Digerleri MMP-18
MMP-19
MMP-20
MMP-21
MMP-22
MMP-27
MMP-28

Sekil 2.10. Matriks metalloproteinazlarin siniflandirilmasi (Steffensen ve digerleri, 2001)

Doku inhibitorleri (TIMP) dort farkls alt tipi bulunmaktadir; TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 ve
TIMP-4. TIMP'ler, MMP'lerin alternatif veya aktif bolgelerine baglanir ve afinite seviyeleri
farkli olabilse de, tim MMP'leri inhibe etme yetenegine sahiptirler (Yadav ve digerleri,
2014).

2.4.1. Matriks metalloproteinazlar ve yara iyilesmesi

Yara iyilesmesinin saglikli ilerlemesi i¢cin ECM'nin verimli bir sekilde yeniden
modellenmesi  gerekmektedir. ECM i¢inde, matriks proteinlerinin ve bunlarin
inhibitorlerinin dengesizligi, matriksin bozulmasma neden olmakta ve hastalik geligsimine

dahil olan gesitli gruplarda dagitilan proteolitik enzimlerle iligkilidir (Overall ve Lopez-Otin,
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2002). Matriks proteinleri ve bunlarin inhibitorleri arasindaki dengesizlik, biiytime faktorii
ve TIMP seviyelerini diisiirmektedir. Ayrica proteazlarin ve MMP'lerin, 6zellikle MMP-1,
MMP-2, MMP-8 ve MMP-9'un ve proinflamatuar sitokinlerin seviyesini artirmaktadir. Bu
dengesizlige neden olan diyabet ve diger vaskiiler komplikasyonlar anormal yara iyilesmesi

kosullari ile yakindan iligkilidir (Gharagozlian ve digerleri, 2009).

Yara iyilesmesinin ilerlemesi i¢in ECM'nin uygun sekilde yeniden modellenmesi
gerekmektedir. MMP'ler gibi endopeptidazlar bu yeniden bigimlendirme siirecine katkida
bulunmaktadir. MMP etkilesimleri, yara iyilesmesinin tiim asamalarinda aktif rol
oynamaktadir. Inflamatuar faz sirasinda, hasarli proteinleri uzaklastirma ve gegici bir ECM
olusturma yetenegine sahiptirler (Levi ve digerleri, 1996). Proliferasyon asamasi olan ikinci
asamada, kilcal bazal zarin bozulmasina yardimci olurlar. MMP'ler ayrica yara iyilesmesi

sirasinda anjiyogenezi de tesvik etmektedir.

Kronik yaralarda, akut yaralara kiyasla MMP'lerin ve TIMP'lerin ekspresyonunu karakterize
eden bir dizi ¢alisma yapilmistir. Kronik yaralarin yiiksek kolajenolitik aktiviteye, yiiksek
jelatinaz ve stromelisin seviyelerine ve TIMPS diisiik ekspresyonuna sahip oldugu
gosterilmistir (Trengove ve digerleri, 1999; Yager ve digerleri, 1996). Kronik yaralarindan
tiretilen fibroblastlarla ilgili galismalarda, kronik yara fibroblastlar1 tarafindan artan TIMP-
1 ve TIMP-2 iiretiminden kaynaklanan azalmis MMP-2 aktivitesi seviyeleri de dikkat
¢cekmektedir (Cook ve digerleri, 2000). Tim bu caligmalar, normal yara onariminin
ilerlemesi i¢in MMP/TIMP dengesinin 6nemine isaret etmekte ve gelecekteki yara

iyilestirme terapilerinin MMP ekspresyon modiilatorlerini icerebilecegini gostermektedir.
2.5. Polifenoller ve Yara lyilesmesi

Polifenoller, aromatik halkalara bagli ¢cok sayida hidroksil grubuna sahip, dogal olarak
olusan bilesiklerin bir sinifidir(Balasundram ve digerleri, 2006). Fenolik bilesikler,
bitkilerde pentoz fosfat, sikimat ve fenilpropanoid yolaklarinin tiirevleri olan ikincil
metabolitlerdir. Flavonoid ve flavonoid olmayan bilesiklere ayrilirlar. Flavonoidler,
flavonoller, flavonlar, flavanonlar, flavan-3-oller, izoflavonlar ve antosiyanidinlerden
olusmaktadir. Flavonoid olmayan metabolitler arasinda fenolik asitler, lignanlar, stilbenler,
tanenler ve ligninler bulunur(Arct ve Pytkowska, 2008). Fenolik bilesikler, anti-alerjenik,
anti-arterojenik,  anti-inflamatuar,  anti-mikrobiyal,  antioksidan,  anti-trombotik,
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kardiyoprotektif ve damar genisletici etkiler gibi ¢ok g¢esitli fizyolojik ozellikler
sergilemektedir (Balasundram ve digerleri, 2006; Manach ve digerleri, 2005; Middleton ve
digerleri, 2000).

Polifenoller, Tip 2 diyabet, obezite ve metabolik sendrom gibi hastaliklarin tedavisi i¢in
biiyiik bir potansiyele sahip, genis ve ¢esitli biyolojik 6zellikler sergilemektedir(Carrera-
Quintanar ve digerleri, 2018). Ayrica yaslanma, Alzheimer, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
kanser calismalarinda da kullanildiklar1 bildirilmistir(Cipolletti ve digerleri, 2018; Ma ve
digerleri, 2014). Polifenollerin en yaygin o6zellikleri olan antioksidan, anti-inflamatuar ve
antimikrobiyal, bunlarin yaralar ve yaniklar gibi ¢esitli cilt hasarlarinin tedavisinde
kullanilabilecegini gostermektedir(Guimardes ve digerleri, 2021; Mahata ve digerleri,
2018).

2.5.1. Elajik asit

Elajik asit (EA), 350°C'lik bir erime noktasina, 302.19 g/mol'liikk bir molekiiler agirliga
sahip, suda hemen hemen ¢6ziinmez ve alkolde idareli bir sekilde ¢oziinen termostabil bir
molekiildiir(Bala ve digerleri, 2006). Kimyasal acidan Elajik asit, C14H608; 3,7,8-
tetrahidroksi-benzopiran5,4,3-cdebenzopiran-5,10-dion olarak tanimlanir. Elajik asit, dogal
olarak birgok meyve (nar, bogiirtlen, ahududu), findik, ceviz, badem ve bazi agag tiirlerinin
odun ve kabuklarinda bulunan ikincil metabolit olarak olusan biyoaktif bir polifenolik
bilesiktir (Derosa ve digerleri, 2016). Yapisal olarak Elajik asit , dimerik bir gallik asit tiirevi
olan hekzahidroksidifenik asidin (HHDP) bir dilaktonudur ve esas olarak yaygin bir ikincil
metabolitler grubu olan ellagitanninlerin hidrolizi ile tretilmektedir (Sharifi-Rad ve
digerleri, 2022).

Elajik asitte iki grup lakton ve dort hidroksil grup bulunur (Sekil 2.11). Elajik asit’in sahip
olmus oldugu hidroksil gruptan dolay1 antioksidan ozellige sahiptir. Elajik asit bu
ozelliginden dolayi ayrica lipit peroksidasyonu inhibe eder ve doku hasarini oksidatif strese
karst korur(Primarizky ve digerleri, 2017). Al-Obaidi ve ark.(2014) yapmis olduklar
calismada Elajik asit’in siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) antioksidan
parametrelerini arttirdigini, MDA seviyesini ise azaltarak dokuyu oksidatif stresten
korudugunu gostermistir (Al-Obaidi ve digerleri, 2014). Ayrica Elajik asit endotelyal ROT
seviyesini azaltmaktadir. Elajik asit antioksidan etki ile diyabetik kosullar altinda vaskiiler
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koruma etkisi oldugu bilinmektedir (Rozentsvit ve digerleri, 2017). Elajik asit’in iyilesme
slirecini hizlandiran PDGF ve VEGF ekspresyonunu arttirdigi bilinmektedir (Labrecque ve
digerleri, 2005). Elajik asit MMP-2, MMP-9 ekspresyon seviyelerini kademeli olarak
azaltarak, hiicre proliferasyon ve gociinii diizenlemeye yardimer olmaktadir (Yeye Wang ve
digerleri, 2019).

Sekil 2.11. Elajik asit kimyasal yapis1 (Derosa ve digerleri, 2016)

Son yillarda EA, belirgin antioksidan(Devipriya ve digerleri, 2007; Priyadarsini ve digerleri,
2002), anti-inflamatuar(Gil ve digerleri, 2021; Rogerio ve digerleri, 2006) ve antiproliferatif
ozellikleri(Duan ve digerleri, 2020; Yizi Wang ve digerleri, 2019) ve terapétik potansiyeli
nedeniyle biiyiik ilgi gormektedir. Cok sayida ¢aligma, EA'nin kardiyovaskiiler (Larrosa ve
digerleri, 2010) ve norodejeneratif hastaliklar (Jha ve digerleri, 2018; Kiasalari ve digerleri,
2017) , diyabet(Malini ve digerleri, 2011) ve kanser(Liu ve digerleri, 2017; Yizi Wang ve
digerleri, 2019) dahil olmak iizere kronik bozukluklarin ilerlemesini 6nlemek, hafifletmek
veya ilerlemesini yavaslatmak i¢in bir dizi hiicresel sinyal yollarinin diizenlenmesinde rol
oynayabilecegini gostermistir. Bu bilesigin ayrica, cilt koruyucu (Bae ve digerleri, 2010;
Ortiz-Ruiz ve digerleri, 2016), yara iyilestirici (Mo ve digerleri, 2014; Primarizky ve
digerleri, 2017) etkileri de bulunmaktadir.

2.5.2. Karnosik asit

Karnosik asit (CA), biberiye (Rosmarinus officinalis ) ve yalanci salvia (Salvia officinalis)
gibi Lamiaceae familyasinin bitki tiirlerinde bulunan labdan tipi bir diterpendir (Birti¢, 2015)
(Sekil 2.12). Yagda ¢oziinen bilesik, yiyecek ve igecek, kisisel bakim, beslenme ve saglik
alanlarinda bir¢ok endiistriyel uygulamaya yol agan yiiksek antioksidan kapasiteleriyle

taninmaktadir (Birti¢, 2015). Karnosik asit yiiksek antioksidan o6zellige sahiptir ve bu
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ozelligi bir katekol parcasinin varligindan kaynaklanmaktadir (Loussouarn ve digerleri,
2017). Karnosik asit ayrica hidroksil ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikallerinin
temizleyicisi olarak tarif edilmistir (Luis ve Johnson, 2005). Karnosik asidin potansiyel
antioksidan aktivitesi iyi belgelenmis olsa da tam etki mekanizmasi kapsamli bir sekilde

caligilmamastir.

OH

Sekil 2.12. Karnosik asit kimyasal yapis1 (Bahri ve digerleri, 2016)

Karnosik asit ROT’a kars: yiiksek reaktivite gostermektedir. Ayrica lipit bilesenlerini de
oksidasyondan korumaktadir. Ozellikle mikrozomal ve lipozomal sistemlerde giiclii bir lipid
peroksidasyon inhibitoridiir (Yu ve digerleri, 2008). Lipit peroksidasyonunu engelleyerek
dokuyu oksidatif strese kars1 korur ve bunun yani sira Karnosik asit niikleer faktor-eritroid
2 (Nrf2) indiikleyerek ve NF-kB sinyal yolunu baskilayarak oksidatif stresi zayiflatir ve
proinflamatuar sitokinlerin salinimin1 engelleyerek anti-inflamatuar etki gosterir (Das ve
digerleri, 2018; Sahu ve digerleri, 2011). Karnosik asit MMP -9, MMP-2 ve iirokinaz
plazminojen aktivatorii (uPa) salinimini azaltarak (ECM) degradasyonunu 6nlemektedir
(Barni ve digerleri, 2012).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismalar igin gerekli etil kurul izini Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan
(G.U. ET-20.012) alinarak calismalara baslandi. Deney hayvanlarmin temini ve ¢alismalari
Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi
(GUDAM) laboratuvarinda gerceklestirildi. Deneylerde GUDAM’dan saglanan 54 adet
yetiskin Wistar albino irki disi rat (200-250 g) kullanildi. Hayvanlarin beslenme diizeni hem
deney oncesi hem de sonrasinda serbest yem ve su olarak ayarlandi. Hayvanlar deney
stiresince tek tek kafeslerde, giin 15181 dongiisii paralelinde aydinlanan ortamda bakildi.
Deney sonunda alinan doku o6rneklerinin analizleri Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi,

Fizyoloji-Biyokimya arastirma laboratuvarinda gergeklestirildi.
3.1. Elajik asit ve Karnosik asit jel formiilasyonun hazirlanmasi

Elajik asit ve Karnosik asit iceren jel formiilasyonu Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali laboratuvarlarinda hazirlandi. Topikal jel hazirlanirken
%2 oraninda Carbopol 974P kullanildi. Karnosik asit igeren 98 g distile suda disperse
edilerek 800 rpm’de 60 dakika karistirildi. Bu karigimin {izerine %10 NaOH ¢6zeltisi damla
damla ilave edilerek transparan jel olusmasi saglandi. Bu NaOH ¢ozeltisi Elajik asit
icermektedir ¢linkii Elajik asit’in ¢oziintirligii NaOH ile artmaktadir ve pH’ya baglhidir.(Kim
ve digerleri, 2010) Elajik asit ve Karnosik asit dozu 10 mg/kg olacak sekilde ayarlandi. Jelde
olusan hava kabarciklarinin ¢ikmasi i¢in +4 °C’de 24 saat bekletildikten sonar UV altinda

sterilize edilerek topikal in vivo uygulama i¢in hazir hale getirildi.

Elajik asit ve Karnosik asit igeren jel formiilasyonu ince bir tabaka halinde petri kabina
serildi ve laminar akis kabininde (Euroflow Class IlA, Clean Air Techniek, Holland) UV
lambasi (254 nm) altinda 2 saat sterilize edildi. Ayrica hazirlanan jel formiilasyonunun tiim
farmasotik  karakterizasyon ¢alismalar1  sterilizasyon isleminden Once ve sonra

degerlendirildi (viskozite, akis, pH, yapi1 profil analizi vb).
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3.2. Diyabet Modelinin Olusturulmasi

Diyabet modeli olusturmak tizere STZ (S0130, Sigma) 0.1 M sitrat buffer (pH 4.5)
tamponunda ¢ozdiriilerek, biitiin gruplardaki deney hayvanlarina 60 mg/kg dozda

intraperitoneal olarak uygulandi (Sekil 3.1.a).

Kan glukoz seviyeleri uygulamadan bir hafta sonra glikometre ile olgiilerek kan glukoz
diizeyleri 250 mg/dL’nin iizeri olan hayvanlar diyabetli olarak kabul edilerek caligmaya
alindi. Diyabete kars1 direngli hayvanlara karsin ikinci bir doz halinde STZ uygulamasi
yapilarak diyabetik hale getirildi.

3.3. Yara Modelinin Olusturulmasi

Uygulama oncesi deney hayvanlarinin agirliklart standart terazi ile tartilarak belirlendi.
Agirliklarina gore intramiiskiiler olarak ketamin (Alfamanine 50mg/kg) ve ksilazin
(Alfazyne 5mg/kg) enjekte edilerek genel anestezi saglandi.

Deney hayvanlarinin infeksiyon olmamasi i¢in yara olusturmadan 6nce hayvanlarin dorsal
bolgelerine batikon uygulandi. Tiim hayvanlarin dorsal bolgesinde omurganin her iki

yaninda birbirine paralel olacak sekilde 6 mm punch biyopsi (Acu-Punch, Acuderm, USA)

ile 6 adet tek tip tam kat eksizyonel yara olusturuldu (Resim 3.1.).

Resim 3.1. Yara modelinin olusturulmasi (a) 6-mm punch biyopsi (b) yara modelinin
olusturulmasi
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3.4. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Her grupta 6 adet olmak tizere 9 ayr1 deney grubu olusturuldu ve gruplara asagidaki islemler

uygulanda.

Cizelge 3.1. Deney Gruplari

GRUPLAR UYGULAMALAR

Olusturulan gruplarin degerlerini kiyaslamak iizere sadece
KONTROL GRUP STZ ile diyabet yapilan kontrol grubu (n=6).
3 GUNLUK TEDAVISiz STZ ile diyabetik yapildiktan sonra yara olusturuldu ve
GRUP iyilesmenin 3. giinii feda edilen tedavisiz grup (n=6)
7 GUNLUK TEDAVISiZ STZ ile diyabetik yapildiktan sonra yara olusturuldu ve
GRUP iyilesmenin 7. giinii feda edilen tedavisiz grup (n=6)

S STZ ile diyabetik yapildiktan sonra yara olusturulan ve %2

3 GUNLUK CARBOPOL oraninda garbopoly9r;4P ile topikalyolarak iedavi edilerek
TEDAVILI GRUP .. . Y . _

iyilesmenin 3.giinii feda edilen grup (n=6)

o STZ ile diyabetik yapildiktan sonra yara olusturulan ve %2

7 GUNLUK CARBOPOL oraninda Carbopol 974P ile topikal olarak tedavi edilerek
TEDAVILI GRUP .. . . .

iyilesmenin 7.giinti feda edilen grup (n=6)

STZ ile diyabetik yapildiktan sonra yara olusturulan ve %2
3 GUNLUK TOPIKAL oraninda Carbopol 974P icerisinde EA ve CA ile topikal
TEDAVILI GRUP olarak tedavi edilerek iyilesmenin 3.giinii feda edilen grup

(n=6)

STZ ile diyabetik yapildiktan sonra yara olusturulan ve %2
7 GUNLUK TOPIKAL oraninda Carbopol 974P icerisinde EA ve CA ile topikal
TEDAVILiI GRUP olarak tedavi edilerek iyilesmenin 7.giinii feda edilen grup

(n=6)

STZ ile diyabetik yapildiktan sonra yara olusturulan ve EA ve
CA ile oral gavaj yolu ile tedavi edilerek iyilesmenin 3.giinii
feda edilen grup (n=6)
STZ ile diyabetik yapildiktan sonra yara olusturulan ve EA ve
CA ile oral gavaj yolu ile tedavi edilerek iyilesmenin 7.giinii
feda edilen grup (n=6)

3 GUNLUK ORAL- GAVAJ
TEDAVILI GRUP

7 GUNLUK ORAL- GAVAJ
TEDAVILI GRUP

3.5. Tedavi

Topikal ve oral gavaj tedavi gruplart olarak ayrilan gruplara uygulamalar her giin 10:00-
10:30 saatleri arasinda ve ayni kosullarda gerceklestirildi. Topikal tedavili gruplara %2
oraninda Carbopol 974P igerisinde Elajik asit ve Karnosik asit igeren jel formiilasyonu yara
bolgesine giinliik 10 mg/kg dozunda olacak sekilde topikal olarak uygulandi. Oral gavaj
tedavili gruplara, distile su i¢erisinde hazirlanan Elajik asit ve Karnosik asit giinliik 10 mg/kg
olarak gavaj enjeksiyonu ile uygulandi (Sekil 3.1.c).
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-

Streptozotosin
Intraperitonel enjeksiyvon

Diyabetik Rat

Oral-gavaj Uygulama Topikal Uygulama

Punch yara olusumu

Sekil 3.1. a. Diyabet modelinin olusturulmasi; b. Yara modelinin olusturulmasi; c. Tedavi
(BioRender, 2021)

3.6. Biyokimyasal Parametrelerin Tayini

Alman yara dokusu orneklerinde spektrofotometrik olarak giinlere bagli degisen MDA,
GSH, NOx, MMP-2 ve MMP-9 diizeyleri belirlendi.

3.6.1. Dokuda MDA tayini

Yara dokularinda MDA diizeylerinin belirlenmesinde Buege ve Aust’un yontemi modifiye
edilerek kullanildi. Yara dokusu ilk olarak tartilarak 150 mM potasyum kloriir (KCI) (1:9)
icerisinde homojenize edildi. Elde edilen homojenat numunelerinde proteini ¢okeltmek
(deproteinize) igin soguk %15 TCA ile karistirildi. Homojenat yeniden santrifiij edilerek
olusan siipernatant alindi. Silipernatant iizerine %0,67 TBA ve %1 BHT (%95 Ethanol)
eklenerek benmari usulii 10 dakika kaynar su banyosunda reaksiyona sokuldu. Sogutma
islemi yapilarak, absorbans 535 nm'de spektrofotometrik olarak okuma gerceklestirildi. Elde
edilen verilerde doku MDA konsantrasyonu nmol/g doku olarak hesaplandi. (Buege ve Aust,
1978).

3.6.2. Dokuda GSH tayini

Yara dokularinda glutatyon seviyelerinin belirlenmesinde modifiye Ellman metodu

kullanildi. Yara dokusu tartilarak 150 mM KCI (1:9) igerisinde homojenize edildi.
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Deproteinizasyon islemi icin, homojenat reaktif karisimiyla (meta-fosforik asit /
etilendiamintetraasetik asit / sodyum Kklorid) ile reaksiyona sokuldu. Santrifiij islemi
gerceklestirildikten sonra 0,5 ml siipernatan alinarak 2 mL 0.3 M disodyum hidrojen fosfat
ve 0.2 mL soliisyon dithiobisnitrobenzoate (0,4 mg/mL %1 sodyum sitrat) ilave edildi ve
oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edildikten sonra absorbans 412 nm’de spektrofotometrik
olarak olgiildii. Elde edilen verilerde yara dokularindaki GSH konsantrasyonu pmol/g doku

olarak hesaplandi.(Aykac ve digerleri, 1985)

3.6.3. Dokuda NOXx tayini

Yara dokularinda NOx diizeylerinin belirlenmesinde Griess yontemi kullanildi. Tartilan
dokulara 0,1 M sodyum fosfat tamponu (pH:7) ile (1:9) eklenerek homojenize edildi.
Homojenat 3500 rpm” de 15 dakika santrifiij edildi. Sonrasinda elde edilen siipernatandan
alinarak, ortamdaki nitrat1 nitrite indirgemek amaciyla esit miktarda VVCI3 eklendi ve 37 °C’
de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi numunelere, esit miktarlarda
karistirilmis olan Griess I+11 reaktifleri ve sodyum fosfat tamponu eklendi. 37 °C’ de 10
dakika inkiibasyondan sonra numunelerin absorbanslart 540 nm de spektrofotometrede
oOlglildii. Elde edilen verilerde yara dokularindaki NOx konsantrasyonu umol/L olarak
hesaplandi.(Miranda ve digerleri, 2001)

3.6.4. Dokuda MMP-2 tayini

Dokuda MMP-2 tayini ELISA yontemi ile ¢alisildi. Yara dokular tartilarak, lizis tamponu
(1:50) ile homojenize edildi. Homojenatlar 3000 g 5 dakika santrifiij edilerek siipernatanlar,
calisma kapsaminda hizmet alimi yapilarak Cloud-Clone (Uscn) Matrix Metalloproteinase
2 (MMP2) Rat ELISA Kit ile ¢alisildi. Doku MMP-2 diizeyleri ng/ml olarak hesaplandi.

3.6.5. Dokuda MMP-9 tayini

Dokuda MMP-9 tayini ELISA yontemi ile ¢alisildi. Yara dokular tartilarak, lizis tamponu
(1:50) ile homojenize edildi. Homojenatlar 3000 g 5 dakika santrifiij edilerek siipernatanlar,
caligma kapsaminda hizmet alimi yapilarak Cloud-Clone (Uscn) Matrix Metalloproteinase
9 (MMP 9) Rat ELISA Kit ile ¢alisildi. Doku MMP-9 diizeyleri ng/ml olarak hesaplandi.
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3.7. Istatistiksel Analizlerin Degerlendirilmesi

Elde edilen tim verilerin istatistiksel analizlerinde ve grafiklerin ¢izilmesinde Graphpad
Prism 8.4.2. programi kullanilmistir. Sonuglar ortalama deger + standart sapma (£SD) olarak
verilmistir. Gruplar arasindaki karsilastirma ve deneylerin giinler arasi tekrarlarinin
karsilastirilmasi tek yonlii ANOVA ve ardindan Post-Hoc Tukey testi ile gergeklestirilmistir.

p < 0,05 degerleri anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Alman yara dokularinda yapilan biyokimyasal tayinlerin sonucu belirlenen MDA, GSH,
NOx, MMP-2 ve MMP-9 seviyeleri Cizelge 4.1 ve 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Elajik asit ve Karnosik asit uygulamalarinin yara dokusundaki MDA, GSH,

NOXx diizeylerine etkisi
MDA Degerleri GSH Degerleri NOXx Degerleri

GRUPLAR (nmol/g) (pmol/g) (umol/L)
Kontrol Grup (n=6) 27,94 + 2,90 2,84+ 0,24 19,14 + 0,51
3 Gunlilk Tedavisiz 1553+ 1,32" 1,17+0,23" 31,00 + 592"
Grup(n=6)
7 Gunlik Tedavisiz 19,03+ 0,95" 2,2140,47 8 23,10 + 2,85°
Grup(n=6)
3 Giinliik Carbopol «ab a < ab
Tedavili Grup(n=6) 22,32 +1,84 2,48 +£0,11 14,37 £ 1,50
7 Giinliik Carbopol “ab a ab
Tedavili Grup(n=6) 23,04 + 0,55 2,46 +£0,06 16 +1,13
3 Gunliik TOpIkal 13,68 + 1'92*, b,cd 2,92 + 0,72a, b 13,62 + 0170*, a,b

Tedavili Grup(n=6)
7 Gunlik Topikal
Tedavili Grup(n=6)
3 Giinliik Oral- Gavaj
Tedavili Grup(n=6)
7 Giinliik Oral Gavaj
Tedavili Grup(n=6)
*: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda (p <0,05)
a: 3 Giinliik Tedavisiz Grup ile kiyaslandiginda (p <0,05)
b: 7 Giinliik Tedavisiz Grup ile kiyaslandiginda (p<0,05)
¢: 3 Gunliik Karbopol Tedavili Grup ile kiyaslandiginda (p <0,05)
d: 7 Guinliik Karbopol Tedavili Grup ile kiyaslandiginda (p <0,05)
e: 3 Giinliikk Topikal Tedavili Grup ile kiyaslandiginda (p <0,05)

14,84 + 0,26 b..d 1,20 £0,20%b.cde 5,92+1,11%abcde

16,28 + 1,93 ¢ ¢ 0,92 +0,20™b-c:de 17,91+ 0,712

14,64 +0,98" b.©:d 1,01+0,09%b e de 4,81+1,68" b cde

4.1. Yara Dokusu MDA Diizeyleri

Kontrol grubu tim gruplar kiyaslandiginda, tedavisiz ve tedavili gruplarin MDA
diizeylerinde anlamli diisiis gozlemlenmistir (p<0.05). Karbopol uygulanan gruplarin
tedavisiz ve tedavili gruplara kiyasla MDA degerlerinde anlamli bir yiikselis belirlenmistir
(p<0.05).

Yara dokusu MDA diizeyleri tedavisiz grupta 7. giinde 3. giine oranla istatistiksel olarak
artmistir  (p<0.05). Tedavisiz gruplar ile topikal ve oral gavaj tedavili gruplar
kiyaslandiginda tedavili gruplarin MDA diizeylerinde anlamli bir azalma tespit edilmistir
(p<0,05).
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3 giinliik tedavi gruplar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda, topikal tedavili grubun MDA
diizeyleri oral gavaj tedavili gruba gore istatistiksel olarak diisiik oldugu belirlenmistir
(p<0,05)

7 gilinliik tedavi gruplar1 kendi aralarinda kiyaslandiginda, topikal ve oral gavaj tedavi

gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0,05).

Yara dokusu MDA (nmol/g doku) diizeyleri
40~
= Kontrol
B 3 Gunluk Tedavisiz
5 304 l - -
= = 7 Ginluk Tedavisiz
o
o L 3 Gunlik Carbopol
2 201 = Tedavil
o
g = 7 Glnluk Carbopol
< 10+ Tedavili
== 3 Gunluk Topikal Tedavili
(0D S S — ®= 7 GUnluk Topikal Tedavili
N NS 3 Gunlik Oral-Gavaj
0 . N\ -
ISR ) Tedavil
K B & RS S L
E QD (P AT (@ AT 4@ <% - ,
AT A LTS AN DD D 7 Glnlik Oral-Gavaj
R I SRR VL Y CAg - "
RS N XL o P Tedavili
&S PP R gON O S
O S O N KO AV NN
2 A PG
S S
NS NN
S .0 20 S S
O AY o0
> 5 A

Sekil 4.1. Yara dokusu MDA diizeyleri

4.2. Yara Dokusu GSH Diizeyleri

Gruplar arasinda karsilagtirmalar yapildiginda, kontrol grubu ile diger tiim deney gruplari
arasinda GSH seviyelerinde istatiksel olarak anlamli farkliliklar belirlenmistir (p<0,05).
Yara dokusu GSH diizeyleri tedavisiz grupta 7. giinde 3. giine oranla istatistiksel olarak

artmigtir (p<0,05).

3 giinliik uygulama gruplar1 aralarinda karsilastirildiginda Karbopol uygulanan gruplarda
tedavisiz ve tedavili gruplara gére GSH degerinde anlamli bir artis s6z konusudur (p<0,05).

3 giinliik tedavisiz grup ile 3 giinliik tedavili gruplar kiyaslandiginda topikal tedavili grupta
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GSH diizeylerinde anlamli bir artis gozlenirken, oral gavaj tedavili gruplarda GSH
diizeylerinde istatistiksel olarak diisiis tespit edilmistir (p<0,05).

7 giinliik uygulama gruplari arasinda karsilastirma yapildiginda hem topikal tedavili hem de
oral gavaj tedavili gruplarin tedavisiz gruba kiyasla GSH degerlerinde anlamli diisiis tespit
edilmistir (p<0,05).

Topikal olarak Elajik asit ve Karnosik asit uygulamalar1 yapilmis ratlarda yara dokusu GSH
diizeyleri 3. giinde 7. giinle kiyas edildiginde istatistiksel olarak anlamli bir artis
bulunmustur (p<0,05). 3 giinliikk topikal tedavili grup diger tim tedavili gruplarla
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlemlenmektedir (p<0,05).

7 Gunlik Carbopol

1- Tedavili
ﬂ ﬁ 3 Glnliik Topikal Tedavili
0- 7 Gunltik Topikal Tedavili

4_
== Kontrol

3 I = 3 GUnluk Tedavisiz
2 == 7 Glnliik Tedavisiz
(@]
© = 3 Glnlik Carbopol
2 27 Tedavili
<]
€
3

=
=
I 1 I I
S o N D 3 Gunlik Oral-Gavaj
NI N Q = -
R\ > % o Tedavili
=

iy 7 Gunlik Oral-Gavaj
&R z{,oQ ¥ P P Tedavili

Sekil 4.2. Yara dokusu GSH diizeyleri
4.3. Yara Dokusu NOx Diizeyleri

Kontrol grubu ile tedavili gruplar kiyaslandiginda tedavili gruplarda NOx diizeylerinde
anlamli bir diisiis gézlemlenmistir (p<0,05). Tedavisiz gruplarda 3. giinde 7. giine oranla
istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur.
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3 gilinliik gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda uygulama yapilan gruplarda tedavisiz

gruba gore anlamli azalma tespit edilmis olup, uygulama gruplari arasinda anlamli farklilik

gbzlemlenmemistir (p>0,05).

7 ginliik gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda uygulama yapilan gruplarda tedavisiz
gruba gore anlamli azalma tespit edilmis (p<0,05). Karbopol tedavili gruba kiyasla topikal
ve oral olarak tedavi edilen gruplar anlamli bir azalma tespit edilmis olup (p<0,05), 7 giinliik

oral gavaj tedavili grubun diger tedavili gruplara gore NOx degerlerinden istatiksel olarak

diisiik bulunmustur (p<0,05).

umol/L doku
N
o
[

Yara Dokusu NOXx (umol/L) Diizeyleri

104
-
O-
S S & & S S
S N ) > o i3 GNP I
O P PP <P (P &P <& <@
N:& -~l~& S @ & & &
RIS Y Sy >
& O O R [N <)
P A B KO AN
ST A °.q.°sl~g$“o*o‘
o{sb .é‘} ..08‘ c;o“ (3“ {S"‘
PP 0 AT
> 5 A

i 000

Kontrol
3 Gunlik Tedavisiz
7 Gunluk Tedavisiz

3 Gunluk Carbopol
Tedavili

7 Gunluk Carbopol
Tedavili

3 Gunluk Topikal
Tedavili

7 Gunlik Topikal
Tedavili

3 Gulnluk Oral-Gavaj
Tedavili

7 Ginluk Oral-Gavaj
Tedavili

Sekil 4.3. Yara dokusu NOx diizeyleri
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Cizelge 4.2. Elajik asit ve Karnosik asit uygulamalarmin yara dokusundaki MMP-2 ve

MMP-9 diizeylerine etkisi

GRUPLAR MMP-2 MMP-9

Kontrol Grup (n=6) 2,58 +0,70 8,47 +£0,39

3 Giinliik Tedavisiz Grup(n=6) 2,12 +0,42 10,29 + 0,56"
7 Giinliik Tedavisiz Grup(n=6) 2,64 +0,81 9,67 +0,29"

3 Giinliik Karbopol Tedavili Grup(n=6) 1,98 +0,24 9,19+0,42

7 Giinliik Karbopol Tedavili Grup(n=6) 2,29 0,33 9,04 +£0,712

3 Giinliik Topikal Tedavili Grup(n=6) 2,11 +0,15 7,98 £0,38%b:¢
7 Giinliik Topikal Tedavili Grup(n=6) 2,02+0,29 7,50 0,71 & b.c.d
3 Giinliik Oral- Gavaj Tedavili Grup(n=6) 2,45 +0,37 8,84 +0,532

7 Giinliik Oral Gavaj Tedavili Grup(n=6) 1,97 +0,32 8,12 £0,615d

*: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda (p <0,05)
a: 3 Giinliikk Tedavisiz Grup ile kiyaslandiginda (p <0,05)
b: 7 Giinliik Tedavisiz Grup ile kiyaslandiginda (p<0,05)

¢: 3 Giinliik Karbopol Tedavili Grup ile kiyaslandiginda (p <0,05)
d: 7 Giinliik Karbopol Tedavili Grup ile kiyaslandiginda (p <0,05)
e: 3 Giinliikk Topikal Tedavili Grup ile kiyaslandiginda (p <0,05)

4.4. Yara Dokusu MMP-2 Diizeyleri

Elajik asit ve Karnosik asit uygulamalarinda kontrol, tedavisiz ve tedavili gruplar arasinda

MMP-2 diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliik bulunmamaktadir

(p>0,05).

Yara Dokusu MMP-2 (ng/ml) Duzeyleri

0 D oOEYumme

Kontrol

3 Gunluk Tedavisiz

7 Gunluk Tedavisiz

3 GUnlik Carbopol Tedavili
7 Gunluk Carbopol Tedavili
3 Glnluk Topikal Tedavili
7 Gunlik Topikal Tedavili

3 Gunluk Oral-Gavaj
Tedavili

7 Gunlik Oral-Gavaj
Tedavili

Sekil 4.4. Yara dokusu MMP-2 diizeyleri
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4.5. Yara Dokusu MMP-9 Diizeyleri

Kontrol grubu ile tedavisiz gruplar karsilastirildiginda, tedavisiz gruplarda MMP-9

diizeylerinde anlamli artis tespit edilmistir (p<0,05).

Tedavisiz gruplar ile tedavili gruplar kiyaslandiginda, Karbopol tedavili gruplarda anlaml

farklilik gozlenmemektedir (p>0,05), topikal ve oral gavaj tedavili gruplarin MMP-9

seviyelerinde anlaml diisiis gozlemlenmektedir (p<0,05).

Tedavili gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda, Karbopol tedavili gruplar ile topikal ve

oral gavaj tedavili gruplarin MMP-9 seviyelerinde anlamli bir diisiis tespit edilmistir

(p<0,05).
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5. TARTISMA

Kazalar, yanginlar ve ¢esitli hastaliklar nedeniyle meydana gelen yaralar insan yasamini
etkileyen olumsuz sonuglar dogurmaktadir. Yara meydana geldikten hemen sonra dokunun
eski formuna donmesi i¢in baslayan yara iyilesme siireci, birbirini takip eden ve birbiri igine
gecmis hemostaz, inflamatuar, proliferasyon ve yeniden sekillenme asamalarindan
olusmaktadir (G. Broughton, 2nd ve digerleri, 2006). Yara iyilesmesi insan hayatini 6nemli
olgiide etkileyen bir siirectir. Ozellikle diyabette, serbest radikaller ve antioksidan
dengesinin bozulmasiyla birlikte artan oksidatif stres yara iyilesmesini geciktirmekte, ileri
diizeylerde ise iyilesmeyen kronik yaralarin olusmasina yol agmaktadir. Gelisen teknolojiyle
birlikte geleneksel olarak kullanilan bu bitkilerin igerik analizleri yapilarak etki
mekanizmalar agiklanmaya ¢alisilmaktadir. Son zamanlarda bitki igeriklerinde polifenoller
potansiyel etkileriyle dikkat ¢ekmektedir. Bu ¢alismada, iki farkli fenolik bilesik olan Elajik
asit ve Karnosik asit kombinasyonun hiperglisemik ratlarda yara iyilestirmesinde
kullanilabilirlikleri degerlendirmek ve yara iyilesmesinde meydana gelen oksidatif hasarlara
kars1 olarak sinerjik etki gosterip gostermedikleri yara dokularinda MDA, GSH, NOx,

MMP-2 ve MMP-9 diizeylerinin arastirilarak ortaya konulmasi amaglanmustir.

Oksijen kaynakli serbest radikallerin neden oldugu hiicresel hasarlar agiga ¢ikan oksidasyon
riinleri ile belirlenmektedir (Urso ve Clarkson, 2003). Lipit peroksidasyonun son {iriinii
olarak ortaya ¢ikan sitotoksik aldehit olan MDA, oksidatif stresin belirtegleri arasinda yer
almaktadir. Artan diyabet durumuyla birlikte MDA diizeyleri artmakta oldugu birgok
caligmada gosterilmistir(Halifeoglu ve digerleri, 2005; Matteucci ve Giampietro, 2000).

Calismamizda diyabetik rat yara dokularinda MDA diizeyleri tedavisiz gruplarda 7. giinde
3. giine oranla istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05). Tedavisiz gruplar ile hem
topikal hem de oral gavaj tedavili gruplar kiyaslandiginda tedavili gruplarin MDA
diizeylerinde anlamli bir diisiis tespit edilmistir (p<0,05). 3 giinliik topikal tedavi grubu
MDA diizeyleri oral-gavaj tedavili gruba kiyasla daha diisiik bulunmustur (p<0,05).

Elajik asidin iyi bir lipofilik antioksidan goérevi gorebilecegi diisiiniilmektedir. Bu 6zellik,
peroksil radikallerini temizleme yetenegi ile, onu zincir kiric1 antioksidan icin olas1 bir aday
yapmaktadir. Son ¢alismalar, Elajik asidin diizlemsel yapis1 nedeniyle kiiciik oluk ile araya

girerek DNA'ya baglandigim1 gostermektedir. Elajik asidin tim bu énemli ve benzersiz
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ozellikleri, lipid peroksidasyonunu E vitamininden ¢ok daha diisiikk konsantrasyonlarda

engelledigi gozlemlenen gergegini desteklemektedir(Priyadarsini ve digerleri, 2002).

Primarizky ve digerleri (2017) ¢alismalarinda EA uygulamasinin erkek albino siganlarda
kesik yaranin iyilesme siirecinde, iyilesme siirecini hizlandirici bir aktiviteye sahip oldugunu

bildirmistir (Primarizky ve digerleri, 2017).

Al-Obaidi ve digerleri (2014) yapmis olduklar1 ¢alismada EA'nin diyabetik siganlarda dis
¢ekiminin neden oldugu kemik kaybini 6nlemede etkili olan dogal bir bilesik oldugunu tespit
etmis olup, ayrica diyabetik sicanlarin diseti dokusunun EA ile tedavi edildikten sonra
antioksidan durumun diizeldigini, bu da oksidatif stres gostergesi olarak MDA seviyelerinin
diistiigiinii bildirmistir (Al-Obaidi ve digerleri, 2014).

Mansouri ve digerleri (2015) ¢alismalarinda Elajik asidin anti inflamatuar etkisinin altinda
yatan mekanizmalarin arastirmis ve EA'in proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL1-B) ve NO
asir1 liretimini baskilanmasi yoluyla 6dem pengesindeki MDA seviyesindeki azalma ile

iliskili olabilecegini ifade etmistir (M. T. Mansouri ve digerleri, 2015).

Aruoma ve digerleri (1992) Karnosik asitin lipit peroksidasyonu tizerine etkilerini ¢aligmis
ve mikrozomal ve lipozomal sistemlerde lipid peroksidasyonunun giiglii inhibitori
olabilecegini bildirmistir. Karnosik asitin lipit peroksidasyonuna etkisiyle ilgili literatiirde
yeterli ¢galisgmama bulunmamaktadir. Ancak, bitki ekstraksiyonlari ile yapilan ¢alismalarda
Abd El Kader ve digerlerinin (2012) yapmis olduklar1 ¢caligmakta biberiye yapragi tozunun
MDA seviyesindeki diistise neden olarak lipit peroksidasyonunu inhibe ettigini gostermistir
(Abd EI Kader ve digerleri, 2012).

Labban ve digerlerinin (2014) yapmis olduklar1 ¢alismada da Biberiye oziitiinin MDA
icerigini 6nemli dl¢lide azalttigini tespit etmislerdir(Labban ve digerleri, 2014).

Mabrouk (2016) diyabetik erkek ratlar tizerine yapmis oldugu ¢alismada biberiye yaprag:
ekstresi, lipid metabolizmasini iyilestirmenin yan1 sira kan glukoz seviyesini diistirerek anti-

diyabetik bir ajan olarak yararli bir etkiye sahip oldugunu bildirmistir(Mabrouk Gabr, 2016).

Calismamizda iki farkli uygulamada da tedavi gruplarinda MDA diizeylerindeki anlamli

diistis gozlemlenmistir. MDA seviyelerindeki bu disiisler Elajik asit ve Karnosik asitin
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sinerjik etki gostererek, sahip olduklari yiiksek antioksidan ozelliklerine bu da reaktif
radikalleri stabilize ederek lipit peroksidasyonuna karst koruyucu etkileri oldugunu

gostermektedir.

Glutatyon redoks dongiisii, antioksidanlara karsi hiicresel savunma mekanizmalarinin ana
bilesenidir. Artan total GSH seviyeleri ve GSH ile iligkili enzimler, serbest oksijen
radikallerinin neden oldugu hasara karsi en 6nemli biyokimyasal koruyucu sistemlerdir
(Adamson ve digerleri, 1996). Diyabetik yaralarda ROT seviyesindeki artis, GSH gibi iyi
bilinen bazi antioksidan molekiillerin tiiketimine ve CAT ve SOD gibi antioksidan

enzimlerin tiikkenmesine neden olmaktadir (Kopal ve digerleri, 2007).

Calismamizda diyabetik rat yara dokularinda 3 giinliik tedavisiz grup ile 3 giinliik tedavili
gruplar karsilastirildiginda topikal tedavili gruplarin GSH degerlerinde anlamli artiglar
gozlemlenmis olup, oral gavaj tedavili gruplarda istatistiksel olarak diisiis tespit edilmistir
(p<0,05). 7 giinliik tedavisiz grup ile tedavili gruplar kiyas edildiginde hem topikal tedavili
hem oral gavaj tedavili gruplarin GSH degerlerinde anlamli diisiis tespit edilmistir (p<0,05).
Topikal olarak Elajik asit ve Karnosik asit uygulamalar1 yapilmus ratlarda yara dokusu GSH
diizeyleri 3. giinde 7. giinle kiyas edildiginde istatistiksel olarak anlamli bir artis
bulunmustur (p<0,05). 3 giinliikk topikal tedavili grup diger tim tedavili gruplarla
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlemlenmektedir (p<0,05).

Chen ve digerleri (2007) yapmis olduklari ¢alismada insan fibroblast (IMR-90) hiicrelerinde,
hidrojen peroksidin neden oldugu oksidatif stresi tedavi etmek i¢in EA kullanilmigtir. DNA
hasar1 ve lipid peroksidasyonunun EA ile 6nemli 6l¢iide azaldigi, hiicre i¢ci GSH'nin arttigi
bulunmustur. EA ve diger polifenollerin hiicreleri hidrojen peroksit tarafindan indiiklenen

oksidatif stresten korudugunu 6ne siiriilmistiir (Chen ve digerleri, 2007).

Khanduja ve digerleri (2006), normal insan periferik kan mononiikleer hiicrelerinde
(PBMC'ler) hidrojen peroksit kaynakli oksidatif stresin etkisini bildirilmistir. EA ile
muamele edilmis hiicrelerde siiperoksit anyonlarmin ve hidroksil radikallerinin olusumunu
hem enzimatik hem de enzimatik olmayan sekilde inhibe ettigi sonucuna varilmistir. ROT
olusumu, GSH'nin tiikenmesi Ve hiicrelerin hayatta kalma yiizdesindeki azalma, EA tedavisi

ile inhibe edildigi gozlemlenmistir (Khanduja ve digerleri, 2006).
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Sahu ve digerleri (2011) CA'nin diyabetik nefropati iizerindeki terapotik etkilerini arastirdigi
calismada, hem tedavi oncesi hem de sonras1 Karnosik asitin GSH seviyelerinde 6nemli bir

artisa neden oldugunu tespit etmistir (Sahu ve digerleri, 2011).

Literatiirdeki bulgularin kisitli olmasin karsin mevcut ¢alismalar ele aldiginda her iki
bilesiginde GSH diizeyleri lizerinde arttirict etkileri bulunmaktadir. Ancak yara dokusu
MDA degerleriyle birlikte degerlendirildiginde artmig lipit peroksidasyonunu ortadan
kaldirmak i¢cin GSH’1n tiiketildigi sonucu desteklemektedir.

Nitrik oksit, birgok 6nemli biyolojik fonksiyonda yer alan kisa 6miirlii bir serbest radikaldir
(Koshland Jr, 1992). NO sentazlari ii¢ farkli izoformda bulunmaktadir; iki kurucu
(endotelyal ve noronal) ve bir indiiklenebilir izoform. Kurucu izoformlar, diisiik
konsantrasyonlarda NO iireten aktif izoformlardir (Knowles ve Moncada, 1994). Bunlarin
enzimatik aktiviteleri, hiicre i¢i kalsiyum akislar1 veya eksojen kalmodulin tarafindan
diizenlenmektedir. Uyarilabilir izoformun (iNOS) ekspresyonu, transkripsiyonu ve islevi,
cesitli sitokinler, biiyiime faktorleri ve hedef hiicreler iizerindeki inflamatuar uyaranlar
tarafindan indiiklenir ve bu yapici izoformlar tarafindan tiretilen miktarlara kiyasla yiiksek
seviyelerde NO salinimina yol agmaktadir. Indiiklenebilir izoform tarafindan olusturulan
yiiksek miktarlarda NO, sepsis gibi inflamatuar durumlarda bazi zararli etkilerinden
sorumludur (Tsukahara ve digerleri, 1998). INOS ayrica yara iyilesmesi, yanik yaralanmast,
endotoksin maruziyeti, artrit ve inflamatuar barsak hastaliklari sirasinda da salinir (Witte ve
Barbul, 2002).

Uyarilabilir izoform (iNOS), yara iyilesmesinin erken evresinde basta makrofajlar olmak
tizere inflamatuar hiicreler tarafindan sentezlenmektedir. Bununla birlikte, yaralanmadan
sonraki proliferatif faz sirasinda bir¢ok hiicre NO sentezine katilir. iNOS yoluyla salinan
NO, hayvan yara iyilesmesi modellerinde kollajen olusumunu, hiicre ¢ogalmasini ve yara
kasilmasini farkli sekillerde diizenlenmektedir(Witte ve Barbul, 2002). Yara iyilesmesinin
erken evrelerinde INOS ekspresyonu yiiksek olmasina ragmen, iyilesmenin sonraki
evrelerinde yara bolgesinde INOS aktivitesinin asagi regiilasyonu hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. Muhtemelen iNOS aktivitesi, inflamatuar yanitin ¢oziilmesi veya sitokin
sinyali ile asag: regiile edilebilir. Devam eden inflamatuar yanitlar1 olan kolonize veya
enfekte yaralarin biiyitk miktarlarda NO iiretmeye devam etmesi muhtemeldir (Witte ve
Barbul, 2002).
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Calismamizda diyabetik rat dokularinda NOXx seviyelerinde, tedavisiz gruplarda 3. giinde 7.
giine oranla istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05). Yara iyilesmesinin
inflamasyon fazinda artmis 16kosit aktivasyonu ile INOS gen ekspresyonunun artigi ve
sonugta da NO dretimin arttigi bilinmektedir. 3 giinlik gruplar kendi aralarinda
kiyaslandiginda tedavi gruplarin NOX diizeylerinde tedavisiz gruba gore anlamli azalma
tespit edilmis olup, uygulama gruplar1 arasinda anlamli farklilik gbézlemlenmemistir
(p>0,05). 7 giinliik gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda uygulama yapilan gruplarda
tedavisiz gruba gore anlaml1 azalma tespit edilmis (p<0,05). Karbopol tedavili gruba kiyasla
topikal ve oral gavaj tedavili gruplarin NOx seviyelerinde anlamli bir diisiis gdzlemlenmis
olup (p<0,05), 7 giinliikk oral gavaj tedavili grubun diger tedavili gruplara gére NOXx

degerlerinden istatiksel olarak diisiik bulunmustur (p<0,05).

Priyadarsini ve digerlerinin (2001) yilinda yapmis olduklari ¢alismada Elajik asidin hidroksil
radikalleri, NO gibi ROT ve NOS’u temizledigi ve E vitamini ve C vitamini gibi iyi bilinen
birgok antioksidanla karsilastirilabilir etkisi oldugunu goézlemlemislerdir (Priyadarsini ve
digerleri, 2002). Umesalma ve digerlerinin (2010) yapmis oldugu ¢alismada EA'nin iNOS'u
asagl dogru diizenleyerek NO salinmmini engelledigi belirtilmistir(Umesalma ve
Sudhandiran, 2010).

Mansouri ve digerleri (2015) EA’nin iNOS ve iriinii NO iiretimini baskiladigini 6ne
stirmiiglerdir ve bu anti inflamatuar mekanizmasinin EA'nin L-arginin-NO yolu araciligiyla
olabilecegini agiklamiglardir (M. T. Mansouri ve digerleri, 2015). Ayrica Mansouri ve
digerlerinin (2013) yapmis olduklari bir ¢aligmada da asetik asitle indiiklenen visseral agrida
EA'nin anti-nosiseptif etkisine L-arginin-NO yolunun dahil oldugunu daha once
gosterilmistir (Mohammad Taghi Mansouri ve digerleri, 2013).

Dhingra ve digerleri (2012) calismalarinda stresli farelerde Elajik asidin antidepresan
benzeri aktivitesi, indiiklenebilir NOS'un inhibisyonu yoluyla olabilir(Dhingra ve Chhillar,
2012).

Karnosik asit’in NOx seviyeleri {izerine etkileri ile yapilan ¢aligsmalara bakildiginda Kuo ve
digerleri (2011) R. officinalis yapraklarindan ve CA'dan elde edilen siiperkritik karbon
dioksit ekstraktinin, LPS'nin neden oldugu NO iiretimini ve makrofaj hiicrelerinde iINOS

ekspresyonunu énemli 6l¢iide baskiladigini gostermislerdir(Kuo ve digerleri, 2011).
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Xiang ve digerlerinin (2012) yapmis oldugu ¢alismada CA'nin muhtemelen serbest oksijen
radikalleri, NO ve sitokinlerin sitotoksik etkilerini o6nledigini bildirmistir. Sican
karacigerdeki total NOS ve iNOS aktiviteleri test edilmis ve LPS yiiklemesinden sonra
karacigerdeki serum NO igeriginin ve iINOS aktivitesinin 6nemli 6l¢iide yiikseldigini, CA

uygulamasiyla 6nemli 6l¢lide azaldigini gostermistir (Xiang ve digerleri, 2013).

Dokudaki diisik NO konsantrasyonu koruyucu etki gostermesine karsin yiiksek
konsantrasyonlarda sitotoksik etki gostermektedir (Habib ve Ali, 2011). Yara iyilesmesine
katkilarinin yani sira tiim serbest radikaller gibi yiiksek diizeylerde iiretildiginde hiicresel
hasara neden olabilmektedir. Calismamizin sonucunda NOX diizeyleri ele aldiginda,
sonuglarimiz literatiirle paralel olup, tedavisiz diyabetik yaralarda artan NOx diizeyleri hem

topikal hem de oral gavaj EA ve CA uygulamalariyla baskilanmstir.

Matriks metalloproteinazlar (MMP) yara iyilesme siirecinin gesitli agamalarinda 6nemli bir
rol oynayan ECM yeniden modelleme proteinleridir(Gill ve Parks, 2008). Etkili bir yara
kapanmasi i¢in yaralanmanin ardindan metalloproteinazlar aktif rol oynamaktadir (Grzela
ve digerleri, 2016). Yara iyilesmesi sirasinda, MMP'ler keratinositler, fibroblastlar ve
inflamatuar hiicreler gibi farkli hiicre tipleri tarafindan farkli asamalarda ve lokasyonlarda

salgilanir, boylece bu siireci gok koordineli ve kontrollii bir sekilde diizenler(Bauvois, 2012).

Simdiye kadar, bir dizi c¢aligma, kronik iyilesmeyen yaralarda yiikselmis MMP
ekspresyonlarini gostermistir. MMP-2 ve MMP-9, yara iyilesmesi sirasinda hiicre biiyiimesi,
hiicre gogti, inflamasyon ve anjiyogenezde gorev alirlar. Son zamanlarda, MMP-2'nin
anjiyogenez ve uzun siireli matris yeniden sekillenmesi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir.
Yara iyilesmesinde, MMP-9'un keratinosit gog¢ii ve graniilasyon dokusunun yeniden
sekillenmesinde rol oynadig1 6ne siiriilmektedir (Krejner ve Grzela, 2015; Salo ve digerleri,
1994). Akut yaralarda MMP aktivitesi faydali olsa da kronik yaralarda muhtemelen hiicre
dist matriks ultra striiktiiriiniin  ve doku fonksiyonunun bozulmasma yol actig
diistiniilmektedir. Bu nedenle, kronik yaralarda, MMP asir1 ekspresyonu yara iyilesmesinde

zararli olacaktir (Chung ve digerleri, 2017).

Calismamizda diyabetik yara dokusunda MMP-2 ve MMP-9 seviyelerine bakildiginda,
MMP-2 seviyelerinde gruplar arasi anlamli bir farklilik gézlemlenmemektedir (p>0,05).

Kontrol grubu ile tedavisiz gruplar karsilastirildiginda, tedavisiz gruplarda MMP-9
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diizeylerinde anlamli artis tespit edilmistir (p<0,05). Tedavisiz gruplar ile tedavili gruplar
kiyaslandiginda, Karbopol tedavili gruplarda anlamli farklilik gézlenmemektedir (p>0,05),
topikal ve oral gavaj tedavili gruplarin MMP-9 seviyelerinde anlamli diisiis
gozlemlenmektedir (p<0,05). Tedavili gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda, Karbopol
tedavili gruplar ile topikal ve oral gavaj tedavili gruplarin MMP-9 seviyelerinde anlamli bir
diistis tespit edilmistir (p<0,05).

Dai J. ve ark. (2021) yaptiklar1 diyabetik yara ¢alismasinda MMP2 ve MMP9 protein
ekspresyonlarinin, diyabetik olmayan vyaralarla karsilastirildiginda diyabetik yara
orneklerinde anlamli olarak daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Dai ve digerleri, 2021).
Chung ve ark. (2017) calismalarinda kontrol grubuyla karsilastirildiginda diyabetli
hastalarin yirtik tendonlarinda MMP-2'nin degil ancak MMP-9'un asir1 eksprese edildigi
sonucuna varilmiglardir (Chung ve digerleri, 2017). Ayrica, Polat ve ark. (2014) tedavi
edilen yaralarda MMP-9'un asag: regiile edildigini iddia etmektedir (Polat ve digerleri,
2014).

Normal yara iyilesme siirecinde ve ilerleyici doku dejenerasyonunda, artan MMP-9
ekspresyonu, cildin biitiinliigiinii bozulmalarla 6nemli 6lgiide tehlikeye atabilir ve bu da
iyilesmeyen yaralara neden olabilir (Hariono ve digerleri, 2018). Birka¢ ¢alisma daha,
diyabetin serum veya dokudaki up-regiile MMP ekspresyonlar: ile iligkisini ortaya
konmustur. Bununla birlikte, MMP'ler ve diyabet arasindaki iliski hakkinda hala ¢ok fazla
belirsizlik bulunmaktadir. Artan dolasim ve doku glikoz seviyesi ile arttiritlmig monosit ve
makrofaj aktivasyonunun, inflamatuar sitokinleri indiikleyebilecegi ve MMP'lerin, 6zellikle
MMP-9'un artan aktivasyonuna ve ekspresyonuna yol agabilecegidir. EK olarak, kronik
hipergliseminin neden oldugu oksidatif stres, ROT duyarlilik yolu yoluyla MMP-9'un

aktivasyonunun ve ekspresyonunun artmasina neden olabilir (Shiau ve digerleri, 2006).

Wu ve ark. (2007) MMP-9'un diyabetik ayak tilserlerinde zayif iyilesme ile iligkili oldugunu
bildirmektedir (Wu ve digerleri, 2007). Tombultiirk ve ark. diyabetik tedavi gormemis
sicanlarin, yara iyilesme siirecinin 3. ve 14. giinlerinde normal kontrol siganlarindan daha
yiksek MMP-9 reaktivitesine sahip oldugunu gostermislerdir (Tombulturk ve digerleri,
2019).
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Elajik asit pH 7'de ¢6ziinmez, ancak fizyolojik pH'da ¢6ziiniir kalir. pH 7'de, EA, Zny, Cay,
Fe, Cd, Cuz ve digerleri gibi iki degerlikli katyonlar1 selatlar; ve bu 6zellik, MMP-1, MMP-
2, MMP-9 ve digerleri gibi MMP’leri inaktive etme kabiliyetini arttirir (Losso ve digerleri,
2004). Bu yargiy1 destekler nitelikte Liu ve digerleri (2017) Elajik asit ile yapilan kanser
caligmalarinda, Elajik asit’in MMP-2 ve MMP-9 seviyelerini kademeli olarak azalttigini
tespit etmistir (Liu ve digerleri, 2017).

Karnosik asit, antioksidandir ve lipid peroksidasyonunu ve biyolojik membranlarin
bozulmasimi 6nler (Y. Zhang ve digerleri, 2010). Ayrica Karnosik asidin, spesifik Keapl
sistein kalintilarina baglanarak Keap1/Nrf2 transkripsiyonel yolunu aktive eden ve boylece
oksidatif stresten koruyan katekol tipi bir elektrofilik molekiil oldugu bildirilmistir (Satoh
ve digerleri, 2008). Karnosik asit niikleer faktor-eritroid 2 (Nrf2) indiikleyerek ve NF-kB
sinyal yolunu baskilayarak oksidatif stresi zayiflatir ve proinflamatuar sitokinlerin salinimini
engelleyerek anti inflamatuar etki gosterir (H. Li ve digerleri, 2016). Karnosik asitin bu
inhibe edici mekanizmalarinin, NF-kB'nin MMP-9 transkripsiyon aracili aktivasyonunu
iceren bir sinyallesme olaymi Kesintiye ugratabilecegi ve bu sonuca dayanarak, CA'nin
MMP-9 ekspresyonu ve NF-kB aktivasyonu tizerindeki inhibitor etkisinin antioksidan ve
anti inflamatuar o6zelliklerinden kaynaklanabilecegini onerilmektedir (Yu ve digerleri,
2008).

Calisma sonucunda, tedavisiz diyabetik yara gruplarimizda MMP-9 seviyelerindeki
yiikselme, EA ve CA uygulamalariyla baskilanmis olup, diyabetik yaralarda EA ve CA
birlikte uygulamasinin ROT aragli MMP ekspresyonunu azaltarak yara iyilesme siirecini

destekledigi diisiiniilmekte ve elde edilen sonuglar literatiir bilgilerini desteklemektedir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda Elajik asit ve Karnosik asit kombinasyonun topikal ve oral
olmak tizere farkli uygulama sekilleriyle hiperglisemik ratlarda yara iyilesmesi {izerine
etkileri oksidatif olaylar iizerinden incelenmistir. Elajik asit ve Karnosik asit ’in ayr1 ayri
kullanimlarinin yara iyilesmesi tizerine etkilerini ele alan ¢aligmalar sinirl olmakla birlikte
kombine kullanimlart ilk kez ele alinmistir. Elde edilen veriler, literatiirde yer alan Elajik
asit ve Karnosik asitin oksidatif olaylar iizerine etkileri ile paralel olup, yara iyilesme {izerine
sinerjik etki gosterdiklerini destekler niteliktedir. Ilerleyen ¢aligmalarda farkli doz ve farkls
tedavi siireleri kullanilarak yara tedavisindeki potansiyel etkileri daha detayli olarak

arastirilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yara iyilesme siireci icerisinde fizyolojik, hiicresel ve biyokimyasal olaylart barindiran
kompleks bir siirectir. Yara iyilesmesinin aksamasi, geg iyilesen ya da iyilesmeyen yaralarin
olusmasi insan hayatini fizyolojik, psikolojik ve sosyo-ekonomik yonlerden etkilemektedir.
Yara iyilesmesini etkileyen en onemli faktorlerden biri olan diyabet, gecikmis ya da
iyilesmeyen yaralara neden olmaktadir (Burgess ve digerleri, 2021). Yara iyilesme siirecini
etkileyen bir diger 6nemli faktorlerden biri ROT ’tur. Yiiksek miktardaki ROT oksidatif
stresin varligin1 gostermektedir. Yiiksek miktarlarda olusan ROT, sitotoksikteyse neden
olarak yara iyilesmesini geciktirmektedir (Wynn ve Barron, 2010). Bu durum nedeni ile is
giicii kayb1 sorunu ve bu is giicii kaybiyla ortaya ¢ikan ekonomik sorunlar, uzun tedavi
stireleri ve uzun siire hastanede yatma ile ortaya ¢ikan psikolojik sorunlar hastalar1 zor

duruma diistirmektedir.

Giintimiizde yara iyilesme siirecini desteklemek amaciyla birgok yeni stratejiler
gelistirilmektedir. Bu stratejiler arasinda antioksidan 6zellikteki maddelerin yara iyilesme
stirecine katkilar1 oldukga dikkat g¢ekicidir. Bu tez calismasinda da yiiksek antioksidan
ozellikleri iyi bilenen Elajik asit ve Karnosik asitin birlikte kullanarak sinerjik etkilerinin

diyabetik yara iyilesmesi tizerindeki oksidatif olaylara etkileri ele alinmistir.

Calisma dogrultusunda 54 adet wistar albino irki disi rata STZ uygulamas: ile diyabetik
hayvan modeli olusturulmustur. Kontrol grubu disindaki diger hayvanlarin dorsal
bolgesinde omurganin her iki yaninda birbirine paralel olacak sekilde 6 mm punch biyopsi
(Acu-Punch, Acuderm, USA) ile 6 adet tek tip tam kat eksizyonel yara olusturulmustur.
Olusturulan yaralara, %2 oraninda Carbopol 974P igerisinde Elajik asit ve Karnosik asit
iceren jel formiilasyonu yara bolgesine giinlilk 10 mg/kg dozunda olacak sekilde topikal
olarak, distile su igerisinde hazirlanan Elajik asit ve Karnosik asit giinliikk 10 mg/kg dozda
oral olarak 3 ve 7 giinliik periyotlarda uygulanmistir. Calisma sonucunda elde edilen yara
dokularinda EA ve CA sinerjik etkilerinin oksidatif olaylara etkisi MDA, GSH, NOx, MMP-

2 ve MMP-9 seviyelerine bakilarak degerlendirilmistir.

Yara dokusu MDA diizeyleri degerlendirildiginde, tiim tedavi gruplarin MDA diizeylerinde
azalma oldugu gozlemlenmistir (p<0,05). GSH diizeylerine bakildiginda kontrol grubuna en

yakin GSH diizeyinin 3 giinliik topikal tedavili grup oldugu gézlemlenmistir (p<0,05). NOXx
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diizeylerine bakildiginda, tiim tedavili gruplarda NOx diizeylerinin azaldig: tespit edilmistir.
MMP-2 seviyelerinde anlamli farklilik tespit edilememis olup (p>0,05), MMP-9
seviyelerinin tedavili gruplarin timiinde tedavisiz gruplara kiyasla anlamli olarak azaldig:
tespit edilmistir (p<0,05).

Elajik asit, ikincil metabolit olarak olusan biyoaktif bir polifenolik bilesiktir (Derosa ve
digerleri, 2016). Yapisal olarak Elajik asit, dimerik bir gallik asit tiirevi olan
hekzahidroksidifenik asidin (HHDP) bir dilaktonudur (Sharifi-Rad ve digerleri, 2022). EA
iki grup lakton ve dort hidroksil grubuna sahiptir ve sahip olmus oldugu hidroksil gruptan
dolay1 antioksidan o6zellige sahiptir. EA bu 6zelliginden dolayi1 ayrica lipit peroksidasyonu
inhibe eder ve doku hasarimi oksidatif strese karst korur(Primarizky ve digerleri, 2017).
Karnosik asit, labdan tipi bir diterpendir (Birti¢, 2015). CA sahip olmus oldugu bir katekol
parcasinin varligindan dolayi yiiksek antioksidan 6zellige sahiptir (Loussouarn ve digerleri,
2017). CA ayrica hidroksil ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikallerinin temizleyicisi olarak
da tarif edilmistir (Luis ve Johnson, 2005). Her iki bilesiginde yiiksek antioksidan 6zellikleri
bilinmekte ve literatiirde bu 6zellikleri ile ilgili birgok farkli ¢alisma bulunmaktadir. Ancak

bu bilesiklerin yara iyilesmesi tizerine etkilerini gosteren ¢ok kisitli caligma bulunmaktadir.

Bu c¢alismada biyokimyasal incelemeler ile literatiir karsilastirildiginda, EA ve CA’nin
birlikte kullaniminin diyabetik yara iyilesmesinde Yyara iyilesmesini gelistirdigi,
hizlandirdigi ve oksidatif olaylar1 etkiledigi, ilk kez, soylenebilir. Sahip olduklar
antioksidan ozelliklere gore benzer serbest radikalleri temizlerinin yani sira farkli serbest
radikaller {izerine de etki gostermeleri birbirlerinin etkilerini desteklediklerini
gosterebilecegi disiiniilmektedir. EA ve CA’nin farkli uygulamalar ile yara iyilesmesi
tizerine etkileri incelendiginde hem lokal hem de sistemik olarak etki gostererek oksidatif
olaylarin azaldigi tespit edilmistir. Elde edilen verilerimizin gelecek calismalara 1s1k
tutabilecegini diistinmekteyiz. EA ve CA’nin etkilesimlerini ve yara iyilesmesi lizerinde
potansiyel faydalarinin daha detayli anlasilabilmesi adina farkli doz ve tedavi siireleri

kullanilarak caligmalar gelistirilebilir.
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