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OZET

Amagc: Calismamizda tibbi siiliik ve tibbi siiliik salgi ekstrakti uygulamasinin dorsal random
flep modeli olusturulmus siganlarda yara iyilesmesi lizerine etkilerinin in vivo sekilde
arastirilmasi amaglandi. Yontem: Calismada Hirudo verbana tiirii steril tibbi siiliiklerden
sagim yontemi ile elde edilen siiliik salg1 ekstraktinda, Bradford yontemi ile total protein
konsantrasyonu tayin edildi (50pg/ml). Calismaya 250 + 30 g viicut agirliklarina sahip 24
disi sican dahil edildi. Siganlarin dorsal bélgelerine 6 x 2 cm boyutlarinda deri flebi yapildi.
A (siiliik), B (tibbi siiliik salgisi), C (fagostimiilator soliisyon) ve D (kontrol) olmak iizere
dort deney grubu tanimland1. Postoperatif 7. glinde tiim hayvanlar sakrifiye edildi. Ardindan
biyokimyasal, histolojik ve immiinohistopatolojik yontemler i¢in kan ve doku ornekleri
alindi. Bulgular: ELISA yoOntemi ile Olciilen; serum, distal doku ve proksimal doku
orneklerine ait HIF1-a, TGFa ve IGF-1 parametreleri acisindan gruplar arasinda anlamli
fark yoktu (p > 0,05). Epital rejenerasyon ve graniilasyon dokusu kalinligi agisindan B
grubu, D grubu’ndan anlamli derecede yiiksek bulundu, (p < 0.05). Neovaskiilarizasyon
acisindan tim gruplar, D grubundan anlamli derecede yliksek tespit edildi. Ayrica,
inflamasyon skoru D grubunda, B grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksekti, (p < 0.05).
Immiinohistokimyasal yontem araciligiyla tespit edilen VEGF (+) hiicre yiizdesi; B
grubunda en {ist seviyede izlendi. Bu grubu sira ile A, C, D gruplar1 izledi, (p < 0.05). Sonug:
Histopatolojik ve immiinohistokimyasal yontemler ile arastirilan epitel rejenerasyonu,
graniilasyon dokusu kalinligi, neovaskiilarizasyon bulgular1 ve VEGF (+) hiicre sayis1 B
grubunda en list seviyede izlendi.
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ABSTRACT

Objective: In our study, it was aimed to investigate the effects of medical leech and
medicinal leech saliva extract application on wound healing in rats with dorsal random flap
model in vivo. Method: In this study, total protein concentration was determined by Bradford
method (50pg/ml) in leech saliva extract obtained from Hirudo verbana. Twenty-four
female rats with a body weight of 250 + 30 g were included in the study. A skin flap of 6 x
2 cm was made on the dorsal regions of the rats. Four experimental groups were defined as
A (leech), B (leech saliva extract), C (phagostimulatory solution) and D (control). All
animals were sacrificed on the 7th postoperative day. Then, blood and tissue samples were
collected for the experimental procedures. Results: Measured by ELISA method; there were
no significant differences between the groups in terms of HIF1l-a, TGF-a and IGF-1
parameters of serum, distal and proximal tissue samples (p > 0.05). A significant difference
was found between the group B and group D in terms of epithelial regeneration and
granulation tissue thickness (p < 0.05). The inflammation score was significantly higher in
the group D compared to group B (p < 0.05). The percentage of VEGF (+) cells was observed
at the highest level in the group B. This group was followed by the group A, C and D,
respectively (p < 0.05). Conclusion: Epithelial regeneration, granulation tissue thickness,
neovascularization findings and VEGF (+) cell count, which were investigated by
histopathological and immunohistochemical methods, were observed at the highest level in
group B.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu caligmada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Agciklamalar

°C Santigrat derece

dk dakika

g gram

kDa kilodalton

mg miligram

mL mililitre

mm milimetre

ng nanogram

ng mikrogram

Kisaltmalar Aciklamalar

FSS Fagostmiilator Soliisyon

FDA-USA Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilac Idaresi
SSE Siiliik Salg1 Ekstrakti

GF’s Biiyiime Faktorleri

GH Biiytime Hormonu

HIF Hipoksi ile indiiklenebilir Biiyiime Faktorii
IGF Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii

IR Iskemi-reperfiizyon

LDTI Siiliik Tiirevi Triptaz Inhibitorii

PDGF Trombosit Kokenli Biiyiime Faktorii
VEGF Vaskiiler Endotelyal Biiytime Faktorii
VWF von Willebrand Faktorii

TGF Transforming (Doniistiiriicii) Bliylime Faktori



1. GIRIS

Hirudoterapi olarak da bilinen, hastaliklarin tedavisinde yasayan siiliiklerin kullanildig1 tibbi
stilik tedavisi; asirlardir bir¢ok kiiltiirde ve cografyada varligimi siirdiirmektedir. Antik
Yunan, Hint, Cin, Anadolu medeniyetlerinin eski yazitlarinda ve Osmanli déneminde

hirudoterapiye rastlanmaktadir [1].

Siiliik salgisinin igeriginde bulunan yiiziin iizerindeki peptit ve protein yapidaki biyoaktif
bilesikler; anti-koagiilan, anti-mikrobiyal, anti-inflamatuvar ve analjezik etkiler
gostermektedir. Siiliik tedavisi, perflizyonu arttirmadaki etkinligi nedeniyle yaralarin hizla
iyilesmesini saglamak amaciyla kullanilmaktadir [2]. Siiliikk salgis1 biinyesinde barindirdigi
hirudin, histamin benzeri maddeler, hiyaliironidaz, kalin ve kollajenaz gibi ¢esitli 6zellikler
gosteren maddeler ve peptit B, teromizin gibi anti-mikrobiyal maddeler sebebiyle yara
iyilesmesinde ¢ok 6nemli bir yere sahip olabilir [3]. Siiliigiin bolgeden ayrilmasindan sonra
dahi etkisini gostermeye devam eden anti-koagiilan ve vazodilaér maddeler, 1sirik
bolgesindeki kan akisinin artmasini saglayarak yara iyilesmesinde olumlu etkiler
gosterebilmektedir. Glinlimiizde, tipta derin ven trombozu ve koroner anjiyoplastide

pihtilagma karsit1 olarak kullanilmaktadir [4].

Yara, cilt veya doku biitinliigiiniin bozulmasidir. Yapt ve islevin bozulmasi ile
iliskilendirilebilir. Kaza, ameliyat gibi durumlar yaranin baslica nedenlerinden sayilabilir.
Memelilerde yarali bir organin onarimi; inflamatuvar hiicre gogiinii ve sitokin hareketlerini,
kollajen ve hiicre dis1 matris birikimini ve yara izinin yeniden sekillenmesini igeren karmasik
bir siirece baghdir. Yara iyilesmesi; homeostaz, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden
sekillenme dahil olmak iizere ardisik ve ortiisen fazlar tarafindan yonetilen, ¢ok yonlii bir
stirectir. Doku yaralanmasindan sonra baglatilan fizyolojik yara iyilesmesi, farkli hiicre

tipleri ve derinin boliimleri arasinda bir sinyal ag1 olusturur [5].

Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), endotel hiicrelerinin proliferasyonunu,
gbclinli ve gecirgenligini uyararak anjiyogenezi (yeni damarlarin olusturulmasini)
diizenleyen, yara iyilesmesinde Onemli bir faktordiir. Yetiskinlik doneminde, cogu

endotelyal hiicre hareketsiz oldugundan dolay1, cogu dokuda VEGF ekspresyonu diisiiktiir.



Cilt, yumurtaliklar, rahim gibi devam eden aktif anjiyogenez bdlgeleri bu agidan bir

istisnadir. VEGF seviyeleri, yara iyilesmesinin proliferatif faz1 sirasinda artar [6, 7].

Bir cilt flebi, hasarli cilt bolgesini tedavi etmek amaciyla dondr bolgeden alinarak bu bolgeye
taginan saglam bir vaskiiler beslemeye sahip cilt ve subkutan doku yapisidir. Dermatolojik
cerrahide genellikle, tiimoriin ¢ikarilmasindan kaynakli yaralarin veya yanik, kesik gibi doku

hasarlarinin onarilmasinda kullanilan bir tekniktir [8].

Bu calismada; tibbi siiliiklerin ve tibbi siiliikk salgi ekstraktinin, flep bolgesindeki yara
iyilesmesi tizerindeki etkilerinin biyokimyasal ve histolojik yontemlerle incelenmesi

amaglandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tibbi Siiliiklerin Genel Ozellikleri ve Biyolojisi

Siiliikler, halkali solucanlar olarak bilinen Annelida filimunun, Hirudinea sinifinda yer alan
omurgasiz canlilardir. Hirudinea sinifinin diinyada 800'den fazla iiyesi bulunsa da tibbi
amaclar i¢in kullanilabilen yalnizca 15 civarinda siiliik cinsi bulunmaktadir. Tibbi 6zellik

gosteren ve yayginca kullanilan bu stiliikler ise genellikle Hirudo cinsi altinda siniflandirilan

stliik tiirleridir, (Cizelge 2.1.) [9-11].

Siiliiklerde viicut dorso-ventral olarak diizlesmis sekildedir ve viicutlari daima 34
segmentten meydana gelmektedir. Tipik olarak siiliiklerde, anterior ¢gekmen ve posterior
¢ekmen olmak iizere iki adet cekmen bulunur. Posterior gekmen tutunmadan sorumlu iken,
anterior ¢cekmende ise agiz yer alir. Anterior ¢ekmen, hem tutunma hem de beslenme
gorevini ustlenir [12]. Siiliiklerin, Gi¢ ¢eneden meydana gelmis olan agizlarinda her bir
cenede, toplamda 300 adet dis olmak iizere yiizer adet kalsifiye yapida keskin disler yer
almaktadir. Bu 0zgilin ¢ene yapisinin sonucunda ise siiliikk 1sirigi, "Y" seklinde bir iz

birakmaktadir [9, 13].

Yasadiklar1 ortamdaki sicaklik ve klor miktar1 gibi ani degisimlere karsi son derece hassas
olan siiliikler, 0 °C ile 30 °C sicakliga sahip ortam kosullarinda hayatlarin1 devam ettirirler.
Yiiksek klor igerigine sahip ortam kosullari, siiliikler i¢in en elverissiz ortamlarin basinda
gelir. Siiliikler stresli kosullar altinda viicut ylizeylerini kaplayarak tabaka olusturan bir
mukus salgilarlar [14]. Solunumlarin1 ise suda ¢oOziinmiis oksijeni veya atmosferdeki

oksijeni viicut yiizeyinden araciligiyla almak suretiyle kullanirlar [9, 13].

Cizelge 2.1. Hirudinea’ya ait tibbi siiliik tiirleri.

Hirudinea Hirudo medicinalis
Hirudo verbana
Hirudo orientalis
Hirudo sulukii
Hirudo nipponia

Hirudo troctina




2.1.1. Hirudo verbana

Hirudo verbana, Hirudinidae familyasinin Hirudo cinsi altinda siniflandirilan bir siiliik
tiriidiir. Uzun siiredir Hirudo medicinalis ad1 altinda tibbi siiliik olarak kullanilmis olsa da
sonraki donemde bu adi tasiyan geleneksel Avrupa tibbi siiliikklerinden farkli, ayri bir tiir
olarak kabul edilmistir. Isvicre ve Italya'dan Tiirkiye ve Ozbekistan'a kadar dagilim
gostermektedir. Tiirkiye'de yayginca bulunan tibbi siiliik tiirii olan H. verbana, (Resim 2.1.)
ozellikle Kizilirmak ve Yesilirmak Deltalar1 basta olmak iizere Bozalan Golii (Izmir),

.Poyrazlar, Isikl gibi sulak .) alanlarda dagilim gostermektedir [15, 16].

Resim 2.1. Hirudo verbana tiiriine ait tibbi stiliikler

H. verbana tiirii tibbi siiliikler; sar1, kirmizi, yesil ve siyah renklerden meydana gelen bir
pigmentasyon gostermektedir. Viicutlarminda dorsal kisimlarinda kirmizi-turuncu veya

siyah desenler bulunmaktadir [17].

2.1.2. Tibbi Siiliik Tedavisinin Tarih¢esi

Ingilizce' de "leech" olarak adlandirilan ve siiliik anlamina gelen kelimenin kdkenine
inildiginde, "hekim" veya "kan emici su solucani" anlamlara geldigi goriilmektedir [18].
Hirudoterapi seklinde de adlandirilan tibbi siiliik tedavisi, kadim bir ge¢mise sahip olan ve
giliniimiizde de genis ¢apta kullanim alanlar1 bulunan, tamamlayici ve destekleyici bir tedavi

yontemidir [19]. Siiliiklerin tibbi amagli kullaniminin kesin olarak hangi yiizyilda basladigi



net degildir. Milattan Oncesine tarihlenen Antik Misir hiyerogliflerinde, tibbi siiliikk

tedavisine dair izler mevcuttur [20].

Kan ile beslenen ve parazitik canlilar olan siiliikler, bu 6zellikleri nedeniyle flebotomi
amaciyla asirlardir kullanilmaktadir. Hipokrat (~460-370 M.O.) tarafindan ortaya atilan
"hiimorol patoloji" teorisine gore hastaliklar viicutta bulunan dort mizacta meydana gelen
dengesizliklerden kaynaklanmaktadir. Galen (129 — 216 M.Q.) ise viicutta en fazla bulunan
mizacin kan oldugunu ileri siirerek, ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in tibbi siiliikk tedavisini
tavsiye etmistir [21]. Ibn-i Sina (980-1037), "Tibbin Kanunu" adli eserinde tibbi siiliik

tedavisine deginmistir ve 6zellikle cilt hastaliklar1 i¢in bu tedavi yontemini 6nermistir [22].

Bir¢ok medeniyette rastlanilan tibbi siiliik tedavisinin Anadolu topraklarinda kullanildigina
dair veriler de mevcuttur. Osmanli padisahlari, ¢esitli hastaliklardan korunmak amaciyla
yilin belirli donemlerinde kendilerine tibbi siiliikleri uygulattirmislardir. Bu donemde, siiliikk

soyunu korumak amaciyla da siiliik ticareti lizerine gerekli diizenlemeler yapilmistir [1].

18. Yiizyilda basta Fransa olmak iizere Avrupa'da tibbi siiliikk kullanimi asir1 ve gereksiz
sekilde bir artis gostermistir. Tibbi siiliikk tedavisinin endikasyonlar1 gereksiz sekilde
genigletilerek, yabani siiliiklerin bu amaglarla toplanmalar1 tehlikeli boyutlara ulasmistir.
Bunun sonucunda, Orta Avrupa'daki H. medicinalis nesli tilkenme riskiyle kars1 karsiya

kalmistir ve bu donem "Leechmania - siiliikk ¢ilgmligi" seklinde anilmustir [23, 24].

Azalmig siiliik popiilasyonlarina bagli olmakla birlikte, tipta ortaya c¢ikan yeni tedavi
yontemlerinin de etkisiyle siiliik tedavisine olan talep gittikce azalmistir ve siiliik tedavisi,
yeniden kesfedilene dek goz ardi edilmistir. 20. yy’nin ikinci yarisinda baslayan, tibbi siiliik
tedavisine ve tibbi siiliik salgisinin bilesenlerine dair ¢alismalar neticesinde, dikkatler tekrar

bu kadim tedavi yontemine yonelmistir.

Ozellikle, plastik-rekonstriiktif cerrahide siiliiklerin, vendz drenaj ve flep sag kalim
tizerindeki olumlu etkilerinin gosterildigi calismalar 6nemli bir yere sahip olmustur. Bu
calismalarin neticesinde, 2004 yilinda FDA-USA (Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag
Idaresi), tibbi bir arag olarak, H. medicinalis' in plastik-rekonstriiktif cerrahide, tedavi edici

amagclarla kullanimina onay vermistir [25].



Diinyada tibbi siiliik iiretimi ve ihracatinda en biiylik paya sahip olan Tiirkiye' de, 2014
yilinda Saglik Bakanligi'nca yayimlanan “Geleneksel ve Tamamlayic1 Tip Uygulamalari
Yonetmeligi” geregince H. medicinalis ve H. verbana cinsi tibbi siiliiklerin, tedavi amaciyla
kullanilmasinin 6nii agilmistir. Bdylece, Tarim ve Orman Bakanligi'nca onayl ¢iftliklerden
elde edilecek olan tibbi siiliiklerin, sertifikali tip doktorlar1 tarafindan uygulanabilir hale

gelmesi saglanmustir [26].

2.1.3. Tibbi siiliik salgisinin bilesenleri ve 6zellikleri

Siiliiklerin tedavi edici etki mekanizmalari, en eski zamanlardan giliniimiize kadar kapsamli
bir sekilde yorumlanmigtir. Siiliik tedavisi, siiliiglin ilk 1sirdig1 an1 ve siiliigiin kan emdigi
(yaklasik 20 ila 45 dakikalik) bir baglanma siirecini igerir. Siiliiklerin kan emmeleri
nedeniyle meydana gelen flebotomi etkisi baslangicta bir rahatlama saglasa da siiliik
tedavisinin ana faydalari, tibbi siiliiklerin tlikiiriglinde bulunan ¢esitli biyoaktif maddeler

dolayisiyla ortaya ¢ikmaktadir [27].

Siliikler viicutlarinin bas ve kuyruk bolgelerinde bulunan ¢ekmenleri ile konakgilarina
tutunurlar. Isirik ani ile birlikte siiliikler beslenmeye baslayarak damarlari genisleten, kanin
akiskanligini arttiran kimyasallar ve analjezikler salgilarlar [28]. Sonrasinda siiliikler,
kolayca beslenmek amaciyla hiicre disi matriks degradasyonuna neden olan bilesikler
sayesinde bir emme yolu olustururlar (hiicre dis1 matris bozulmasi). Adezyon, agregasyon
ve pihtilasmay1 inhibe ederek (trombosit fonksiyonunun ve anti-koagiilan etkinin

inhibisyonu) 1sirik bolgesinde kan akigini arttirirlar [29].

Tibbi siiliik salgisinda bulunan biyoaktif maddeler asagida verildigi gibidir.

* Hirudin, tibbi siiliikk salgisinda bulunan ve en iyi bilinen bilesiklerden birisidir. H.
medicinalis 'in tiikiiriik bezleri tarafindan salgilanir ve 9000 molekiiler agirliga sahiptir.
Bilinen en giiglii, dogal ve yalnizca trombine karsi segici olan bir inhibitoérdiir [30]. Doz
asimi1 zor meydana gelen bir durum olsa da hirudinin herhangi bir antagonisti bulunmadigi
i¢in terapotik amaglarla kullanilirken dikkatli olunmalidir [31].

* Gelin, trombine kars1 inhibitor etki gosterir ve Hirudinaria manillensis’ in salgisindan izole
edilmistir [30].
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» Faktor Xa Inhibitorii, Pihtilasma kaskadinda yer alan Faktér Xa’ y1 inhibe ederek anti-
koagiilan etki gosterir [32].

* Destabilaz, anti-mikrobiyal etki ile birlikte anti-koagiilan etkiler de gostermektedir ve H.
medicinalis salgisindan izole edilmistir [33].

* Hirustasin, doku kallikreini inhibe eden bir proteindir [34].

« LDTI (Siilik Tiirevi Triptaz Inhibitorii), astim, romatoit artrit gibi inflamatuvar
hastaliklarda artis gOsteren tripazin inhibitoriidiir. Bunun yani sira LDTI, tripsini ve
kemotripsini de inhibe etmektedir [35].

* Ghilantenler, Haementeria ghilianii’ den izole edilmis olan, Tripsin ve Faktor Xa inhibe
eden bir proteindir [36].

* Eglin C, kimotripsin ve subtilisin benzeri serin proteinazlar i¢in inhibitor etki gosterir [34]
+ Kompleman C1 Inhibitrii, fonksiyonuna dair yeterli veri bulunmuyor olsa da kompleman
sistemde onemli gorevleri oldugu disiinilmektedir [28].

* Guamerin ve Piguamerin, Kore siiliigii - Hirudo nipponia tiiri tibbi siiliikklerden izole
edilmis olan proteinlerdir. Piguamerin; tripsin, plazma kallikrein ve doku kallikrein
inhibitoriidiir. Guamerin ise serin proteaz inhibitoriidiir [30].

» Bdellinler, Bdellin A (Bdellastasin) ve Bdellin B seklinde c¢esitli formlar1 mevcuttur.
Potansiyel olarak tripsin, plazmin ve sperm akrosin inhibitérleridirler [34].

» Antistasin, ilk olarak Haementeria officinalis tiirii siiliiklerden izole edilmistir. H.
medicinalis tlirli siiliklerin salgilarinda da bulundugu bilinmektedir. Faktor Xa
inhibitoridiir. Kinin-kallikrein sistemi tizerinde de etki gostermektedir [28].

* Theromacin ve Theromyzin, Theromyzon tessulatum tiirii siiliikklerden elde edilmis ve
antibiyotik etki gosteren maddelerdir [37].

* Hiyaliironidaz, antibiyotik etki de gdsteren hyaliironidaz, ekstraselliiler matriksin yapisinda
bulunan hyaliironik asidin endoglukuronid baglarin1 yikar. Ekstraselliiller matriks
degredasyonuna neden olur ve bir yayilma faktorii gorevi gorerek tibbi siiliik salgisinda
bulunan diger bilesenlerin konak¢1 viicudunda etkinlik géstermesinin 6nii agar [38].

* Kollajenaz, kollajenin yikilmasindan sorumlu olan bir enzimdir [30].

* Asetilkolin ve Histamin-Benzeri Maddeler, 1sirik bélgesine olan kan akisini arttirirlar.
Ayrica, uzamis kanamadan da sorumlu olabilirler [30].

* Saratin, H. medicinalis’ ten elde edilmis olan bu protein, Von Willebrand Faktorii’ ne
(VWF) baglanarak trombositlerin kollajen ile etkilesime girmesini engeller. Bdylece,

bolgesel olarak pihtilasmay1 engelleyici bir etki gosterir [39].



* Calin, vVWF' ye baglanarak yara bolgesinde yaklasik 12 saat boyunca pihtilasma karsit1 etki
gosterir [40].

* Apiraz, ADP'yi adenozin monofosfata doniistiirerek agregasyonu inhibe eder. Bu nedenle
dolayli yoldan arasidonik asit, trombosit aktive edici faktor ve epinefrin karsit1 etki de
gostermektedir [28].

* Kloromisetin, bakteriyel hiicre duvarini hedef alarak parcalayici etki gostermesi nedeniyle

anti-mikrobiyal olarak kabul edilmektedir [41].

2.1.4. T1ibbi siiliik tedavisinin endikasyonlar1 ve komplikasyonlari

Asirlar boyunca tibbi siilikk tedavisi, ¢esitli hastaliklarin tedavi edilmesi amaciyla
kullanildrysa da tibbi siiliik tedavisinin etki mekanizmasi ve tibbi siiliik salgisinin igeriginin
daha 1iy1 anlagilmasi ile birlikte bu geleneksel tedavi yonteminin endikasyon sinirlari daha

1yi belirlenmistir.

Tibbi siilik tedavisinin en modern uygulama alanlarindan birisi plastik-rekonstriiktif
cerrahidir. Flep operasyonlar1 sonrasinda, ven6z drenaji saglamak ve flep sag kalimini
arttirmak amaciyla kullanilan tibbi siiliik tedavisi, tatmin edici sonuglar vermektedir. Tibbi
stiliik tedavisinin, travma sonrasi yaralanmalarda da olumlu etkileri oldugu gosterilmistir.
Inflamatuvar hastaliklar, kardiyovaskiiler hastaliklar, hipertansiyon, varisli damarlar, artrit,
osteoartrit, periartrit ve romatoit artrit gibi hastaliklar tibbi siiliik tedavisinin yayginca

kullanildig1 baslica durumlardan sayilabilir [14].

T1bbi siiliik tedavisi nispeten daha az yan etkili olan geleneksel ve tamamlayici bir tedavi
yontemi olsa da farkli komplikasyonlarla karsilasilabilmektedir. Siiliik uygulamasi sonrasi
enfeksiyon olusumu %2-36 oraninda goriilen bir durumdur. Kanama, alerjik reaksiyonlar ve
bakteriyel enfeksiyonlar en yaygin endikasyonlardandir. Tibbi siiliik tedavisini her bireye
uygulamak miimkiin degildir. Tibbi siiliik tedavisinin uygulamasi disinda kalan bireyler
Cizelge 2.2.’de verilmistir [25].

Siiliik sindirim sistemindeki bakteriler zatiirre, septisemi veya gastroenterite neden olabilir.
Siiliiklerin antibiyotik tedavisi olmaksizin uygulandig1 vakalarda, %20 oraninda bakteriyel
enfeksiyona yol agabilecegi bildirilmistir [42]. Baz1 c¢alismalar, fleplerin vendz

konjesyonunda ve replantasyonda siiliik tedavisine bagli olarak, Aeromonas hydrophila'nin



neden oldugu enfeksiyonlar dile getirmektedir. Bu enfeksiyonlarin bir kismi akut sekilde
hafif seyrederken, kismi flep kaybina neden olan enfeksiyonlarin varligi da s6z konusudur.
Tibbi siiliikk salgisinda bulunan, pthtilagma karsit1 6zellikleri nedeniyle hirudin ve histamin
benzeri maddeler nedeniyle ortaya c¢ikan uzamis kanama da en sik Dbildirilen

komplikasyonlardan birisidir [43, 44].

Cizelge 2.2. Tibbi siiliik tedavisinin uygulamasi disinda kalan bireyler

Anti-koagiilan ila¢ tedavisi alan hastalar

Kanamaya yatkinlik gosteren hastalar (Hemofili
Hematolojik Hastaliklar gibi)

Ciddi anemiye sahip hastalar (Hb < 10)

Aktif kanama odag1 olan hastalar

Aktif tiiberkiiloz veya hipotansiyon
Gelismis kronik hastaliklar
Bozulmus yara iyilesmesi

Diyabet

Arteriyel yetmezlik

Akut donemdeki mental hastaliklar

Genel Hastaliklar

AIDS Hastalari

Immiinolojik Hastaliklar Immiinsiipresif tedavi alan hastalar

Cerrahi miidahale yapilacak hastalar
Diger Durumlar 18 yas altindaki bireyler
Hamile ya da emzirme doneminde olan kadinlar

2.2. Cilt Flepleri

Kanser veya kaza, yanik gibi travmatik yaralanmalar sonucunda biitiinliigli bozulan cilt
yapisinin tedavi edilmesinin en iyi yontemlerinden birisi cilt flebi uygulamasidir. Donor
bolgeden alic1 bolgeye nakledilen tam kalinlikta deri kitlelerine cilt flebi ad1 verilmektedir.
Flep sag kaliminin devam edebilmesini i¢in kan dolagiminin saglanmasi gerekmektedir.
Bolgesel deri fleplerinde orijinal kan damarlarinin bir kism1 saglam tutulabilirken, serbest
deri fleplerinde ise mikro-cerrahi yontemler gerekli olabilmektedir [45]. Rastgele paternli
flepler, subdermal pleksus disinda herhangi bir kan kaynagi bilinmeksiniz ve dikkate
alinmaksizin eleve edilen fleplerdir [46]. Dolayisiyle flebe vaskiilarite saglayan
adlandirilmis bir kan damar1 yoktur. Aksine, eksenel model flepler, kan beslemelerinin cogu

i¢in adlandirilmis bir artere bagimlhidir.
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Dikkatli cerrahi planlama ve uygulamaya ragmen, random flep nekrozu, vaskiiler yetmezlik
veya iskemi-reperfiizyon (IR) gibi nedenlerle rekonstriiktif basarisizlik meydana gelebilir
[47]. Nekroz nedeniyle ortaya ¢ikan flep kayb1 ise bazi durumlarda ortaya ¢ikabilen ciddi
bir durumdur ve bu genellikle; yetersiz kan akisi, inflamatuvar reaksiyonlar veya oksidatif

stres nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir [48].

2.3. Yara lyilesmesi

Temel rolii viicudu dis patojenlere ve asir1 su kaybina kars1 kurumaktan sorumlu olan deri,
viicudu bir bariyermisgesine sarmalayarak dis etmenlere karsi korur. Viicudun en biiylik
organlarindan birisi olan deri, yapisinda sa¢ ve tirnaklar1 da bulundurmaktadir. Bunlarin yani
sira ultraviyole korumasi, hormon ve enzim liretimi, homeostaz ve termoregiilasyon gibi

gorevleri de bulunmaktadir [49].

Yara iyilesmesi, bir kaza, travma, hastalik veya ameliyat sonrast olusan kusurlarin
giderilerek, cilt veya dokunun biitiinliigiiniin ve iglevinin korunmasi i¢in gerekli olan fiziksel
bir siiregtir. Doku yaralanmasindan sonra baslatilan fizyolojik yara iyilesmesi, farkli hiicre
tipleri ve derinin boliimleri arasinda bir sinyal ag1 olusturur. Yara bolgesine go¢ etmek igin
inflamatuvar hiicreler de dahil olmak tizere bir grup hiicreyi toplayan kemokinler ve hem bir
yapt iskelesi hem de bir biiylime faktorii kaynagi olarak hizmet eden bir fibrin pihtis

olusumu ile homeostaz sona erer [50].

Doku rejenerasyonu yetenegine sahip olmayan memelilerde yaranin onarilmasini saglayan
asamalar; inflamatuvar hiicre go¢iinii ve sitokin hareketlerini, kollajen ve hiicre dis1 matris
birikimini ve yara izinin yeniden sekillenmesini igeren karmasik bir siirece baglidir. Saglikli

bir sekilde ilerleyen yara iyilesmesi asamalari ise skar olusumu ile sonuglanir [51].

2.3.1. Yara iyilesmesinin asamalari

Normal yara iyilesmesi; homeostaz + inflamatuvar faz, proliferatif faz ve yeniden sekillenme

faz1 olmak iizere birbirinden keskin ¢izgilerle ayrilamayan ardisik {i¢ faz igerir, (Cizelge

2.3).
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Bozulmus yara iyilesmesi ise hipertrofik skar ve keloidin gézlemlendigi asir1 yara iyilesmesi
durumunda veya kronik yaralar (iilser) gibi yara iyilesmesinin sekteye ugradigi durumlarda

ortaya cikar [50].

Cizelge 2.3. Yara iyilesmesinin agamalari

Fazlar Siiresi One Cikan Ozellikleri
Yaralanma ile
birlikte am.den Kan pihtis olusturularak
Homeostaz Faz1 baslar ve birkag
kanamanin durdurulmasi
saat boyunca
devam eder
Yangi, kizariklik, sislik, ac1
inﬂamasyon Faz 0 -5 Giin Monositlerin, makrofajlarin, B ve T
hiicrelerinin varligi
Proliferasyon ) Skar degisimi, yeni epidermis,
e 4 -21 Giin ..
(Graniilasyon) Fazi graniilasyon
Oleunlasma ve Yeniden Matris  bilesenlerinin  {iretimi,
£ > 21 Giin - Aylar yaranin tamamina yakin sekilde

Sekillenme Faz1
onarilmasi

2.3.2. Homeostaz ve inflamasyon fazi

Yaralanmanin bagladigi andan kanamanin durduruldugu ana kadar gergeklesen siirecleri
iceren homeostaz fazi, inflamasyon fazindan 6nce gelir. Yaralanma bolgesinde damarlarin
yirtilmasi, subendotelyal kollajeni trombositlere maruz birakir. Bu nedenle homeostazin ilk
hedefi Oncelikle kanamayir durdurmaktir. Bunun sonucunda pihtilasma kaskadinin
agregasyonu ve aktivasyonu gergeklesir. Bolgesel sekilde olusturulmus fibrin pihtist;
notrofiller, monositler, fibroblastlar ve endotel hiicreleri gibi hiicrelerin gé¢ etmesi i¢in bir

iskele gorevi gortir, [50].

Ayrica, yara iyilegsmesinin saglikli bir sekilde devam ettirilmesi i¢in oldukca 6nemli yere
sahip olan sitokinlerin ve ¢esitli biiyltime faktorlerinin salgilandig1 asama homeosataz fazidir
[52].
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Inflamasyon, yaralanma karsisinda viicudun verdigi gerekli ve normal bir tepkidir.
Baslangicta, homeostaz fazi ile i¢ ice gecmis sekilde hemen ortaya cikar ve normal
inflamatuvar faz 1. Giinden 3. giine kadar devam eder. Erken faz ve ge¢ faz olmak tizere iki
faza ayrilir. Erken asamada, tiimor nekroz faktorii (TNF-a), interlokin-1 (IL-1) ve interlokin-
6 (IL-6) tireten notrofillerin gelisi gerceklesir. Bu ayrica inflamatuvar yanitlari tetikler ve
kan damarlarini onaran vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) ve interlokin-8 (I1L-8)

salgilanmasini baglatir [53, 54].

Esas olarak bagisiklik sistemi elemanlarinin gorev aldigi inflamatuvar faz; artmis vaskiiler
gecirgenlik, dolagimdan yara ortamina hiicrelerin kemotaksisi, sitokinlerin ve biiylime
faktorlerinin bolgesel salinimi ve gog¢ eden hiicrelerin aktivasyonu ile karakterize edilen bir
evredir. Yaralanmadan yaklasik alt1 saat sonra, kan dolagimindaki bagisiklik hiicreleri yara
bolgesine gog eder. Yara bolgesine ilk ulagan kan 16kositleri nétrofillerdir [50]. Nétrofillerin
ana islevi, bakteri ve doku kalintilarinin fagositozudur. Bakteriyel kontaminasyon meydana

gelmedigi siirece, iyilesmenin gergeklesmesi i¢in notrofillerin varlig: sart degildir [55].

Yara makrofajlari, noétrofillerden ¢ok daha uzun bir 6mre sahiptir ve inflamasyon
tamamlanana kadar yarada kalir. Makrofajlar, yara iyilesme kaskadinin diizenlenmesinde
merkezi bir rol oynar [56]. Goériiniimlerini, yaralanmadan sonraki besinci giin civarinda

onemli sayilarda ortaya ¢ikan lenfositler takip eder.

2.3.3. Proliferasyon veya graniilasyon fazi

Yaranin revaskiilarizasyonu, fibroplaziye paralel sekilde ilerlerken; anjiyogenez,
proliferasyon ve migrasyonun bir kombinasyonu ile gergeklesir. Revaskiilarizasyon,
keratinositlerin go¢iinii ve cogalmasina ihtiya¢ duyar. Kilcal tomurcuklar yaraya bitisik kan
damarlarindan filizlenir ve yara bosluguna uzanir. Veniiliin yaraya en yakin tarafindaki
endotel hiicreleri, anjiyojenik uyaranlara yanit olarak go¢ etmeye baslar. Yaranin
derinlerinde graniilasyon dokusu ve kollajen sentezi ilerlerken, yara ylizeyinde epitel
biitiinltigli yeniden saglanir. Yaranin epitelizasyonu, yaralanmadan birkag¢ saat sonra baslar

ve doku biitlinliigii saglanip, normal doku elde edilene kadar devam eder [57].

Yara iyilesmesi sirasinda besine ve oksijene ihtiya¢ duyuldugu icin yara bolgesindeki damar

sisteminin saglikli ve yeterli hale getirilmesi gerekmektedir. Bu asamada, VEGF basta
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olmak iizere anjiyogenezden sorumlu olan biiylime faktorleri devreye girer. Yara
kenarlarindan koken alan epitel hiicreleri ve yara yatagi igindeki epitel kalintilari, kabuk
altinda ve alttaki canli bag dokusu {lizerinde go¢ etmeye baglar. Yaranin hemen bitisigindeki
epidermis, yaralanmadan sonraki 24 saat i¢inde kalinlagsmaya baslar. Hasar kopriilendikten
sonra, go¢ eden epitel hiicreleri yassi1 goriintimlerini kaybeder, sekil olarak daha stitunlu hale
gelir ve mitotik aktivitelerini arttirir. Epitel tabakasi1 yeniden olusturulur ve yiizey sonunda

keratinize olur [58].

2.3.4. Olgunlasma ve yeniden sekillenme faz

Graniilasyon fazmin sonrasina dogru olgunlasma ve yeniden sekilleme fazi baslar.
Baslangigta yara matriksi esas olarak homeostaz ve makrofajdan kaynaklanan fibrin ve
fibronektinden meydana gelir. Basli basina kollajen fibrilleri, iyilesen yaradaki stres ¢izgileri
boyunca yonlendirilerek, hizalanmis demetler halinde ¢apraz baglanir ve yeniden diizenlenir

[59].

Net kollajen sentezi yaralanmadan en az 4-5 hafta sonra artar. lyilesme sirasinda artan
kollajen sentezi orani, yalnizca yaradaki artan fibroblast sayisindan degil, ayn1 zamanda

bireysel hiicreler tarafindan kollajen iretimindeki net artistan da kaynaklanir [60].

2.4. Anjiyogenez

Anjiyogenez, yeni kilcal kan damarlarinin daha Oncesinde var olan vaskiilatiirden
olusturuldugu bir siiregtir. Yara iyilesmesi sirasinda kritik dneme sahip olan anjiyogenez,
graniilasyon dokusu olusumuna katilarak olusan yeni dokularin beslenmesini ve
oksijenlenmesini saglar. Fizyolojik anjiyogenez, pozitif ve negatif anjiyojenezi diizenleyici
molekiiller tarafindan sikica kontrol altinda tutulur ve bu modiilatorler tarafindan diizenlenir

[59].

Embriyonik gelisim doneminde fetiisiin gelisiminden sorumlu olan bu siireg; yetiskinlik
doneminde ise yara iyilesmesinde ve disi iireme sisteminde olduk¢a 6nemli gorevler iistlenir.
Fizyolojik anjiyogenez, oldukca kisa siirelidir ve iki haftadan uzun siirmez. Yetigkin
dokularinda, vaskiiler biiylime (anjiyogenez) normalde yaralarin ve kiriklarin iyilesmesi gibi

doku onarimu sirasinda meydana gelir [61].
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Retinopatiler ve timor biliyiimesi de dahil olmak {izere ¢ok sayida hastaligin énemli bir
bileseni olan patolojik anjiyogenez durumu ise tiimor olusumunda ve kronik inflamasyon
durumunda goézlemlenir. Fizyolojik anjiyogenezin aksine, aylarca hatta yillarca, kontrolsiiz

sekilde devam eder [62]. Anjiyogenez i¢in baska bir itici gii¢ ise hipoksi durumudur.

2.4.1. Hipoksi ile Indiiklenebilir Faktor (HIF)

Hipoksi ile indiiklenebilir faktor (HIF), oksijene duyarli sekilde indiiklenebilir bir faktor
HIF-l-a ve temel HIF-1-f olmak iizere iki alt birimden olusur. HIF-1, hipoksiye tepki
clemanlarina baglanir ve hedef genlerin transkripsiyonunu aktive eder [63]. Hipoksi
sonucunda, bir hayatta kalma mekanizmasi olarak, Hipoksi ile Indiiklenebilir Faktdr-1-o
(HIF-1-0) miktarinda artma meydana gelir. Boylece, anjiyogenezi diizenleyen bir
mekanizma devreye girer [64]. Bununla birlikte, anjiyogenezde HIF-1-0 araciligiyla

diizenlenen ana faktorlerden birisi, vaskiiler endotelyal biiyiime faktortdiir (VEGF) [65].

Iyilesme siireci boyunca hiicre migrasyonu, hipoksik kosullar altinda hiicrenin hayatta
kalmasi, hiicre boliinmesi, biiyiime faktorlerinin salinmasi gibi 6nemli gorevlere sahip olan
HIF-1, yara iyilesmesinin ilk agamalarinda meydana gelen hipoksik kosullar altinda artan
salimim miktar1 nedeniyle yara iyilesmesin indiiklenmesi agisindan énemli etkiler gosterir.
Fakat uzamis hipoksi durumu ise tam tersine yara iyilesmesinin gecikmesine neden olur
[66]. Baz1 normal hiicre tiplerinde ve bir¢ok kanser hiicresinde HIF-I-a, mRNA'nin proteine

translasyon hizi, protein kinaz mTOR kompleksi 1'in (mTORcl) aktivitesi ile diizenlenir

[63].

Doku oksijen seviyesinin saglikli ve normal kosullarina donmesi ile birlikte HIF-1- o
gorevini tamamlayarak degradasyona ugrar. Yara iyilesmesinin ilk asamalarinda ve hipoksi
kosullar1 altinda HIF-1-a oldukg¢a biiyiik bir 6neme sahiptir ve HIF-1 eksikligi kronik-

iyilesmeyen yaralara neden olabilir [66].
2.5. Biiyiime Faktorleri (Growth Factors - GFs)
Biyolojik bir ortamda ¢ok 6zel hiicresel tepkilerin gergeklestirilmesi i¢in talimat verebilen,

blinyesinde ¢ok sayida molekiil barindiran molekiiller grubuna biiyiime faktorleri (Growth

Factors - GFs) ad1 verilmektedir. Bu molekiiller, hedef hiicrelerine gore belirli aktiviteler
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gosterirler. Bu aktiviteler arasinda; hiicre kiitlesini veya biiyiikliigiinii arttirmak, mitojenik
aktivite aracilifiyla hiicre sayisimi arttirmak ve apoptozu Onleyerek, hiicre sag kalimin

arttirmak bulunur [67, 68].

2.5.1. Insiilin benzeri bilyiime faktori (IGF)

Gecmiste somatomedinler olarak bilinen insiilin benzeri biiylime faktorleri (IGF'ler) ailesi,
karaciger basta olmak iizere tiim viicut dokularinda, otokrin mekanizmalar yoluyla

tiretilebilmektedirler [62].

Insiilin benzeri biiyiime faktorleri (IGF-1 ve IGF-2), disiilfid baglari ile birbirine baglanan
iki alt birimden meydana gelen ve proinsiilin ile yapisal homoloji paylasan, 7-kDa
agirliginda proteinleridir. IGF’ler, akcigerler de dahil olmak iizere bircok organin biiyiime
ve gelismesinde yer alip farkli dokulardaki endotel hiicrelerinde bulunur ve mitojenik etki

gosterirler [69].

Gebelik siiresince IGF'ler, akciger epitel hiicre proliferasyonu tizerinde hem otokrin hem de
parakrin yollarla hareket edebilir ve ayrica bag dokusunun olgunlagsmasini da uyarabilirler.
Depolama graniillerinden salinan insiilin ve diger peptit hormonlarinin aksine, IGF'ler
iretildikge salinir. IGF-1’in ve IGF-2nin en yiiksek konsantrasyonu dolasimda bulunur ve

baslica karacigerden elde edilirler [70].

IGF-1’in lineer kemik gelisimi icin, GH' ye yanit olarak endokondral kemikte yerel olarak
iiretilen IGF-1, epifiz plagiin distal proliferatif bolgesinin klonal kondrosit genislemesini
uyararak iskelet biiylimesini destekler. Ayrica, anjiyogenez i¢in olduk¢a 6nemli bir agonistik
etki gosteren IGF’ler, farkli dokulardaki endotel hiicrelerinde reseptorlere sahiptir. Hem
insiilin hem de IGF, endotel hiicrelerinde VEGF mRNA sentezini uyarir. IGF, endotel hiicre

motilitesini ve tiiblil olusumunu kolaylastirir [71, 72].

IGF sentezi ozellikle yara iyilesmesinin graniilasyon fazi ile yeniden sekillenme fazinin
kesistigi donemde (yara iyilesmesinin baslamasindan haftalar sonra) artarak graniilasyon

doku formasyonundan ve epitel rejenerasyondan sorumludur [73].



16

2.5.2. Transforming biiyiime faktorii (TGF)

Déoniistiiriicii bliylime faktorii (TGF) adini, baslangicta normal hiicreleri kétii huylu
hiicrelere doniistiirdiigii kanistyla almistir. Daha sonra bu bilginin yanlis oldugu ortaya
¢ikmis olsa da ad degisikligine gidilmemistir [62]. Cesitli hiicreler ve dokular iizerinde
onemli etkileri olan TGF-o' nin baslica hedefleri arasinda epitelyal hiicreler, gastrointestinal
sistem, akciger, karaciger, bobrek, meme bezi, dermis, gonadlar bulunmaktadir. Diger
bliylime faktorleri gibi TGF-o da hiicre gocili, biliylimesi ve farklilasmasinda rol
oynamaktadir. Ayrica yara iyilesmesinin ilk asamalarinda TGF-a, epidermal biiylime

faktoriiniin (EGF) salgilanmasini tesvik eder [74].

2.5.3. Vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF)

Plasental biiyiime faktorii ve Trombosit Kokenli Biiyiime Faktorii (PDGF) ile yapisal
homoloji gosteren Vaskiiler Endotel Biiytime Faktorii (VEGF), PDGEF iist ailesine aittir.
VEGF, 3446 kDa agirliginda heparin baglayict bir glikoproteindir [62]. VEGF, yara
tyilestirmesine katilan endotel hiicreleri, fibroblastlar, diiz kas hiicreleri, trombositler,

notrofiller ve makrofajlar basta olmak {izere bir¢ok hiicre tipi tarafindan iretilir [75].

VEGF, endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini, gociinli ve gegirgenligini uyaran bir faktordiir.
Anjiyogenez i¢in en onemli elemanlardan birisi olan VEGF, fetal gelisim sirasinda ve
yetiskinlik doneminde damarlarin spesifikasyonu, morfogenezi, farklilagmasi ve homeostazi
icin gereklidir. Hipoksi durumunda ise dokulara oksijen saglanmasindan sorumlu olan bir
sistemin pargasidir [76, 77]. Anjiyogeneniz farkli agsamalarinda gérev alan VEGF, 6zellikle
vaskiiler gecirgenligi arttirmada kendine dzgii ve giiclii bir etkinlik gdstermektedir. Oyle ki

vaskiiler gegirgenligi arttirma tizerindeki etkisi histaminden bile daha gii¢liidiir [75].

VEGF, biyolojik etkilerini hiicre yiizeyindeki VEGF reseptorleri (VEGFR'ler) ad1 verilen
spesifik reseptorlere baglanarak gosterir. VEGFR-1, VEGFR-2 ve VEGFR-3 olmak iizere
ti¢ tip VEGFR mevcuttur. VEGFR-1 ve VEGFR-2 esas olarak kan damarlarinin i¢ yiizeyini

kaplayan hiicreler olan vaskiiler endotelyal hiicrelerde eksprese edilir [78].
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VEGF, o6zellikle proliferasyon fazinda (7. giin dolaylarinda) eksprese edilirek vaskiiler
permeability arttirmaktan, graniilasyon dokusu formasyonundan ve anjiyogenezden

sorumludur [73].
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu tez ¢aligsmasi in vivo kosullar altinda yapilmis deneysel bir ¢alisma olup, deneyler Gazi
Universitesi, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali laboratuvarlari ve Gazi Universitesi, Deney

Hayvanlar1 Arastirma Merkezi (GUDAM) araciligiyla gergeklestirilmistir.

3.1. Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar ve sarf malzemeler Cizelge 3.1 de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Kullanilan cihazlarin ve sarf malzemelerin listesi

Cihaz veya Malzeme Markasi

+4 °C Buzdolab1 Argelik

-20 °C Buzdolabi1 Electroliix MF280
-80 °C Buzdolab1 Sanyo

Invert Mikroskop Leica DMIRB
Santrifiij Niive NF815
Vorteks Niive NM10
Otomatik Pipetler Biologix

Hassas Terazi

Siringa Filtreleri (0.22 pm)
Goriintli Analiz Sistemi
Doku Takip Cihazi

Etiiv

Elisa Mikroplaka Yikayict ve Okuyucu
Spektrofotometre
Homojinator

Isik Mikroskobu

Mikrotom Bigag1

Doku Takip Kaseti
Hidrofobik Kalem
Superfrost Mikroskop Lami

Adventurer Pro
Sartorius Minisart
Leica Qwin

Leica

Niive FN 055
Combiwash
Hitachi U-2900

Heidolph homogenizers

Leica 400 DM 4000
Feather

Superrior

Pat Lab

Thermo Scientific

3.2. Tibbi Siiliiklerin Temini

(Calismada Tarim ve Orman Bakanlig1 tarafindan onayli, steril tibbi siiliik iiretim ¢iftiginden

temin edilen tibbi suliik turlerinden Hirudo verbana ornekleri “Kamerali Stereozoom

Mikroskop” araciligiyla incelenerek teshis edildiler.
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Siiliikler, klorsuz su ile dolu, havalandirmasi iyi olan plastik kaplarda muhafaza edildiler.
Oda sicakliginda muhafaza edilen plastik kaplardaki su, 2-3 giinde bir degistirilerek

stiliiklerin bakimlar1 yapildi.

3.2.1. Tibbi siiliik salgisinin elde edilmesi

Siiliiklerde salgi sekresyonuna sebep olan, fagostimiilator bir soliisyon ile siiliiklerin
beslenmesinin sagladik ve ardindan sagma yontemini kullandik. Bu ydntem literatiirde,
hakkinda en ¢ok arastirmanin bulundugu yontemdir, (Resim 3.1.). Ozellikle 1.P. Baskova ve

arkadaglar1 tarafindan yayginca kullanilmis olan bir tekniktir [79].

37 °C sicakliginda, 0.001 M arginin ve 0.15 M sodyum kloriir soliisyonundan olusan bir
fagostimiilator soliisyon araciligiyla siiliiklerin telef olmadan salgilarinin elde edilmesini
saglayan bir yontemdir. Bahsedilen fagostimiilator soliisyonu, bir parafilm tabakasi ile
kaplanarak ters ¢evrilmis olan bir huniye aktardik (Resim 3.1.). Siiliikkler doyuncaya ve
kendilerini parafilmden ayirincaya kadar bu solliisyonu emmelerine izin verdik.

Fagostimiilator soliisyonu emmeden Once ve sonra siiliikklerin agirhig kaydettik.

Parafilmden ayrilan doymus siiliikler, kiigiik bir plastik kaba aktarildilar. Ardindan bu kabz,
buz kiipleri igeren daha biiyiik bir kutuya yerlestirdik. 15-20 dakika boyunca siiliikler
bilincini kaybedip emdigi tiim soliisyonu kusana kadar beklettik. Salgi toplama islemini
tamamlamak i¢in siiliikleri, posterior (kuyruk) kisimlarindan anterior (agiz) kisimlarinda

bulunan emici ¢ekmenlerine dogru yumusak bir sekilde sagarak tiim sivilar1 topladik.

Elde edilen bu s1v1, 0.22 um’lik filtreden gecirilerek 4°C'de 2500 rpm'de 10 dakika boyunca
santrifiij edildi. Bu siv1, igerigindeki protein degerini kaybetmemesi amaciyla eppendorflara

boliinerek, -20 °C’de 151k gormeyecek sekilde muhafaza edildi.
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Resim 3.1. Fagostimiilator soliisyon ile beslenmeleri sirasinda tibbi siiliikler

3.2.2. Tibbi siiliik salgisinda total protein tayini

Siiliik salg1 ekstraktinin total protein tayini, Bradford tarafindan bildirilen Bradford
yontemine gore, Bradford Protein Assay Kit (ABP Biosciences - A.B.D.) araciliiyla yapildi
[80].

Protein-boya baglanma iliskisini baz alan bu teknik, proteinlerin mikrogram miktarlarmin
niceliklerinin belirlenmesi i¢in oldukca pratik, hizli ve hassas bir yontemdir. Protein ve
peptit icerigi yiiksek olan tibbi siiliik salgis1 i¢in bu teknigi tercih etme sebebimiz ise ¢alisma
sirasindaki bekleme siiresinin miimkiin olan en siireye indirilerek protein kaybinin 6niine

gecmektir.

Uygulama Basamaklari:

1. Konsantrasyonlar1 25 pg/ mL — 1500 pg/ mL arasinda olan standartlar, seri diliisyon ile 6
farkli konsantrasyonda hazirlandi.

2. Standartlar ve siiliik salgi esktrakti, 1 mL olacak sekilde etiketlenmis test tiiplerine
pipetlendi.

3. Her bir tiipe 1 mL Bradford reaktifi eklenerek iyice karistirildi.
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4. Ornekler 5 dakika boyunca, 37 °C’ de inkiibe edildi.
5. Orneklerin absorbans degerleri 595 nm’de kore kars1 spektrofotometrede lciildii.

6. Protein miktarlar1 olusturulan standart grafiginden yararlanilarak hesaplandi. (Sekil 3.1.)

Total Protein Miktari Hesaplama: (Numune Absorbanst / Standart Absorbanst) * standart

konsantrasyonu
Siiliik Salgis1 Proteini Standart Grafigi

| 1600

€ 1400 y = 1901,8x2 - 2942,9x + 1011,3'...9

Ei R? = 0,9951 '

s 1200

5

> 1000 e

<

£ 80

£ 600 :

2 .

400

£ 200 — L

a 0 o

! 1.2 14 1,6 18

Absorbans

Sekil 3.1. Siiliik salg1 ekstraktinda total protein tayini

Sonuglar pg/ mL cinsinden verilmistir. Calismamizda kullandigimiz siiliik salgi ekstraktinin

total protein konsantrasyonu 50 pg/ mL olarak bulunmustur, (Cizelge 3.2.).

3.3. Deney hayvanlarinin temini ve laboratuvar kosullari

Hayvan deneyleri, Gazi Universitesi Hayvan Arastirmalar1 Etik Kurulu tarafindan G.U.ET
—22.081 kod numarast ile almmus olan etik kurul onayi ile; Gazi Universitesi - Laboratuvar
Hayvanlar Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde (GUDAM) gerceklestirildi.
Tiim deneyler, “’Laboratuvar Hayvanlarinin Bakimi1 ve Kullanimi Yonergelerine’” uygun

olarak yapildi.
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Deney hayvani olarak Wistar albino (Rattus norvegicus) tiirii, agirliklar: 250 + 30 g olan 24
adet disi sigan ile ¢alisildi. Deney siiresince ortam kosullari; 12 saat aydinlik 12 saat karanlik,
%47 £ 5 nem ve sicaklik 22 C° + 4 (klimali1 oda) olacak sekilde sabit tutuldu. Deney boyunca
ad libitum kosullar altinda; igme suyu olarak ¢esme suyu ve yem olarak ise normal pellet

yem kullanildi.

3.4. Cerrahi yontem ve flep modeli

Gerekli anestezik maddelerin; ketamin (80 mg/kg) + ksilazin (10 mg/kg) intraperitonel
enjeksiyonu ile tiim gruplardaki tiim si¢anlarin anestezisi uygun sartlarda gerceklestirildi.
Anestezi sonrasi trag makinesi ile sicanlarin kil tirast yapildi. Genel anestezi altinda cerrahi
operasyon tamamlandi. Tiim gruplardaki tiim siganlara Resim 3.2. ’de gosterildigi sekilde

dorsal flep modeli uygulandi.

Sicanlarin dorsal bolgelerine, boyutlar1 6 x 2 cm olacak sekilde planlanan flep modeli,
cerrahi cetvel ile Ol¢iilerek, cerrahi kalem yardimiyla ¢izildi. Fleplerin anatomik sinirlariin
belirlenmesinin ardindan, random dorsal flep derin kas fasyasi iizerinden eleve edildi.

Sonrasinda tiim flepler basit dikis ile ilk pozisyonlarina yeniden yerlestirildi.

Resim 3.2. Deney hayvanlarinin dorsal bolgelerinde yapilan flep operasyon
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3.5. Deney Gruplan
Deney gruplarina ait bilgeler agagidaki gibidir, (Sekil 3.2.).

A Grubu: Tibbi siiliik uygulanan gruptur. Operasyon giinii flep uygulamasi sonrasi, anestezi
altinda flebin distal ve proksimal merkezlerine birer tane olmak {izere kii¢iik boy (~ 0.5 gr.)

steril tibbi siiliik uygulandi.

B Grubu: Siiliik salgi ekstrakti (SSE) enjekte edilen gruptur. Operasyon giinii flep
uygulamasi sonrasi, anestezi altinda flebin distal ve proksimal merkezlerine birer tane olmak

tizere 0,5 mL SSE subkutan sekilde enjekte edildi.
C Grubu: Fagostimiilator soliisyon (FSS) enjekte edilen gruptur. Operasyon giinii flep
uygulamasi sonrasi, anestezi altinda flebin distal ve proksimal merkezlerine birer tane olmak

tizere 0,5 mL FSS subkutan sekilde enjekte edildi.

D Grubu: Kontrol grubudur. Yalnizca flep uygulamasi yapilmis olup herhangi bir islem

uygulanmadi.

Postoperatif yedinci giinde tiim hayvanlar uygun anestezik ve etik kosullar altinda disekte
edildi.

(A) (B) (C) (D)

P Pk 1

L]

A\ b
~ ﬁ = ﬁ /.ﬁ "-"ﬁ

Sekil 3.2. Deney Gruplar1
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3.5.1. Tibbi siilitkk uygulmasi

Tibbi siiliik uygulanan gruptur. Operasyon giinii flep uygulamasi sonrasi, flebin distal ve
proksimal merkezlerine birer tane olmak iizere kiigiik boy (ortalama 0.5 g) steril tibbi siiliik
uygulandi, (Resim 3.3.). Siiliikkler beslenmelerini tamamladiktan sonra (ortalama 0.5 mL kan
emdiler) kendiliginden uygulandiklar1 bolgeden ayrildilar. Siiliiklerin agirliklar: uygulama

oncesinde ve sonrasinda tartilarak kaydedildi. Uygulama sonrasinda tibbi siiliikler %90

etanol igerisine koyularak imha edildiler.

Resim 3.3. Flebin distaline ve proksimaline steril tibbi siiliik uygulamasi

3.5.2. SSE Enjeksiyonu

Operasyon giinii flep uygulamasi sonrasi, flebin distal ve proksimal merkezlerine birer tane

olmak iizere 0,5 mL Siiliik salg1 ekstakti subkutan sekilde enjekte edildi, (Resim 3.4.).

Resim 3.4. Flebin distaline ve proksimaline tibbi siiliikk salgis1 enjeksiyonu



26

3.5.3. FSS enjeksiyonu

Fagostimiilator soliisyon; siiliik salgisi elde etmek amaciyla siiliikleri beslerken kullanilan,
0.001 M arginin ve 0.15 M sodyum kloriirden olusan bir besleme soliisyonudur. Operasyon
giinii flep uygulamasi sonrasi, flebin distal ve proksimal merkezlerine birer tane olmak iizere
0,5 mL FSS subkutan sekilde enjekte edildi. * Deney protokoliinde SSE elde etmek i¢in tibbi
stilikler FSS ile beslendi, bu nedenle tibbi siiliik salgisinin etkilerini daha iyi anlamak

amaciyla bu gruba FSS enjeksiyonu uygulandi.
3.6. Flep Nekroz Alanlariin Olgiimii Ve Goriintiilerin Analizleri

Tiim gruplardaki tim si¢anlarin postoperatif 7. glinde fotograflar1 ¢ekildi. Ardindan tiim
gruplarda fotograf makinesiyle elde edilen biitiin gorseller incelendi. Tiim goriintiilerdeki
nekroza giden ve yasayan flep alanlar1 Image] v1.0 (Oracle Corporation, Amerika)
bilgisayar programi kullanilarak analiz edildi. (Sekil 3.3.) Elde edilen nekroz alani, toplam
alana boliinerek bu orani 100 ile ¢arpildi ve “’Nekroz Orani (%)’ seklinde ifade edildi.

Nekroz Alani Orani (%) = (Nekroz Alant / Toplam Alan) * 100

4 Imagel
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

ly
njo|c@ <\ Alo|old | s]e]~] | | |=

4 WhatsApp Image 2023-06 mat.jpg (7 - m]

896x1115 pixels; RGB; 3.8MB

£ Results = [m] X

File Edit Font Results
[area ]| .

1 26529

<

Sekil 3.3. ImageJ bilgisayar programi kullanilarak yapilan nekroz alan1 hesaplamalari
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3.7. Diseksiyon

Flep cerrahisinin postoperatif 7. giiniinde tiim sicanlarin anestezisi uygun sartlarda
gerceklestirildi. Hayvanlarin tamamen anestezi altina girmelerinin ardindan, intrakardiyak
sekilde kan alinarak 6tanazi islemi gergeklestirildi. Kan 6rnekleri, kan tiiplerine aktarildi ve
3000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Santrifiij ardindan kandan elde edilen serum 6rnekleri
eppendorf tiiplerine ayristirilarak, -80 °C’de muhafaza edildiler.

Dorsal cilt flepleri Otanazi sonrasi siitiirasyon hattinin etrafindan histopatolojik
degerlendirme i¢in proksimal ve distal olarak eksize edildi. Dokularin bir kismi igerisinde
%10’luk tamponlu formaldehit bulunan kaplar i¢erisinde muhafaza edildiler. Geriye kalan
doku numuneleri ise biyokimyasal incelemeler icin sivi azotta dondurularak -80 °C'de

muhafaza edildiler.

3.8. Histolojik Incelemeler

Alinan ornekler oncelikle %10 notral formaldehit soliisyonunda 72 saat boyunca tespit
edildiler. Tespit isleminin tamamlanmasini ardindan, rutin takip islemleri saglandi. Tiim
dokular, kasetlere konularak akarsu altinda yikanmalarinin ardindan, suyun uzaklastiriimasi
(dehidratasyon) i¢in artan alkol serilerinden (%50, %70, %80, %90, %100) gegirildiler.

Dokular, parlatilmalar1 amaciyla ksilolden gecirilerek erimis parafine gémiildiiler ve parafin
bloklar haline getirildiler. Hazirlanan parafin bloklarindan 4-5 mikron kalinliginda kesitler

alindi.

Alinan kesitler, Hematoksilen-Eozin (H&E) ve Masson’s trichrome yontemleri ile
boyanarak elde edilen drneklerdeki histomorfolojik degisimler ve OMP tutulumlari, Leica
DM4000 (Germany) bilgisayar destekli goriintiileme sisteminde 151k mikroskobi ile
incelendi. Histomorfolojik olarak incelenen alanlar, Leica — Qwin programinda resimleri
cekilerek degerlendirilmeleri yapildi ve histomorfolojik degerlendirme igin skorlamalar
yapild1 [82].
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3.9. Immiinohistokimyasal Incelemeler

4-5 mikron kalinlikta elde edilen kesitler 2 kez, 15’er dakika ksilol igerisinde bekletildiler.
Ksilolden ¢ikarilan 6rnekler sirasiyla %100, %96, %90, %80 ve % 70 konsantrasyondaki
etil alkol ¢ozeltilerinde 10’ar dakika tutuldular. Daha sonra, 2 defa 5 dakika boyunca distile

su i¢erisinde bekletilerek rehidrate edildiler.

Nemli ortamda immiinohistokimya barina dizilen dokularin etrafi PAP-Pen ile ¢izilerek 3’er
dakika boyunca 3 kez PBS (Phosphate Buffer Saline, pH: 7,4) ile yikandi. Ozgiin olmayan
baglanmay1 engeleyebilmek i¢in 10 dakika serum blocking solution uygulanan ornekler
VEGF (Cat: 114409 Lot: 05310) primer antikoru ile +4 °C’de 1 gece inkiibasyona
birakildilar. inkiibasyon sonrasi PBS ile yikanan &rneklere endojen peroksidaz aktivitesini

engellemek i¢in 15 dakika boyunca % 3 hidrojen peroksit ¢ozeltisi uygulandi.

Orneklere PBS ile yikandiktan sonra biotinli sekonder antikor uygulandi. Yine 3 kez 3’er
dakika PBS ile yikanan orneklere diaminobenzedin (DAB) substrati i¢ceren kromojen
uygulanarak, 6rneklerde gozle goriilebilir immiin tepkime olusana kadar bekletildiler. PBS

ile yikanan orneklere zemin boyasi olarak Mayer'in Hematoksileni kullanildi.

Alkol serisinden gegirilerek dehidrate edilen 6rnekler, ksilolde bekletildikten sonra entellan

kullanilarak lamel ile kapatildi.

Tim ornekler Leica DM4000 (Germany) bilgisayar destekli goriintiileme sistemi
yardimiyla, Leica Q Vin 3 programinda fotograflari ¢ekilerek degerlendirildiler. Her slayt
icin se¢ilen bagimsiz 10 alanda saglanan hiicre sayimlarinda belirtilen antikorlara ait
tutulumlar yiiz hiicre {izerinden degerlendirildi. Immiinohistokimyasal degerlendirme igin

skorlamalar yapild1 [83].

3.10. Doku Homojenizasyonu

Flep bolgesinden alinan proksimal ve distal dokulardan homojenat elde etmek i¢in doku

homojenizasyon islemi uygulanmistir.
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Uvygulama basamaklar::

1. Cilt dokusu ilk once kiiciik pargalara ayrilmis daha sonra olusan fazla kanin tayin

sonucunu etkilememesi i¢in PBS (pH 7.4) ile yikanmistir.

2. Fazla soliisyondan arindirilan dokudan her bir 6rnek i¢in 100 mg tartilarak 900 uL PBS
eklendi.

3. Deney tiipii icerisine aktarilan bu karisim, buz banyosu igerisinde bigakli homojenizator

(Heidolph, SilentCrusher) araciligiyla homojenize edildi.

4. Homojenizatlar, buz iizerinde 15 dakika inkiibe edilmelerinin ardindan +4°C’de 3000
rpm’de 20 dakika santrifiij edildi (Niive NF815). Santrifiij sonrasinda siipernatant ivedi
sekilde alikotlanarak -20°C'de muhafaza edildi.

3.11. ELISA Yontemi ve Prensibi

Doku homojenizasyonu ile elde edilen siipernatantlardan ve serumlardan IGF-1,TGF-a ve
HIF-1-a konsantrasyon tespiti icin sandwich test prensibine sahip ELISA yéntemi kullanildi.
Rat IGF-1 (Insulin Like Growth Factor-1), Cat: ELK1136; Rat TGF-o (Transforming
Growth Factor Alpha, Cat: ELK2464 ve Rat HIF-1-o (Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha)
Cat: ELK1604, ELK Biotechnology marka ELISA kitleri kullanildi.

Bu calismada kullanilan tiim ELISA kitleri ayn1 test prensibine ve basamaklara sahiptir.
Kitlere ait mikrotitre plakasi; Rat IGF-1, Rat TGF-a veya Rat HIF-1-o’ya 6zgii antikor ile
onceden kaplanmustir.

3.11.1. Standartlarin hazirlanmasi

1. Standart, 1,0 mL standart seyreltici tampon ile sulandirildi ve 10 dakika oda sicakliginda
tutularak ardindan, kopilirmeyecek sekilde hafifce calkalandi.



30

2. Stok soliisyondaki (konsantrasyonu HIF-1-a ve IGF-1 i¢in; 10 ng/ mL ve TGF-a i¢in; 500
pg/ mL) olan standarttan, 0,5 mL standart seyreltici tamponu igeren 7 tiip hazirlanarak c¢ift

diliisyon serisi olusturmak amaciyla seyreltilmis standart kullanildi.

3.a. 5 ng/mL, 2,5 ng/mL, 1,25 ng/mL, 0,63 ng/mL, 0,32 ng/mL, 0,16ng/ mL ve son olarak,
0 ng/ mL (blank; kor) olacak sekilde yedi tiip hazirlandi, (HIF-1-o ve IGF-1).

3.b. 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,25 pg/mL, 15,63pg/mL, 7,82pg/mL
ve son olarak, 0 ng/ mL (blank; kor) olacak sekilde yedi tiip hazirlandi, (TGF-a).

4.Standart yiiksek konsantrasyondan diisiik konsantrasyona diliie edilirken, her diliisyon i¢in

pipet ucunu degistirildi. Son tiip, kor olarak kabul edildigi i¢in hi¢bir ekleme yapilmadi.

3.11.2. Testin yapihis1

Serum ve doku homojenatlarindaki HIF-1-a, TGF-a ve IGF-1 konsantrasyonlarinin tespiti

icin ELISA testinin basamaklar1 asagida verildigi sekilde yapildi.

1. Kit oda sicakligina geldikten sonra, her kuyucuga 100 pL olacak sekilde standart ¢aligma

tamponu veya numune eklenerek 37°C'de 80 dakika inkiibe edildi.

2. Plakadaki sividan arindirilarak, her kuyucuga 200 puL 1 x wash buffer (Yikama soliisyonu)
eklenerek 3 kez yikandi. Sivinin plakadan tamamen uzaklastirilmasinin ardindan, her
kuyucuga 100 pL Biyotinlenmis Antikor Calisma Soliisyonu (1x) eklendi ve 37°C'de 50
dakika inkiibe edildi.

3. Plakanin ters cevrilerek bir zemine vurulmasi suretiyle soliisyon uzaklastirildi. Her
kuyucuga 200 pL 1 x wash buffer eklendi ve plaka 3 kez yikandi. Kuruduktan sonra her bir
kuyucuga 100 puL 1 x Streptavdin-HRP Calisma Soliisyonu eklenerek 37°C'de 50 dakika
inkiibe edildi.

4. Plakadaki s1v1 uzaklastirilarak, her kuyucuga 200 pL 1 x wash buffer eklendi ve plakay1
bes kez yikandi. Dondiirerek kurutmanin ardindan, her kuyucuga 90 uL TMB Substrat
Soliisyonu eklendi ve karanlikta 20 dakika 37°C'de inkiibe edildi.
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5. Her kuyucuga 50 pLL durdurma soliisyonu eklendi.

6. Ardindan plaka, bir plaka ¢alkalayici iizerinde 1 dakika boyunca ¢alkalandi. Mikroplaka
ivedilikle 450 nm'ye ayarlanmis olan Elisa Mikroplaka Okuyucuda okutularak, OD (optik

yogunluk — optical density), sonuc¢larinin kaydedilmesi suretiyle alindi.

Standart konsantrasyonlar Y, standartlara ait absorbanslar X eksenine yerlestirilerek standart
egrisi ¢izildi. Ornek konsantrasyonlari standart egriden hesaplandi. HIF-1-o konsantrasyonu
(Sekil 3.4.) ng/ mL, TGF-a konsantrasyonu (Sekil 3.5.) pg/ mL ve IGF-1 konsantrasyonu
(Sekil 3.6.) ng/ mL olarak verildi.

HIF-1-a Standart Grafigi
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Sekil 3.4. HIF-1-a Standart Grafigi

TGF-a Standart Grafigi
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Sekil 3.5. TGF-a Standart Grafigi
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IGF-1 Standart Grafigi
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Sekil 3.6. IGF-1 Standart Grafigi

3.12. istatistiksel Yontem

(Calismadan elde edilen veriler, IBM SPSS 21 (IBM SPSS Inc, Chicago, IL) programi ile
istatistiksel olarak degerlendirildi. Veriler ortalama (mean) ve SEM (standard error of mean
- ortalamanin standart hatasi) olarak ifade edildi. Bagimsiz grup incelemelerinde; parametrik
test varsayimlari saglandigindan Tek Yonlii Varyans Analizi (post hoc: Tukey testi)
kullanilmistir. Istatistiksel olarak anlamli farkliligin kaynagini bulmak icin gruplar kendi
aralarinda da tek tek karsilastirildi. Tiim analizler %95 giiven araliginda ve 0.05 anlamlilik
diizeyinde kabul edilmis olup, bu degerin altinda kalan degerler istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi. MedCalc — version 20.305 Programi araciligiyla istatistiksel verilerden figiirler

¢izildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

(Calismamizda siiliikk, SSE, FSS ve kontrol gruplarina ait hayvanlardan elde edilen serum
orneklerinde, flep bdlgesinden alinan proksimal ve distal dokulardan elde edilen

homojenatlarda HIF-1-a, TGF-a ve IGF-1 parametreleri degerlendirildi.

41.1. HIF-1-a

Serum orneklerinde, deney gruplari arasinda HIF-1-o (ng/mL) konsantrasyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi, (p = 0,523). Deney gruplarindaki ortalama =+
SEM degerleri; siiliikk (A) grubu (0,18 £ 0,01), SSE (B) grubu (0,16 + 0,002), FSS (C) grubu
(0,20 £ 0,02) ve kontrol (D) grubu (0,22 + 0,06) olarak tespit edildi, (Sekil 4.1.).

Proksimal flep dokusundan elde edilen homojenatlarda, deney gruplar1 arasinda HIF-1-a
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmedi, (p = 0,152). Deney gruplarindaki
ortalama + SEM degerleri; Siiliik (A) grubu (2,87 £ 0,90), SSE (B) grubu (1,90 £+ 0,70), FSS
(C) grubu (4,30 £ 1,35) ve kontrol (D) grubu (0,77 + 0,48) olarak tespit edildi, (Sekil 4.2.).

Distal flep dokusundan elde edilen homojenatlarda, deney gruplari arasinda HIF-1-a
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gortilmedi, (p = 0,598). Deney gruplarindaki
ortalama + SEM degerleri; Siiliikk (A) grubu (2,04 + 0,66), SSE (B) grubu (0,58 £ 0,16), FSS
(C) grubu (1,50 £ 0,95) ve kontrol (D) grubu (1,51 + 1,13) olarak tespit edildi, (Sekil 4.3.).

Serum ve doku 6rneklerindeki HIF-1-o konstantrasyonlar1 Cizelge 4.1.” de sunulmustur.
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Cizelge 4.1. Serum ve doku 6rneklerindeki HIF-1-a konstantrasyonlari

HIF-1-a (ng/mL) Gruplar Ortalama + SEM p degeri

Serum (A) Siiliik Grubu 0,18 +0,01
(B) SSE Grubu 0,16 £0,002 0.523
(C) FSS Grubu 0,20 + 0,02 '
(D) Kontrol Grubu 0,22 + 0,06

Proksimal Doku (A) Siiliik Grubu 2,87 +£0,90
(B) SSE Grubu 1,90 £ 0,70 0.152
(C) FSS Grubu 4,30 + 1,35 ’
(D) Kontrol Grubu 0,77 £ 0,48

Distal Doku (A) Siilik Grubu 2,04+ 0,66
(B) SSE Grubu 0,58+0,16 0.598
(C) FSS Grubu 1,50 £ 0,95 '
(D) Kontrol Grubu 1,51 +1,13

Serum
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Sekil 4.1. Serum orneklerindeki HIF-1-o konsantrasyonlarinin deney gruplari arasinda

karsilastirilmast
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Proksimal Flep Dokusu
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Sekil 4.2. Proksimal doku homojenatlarinda HIF-1-a konsantrasyonlarinin deney gruplari

arasinda karsilastirilmasi
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Sekil 4.3. Proksimal doku homojenatlarinda HIF-1-o konsantrasyonlarinin deney gruplari

arasinda karsilagtirilmasi
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4.1.2. TGF-a

Serum Orneklerinde, deney gruplart arasinda TGF-a (pg/ mL) agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriilmedi, (p = 0,53). Deney gruplarindaki ortalama + SEM degerleri; siiliik
(A) grubu (10,61 + 0,18), SSE (B) grubu (10,07 £+ 0,04), FSS (C) grubu (10,08 + 0,02) ve
kontrol (D) grubu (10,07 + 0,04) olarak tespit edildi, (Sekil 4.4.).

Proksimal flep dokusundan elde edilen homojenatlarda, deney gruplar1 arasinda TGF-a
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goériilmedi, (p = 0,279). Deney gruplarindaki
ortalama + SEM degerleri; siiliikk (A) grubu (77,37 + 15,73), SSE (B) grubu (85,04 + 41,62),
FSS (C) grubu (214,52 + 94,52) ve kontrol (D) grubu (30,40 + 6,80) olarak tespit edildi,
(Sekil 4.5.).

Distal flep dokusundan elde edilen homojenatlarda, deney gruplari arasinda TGF-a
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi, (p = 0,104). Deney gruplarindaki
ortalama + SEM degerleri; siiliik (A) grubu (110,82 + 24,73), SSE (B) grubu (18,63 = 2,69),
FSS (C) grubu (45,90 + 22,12) ve kontrol (D) grubu (56,55 + 39,10) olarak tespit edildi,
(Sekil 4.6.).

Serum ve doku 6rneklerindeki TGF-a konstantrasyonlar1 Cizelge 4.2.” de sunulmustur.

Cizelge 4.2. Serum ve doku 6rneklerindeki TGF-o konstantrasyonlari

TGF-a (pg/ mL) Gruplar Ortalama £ SEM  p degeri

Serum (A) Siiliik Grubu 10,61 £0,18
(B) SSE Grubu 10,07 + 0,04 0.53
(C) FSS Grubu 10,08 = 0,02 '
(D) Kontrol Grubu 10,07 + 0,04

Proksimal Doku (A) Siiliik Grubu 77,37 + 15,73
(B) SSE Grubu 85,04 + 41,62 0.979
(C) FSS Grubu 214,52 + 94,52 ’
(D) Kontrol Grubu 30,40 + 6,80

Distal Doku (A) Siiliik Grubu 110,82 + 24,73
(B) SSE Grubu 18,63 + 2,69 0.104
(C) FSS Grubu 4590+ 22,12 '

(D) Kontrol Grubu 56,55 + 39,10
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Sekil 4.4. Serum Orneklerindeki TGF-a konsantrasyonlarmin deney gruplari1 arasinda

karsilastirilmast
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Sekil 4.5. Proksimal doku o6rneklerindeki TGF-a konsantrasyonlarinin deney gruplari

arasinda karsilagtirilmasi
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Distal Flep Dokusu
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Sekil 4.6. Distal doku orneklerindeki TGF-a konsantrasyonlarinin deney gruplar arasinda

karsilastirilmast

4.1.3. IGF-1

Serum orneklerinde, deney gruplari arasinda IGF-1(ng/ mL) agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark goriilmedi, (p = 0,150). Deney gruplarindaki ortalama = SEM degerleri;
stiliik (A) grubu (0,28+ 0,02), SSE (B) grubu (0,43 £+ 0,15), FSS (C) grubu (0,23 + 0,01) ve
kontrol (D) grubu (0,32 £ 0,05) olarak tespit edildi, (Sekil 4.7.).

Proksimal flep dokusundan elde edilen homojenatlarda, deney gruplari arasinda IGF-1
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi, (p = 0,195). Deney gruplarindaki
ortalama ve SEM degerleri; siiliik (A) grubu (2,32 + 0,63), SSE (B) grubu (4,29 + 1,57), FSS
(C) grubu (2,18 £ 0,85) ve kontrol (D) grubu (0,70 + 0,21) olarak tespit edildi, (Sekil 4.8.).

Distal flep dokusundan elde edilen homojenatlarda, deney gruplari arasinda IGF-1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi, (p = 0,727). Deney gruplarindaki ortalama ve
SEM degerleri; siiliik (A) grubu (1,86 + 0,42), SSE (B) grubu (1,82 + 1,39), FSS (C) grubu
(1,02 £ 0,35) ve kontrol (D) grubu (0,74 + 0,23) olarak tespit edildi, (Sekil 4.9.).
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Serum ve doku orneklerindeki IGF-1 konsantrasyonlari Cizelge 4.3.’de sunulmustur.

Cizelge 4.3. Serum ve doku 6rneklerindeki IGF-1 konsantrasyonlari

IGF-1 (ng/ mL) Gruplar Ortalama+ SEM p degeri
Serum (A) Siiliikk Grubu 0,28 + 0,02
(B) SSE Grubu 0,43 +0,15 0.150
(C) FSS Grubu 0,23 £0,01 '
(D) Kontrol Grubu 0,32+ 0,05
Proksimal Doku (A) Siiliik Grubu 2,32 +0,63
(B) SSE Grubu 4,29+ 1,57 0.195
(C) FSS Grubu 2,18 £ 0,85 ’
(D) Kontrol Grubu 0,70 £ 0,21
Distal Doku (A) Siiliikk Grubu 1,86 +0,42
(B) SSE Grubu 1,82 +£1,39 0.727
(C) FSS Grubu 1,02 +£0,35 '
(D) Kontrol Grubu 0,74 £ 0,23
Serum
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Sekil 4.7. Serum oOrneklerindeki IGF-1 konsantrasyonlarinin deney gruplari arasinda

karsilastirilmasi
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Proksimal Flep Dokusu
12
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IGF-1 ng/mL

| | |
B C D
Gruplar

Sekil 4.8. Proksimal doku orneklerindeki IGF-1 konsantrasyonlarinin deney gruplari

arasinda karsilagtirilmasi

Distal Flep Dokusu
6 0

IGF-1 ng/mL

Gruplar

Sekil 4.9. Distal Doku 6rneklerindeki IGF-1 konsantrasyonlarinin deney gruplar: arasinda

karsilastirilmast
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4.2. Flep Nekroz Alanlarinin Bulgulan
Gruplar arasinda nekroz alan yilizde degerleri agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

oldugu gorildi, (p < 0,028). Anlamli farkin kaynagini bulmak amaciyla gruplar kendi
aralarinda tek tek karsilagtirildi.

Kontrol (D) grubundaki nekroz alan (%) oran1 (45,43 + 9,17); siilik (A); (12,04 + 0,90) ve
SSE (B); (16,25 £ 0,92) gruplarindan anlamli derecede yiiksek bulundu, (sirastyla * p =
0,026, 0,046). Nekroz alan oraninin (%) en yiiksek kontrol (D) grubunda oldugu belirlendi,
(Resim 4.1.).

Gruplara ait nekrotik alanlarin ortalama + SEM degerleri Cizelge 4.4.’de sunulmustur.

Cizelge 4.4. Gruplara gore nekrotik alanlarin karsilagtirilmasi

Nekroz Alani Orani (%) Gruplar Ortalama + SEM p degeri

(A) Siiliik Grubu 12,04 + 0,90
(B) SSE Grubu 16,25 +£0,92
(C) FSS Grubu 24,65+ 3,34
(D) Kontrol Grubu 45,43 +9,17

0,028
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Resim 4.1. Postoperatif 7. giin flep nekroz alanlar1 (A) Siiliik grubu, (B) SSE grubu, (C) FSS
grubu, (D) Kontrol grubu
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4.3. Histopatolojik Bulgular

Fleplerin proksimal ve distal pargalari; epitel rejenerasyon, graniilasyon dokusu kalinligi,
fibroblast proliferasyonu, neovaskiilarizasyon ve inflamatuvar hiicre varlig1 parametreleri
acisindan degerlendirildi. Epitel rejenerasyonu, graniilasyon doku kalinligi, yeni damar
neovaskiilarizasyon bulgular1 SSE (B) grubunda en ist seviyede izlendi. Bu grubu sirasiyla

stilik (A) ve FSS (C) gruplart izledi.

Epitel rejenerasyonu, graniilasyon doku kalinligi, fibroblast proliferasyonu, yeni damar
olusumu (neovaskiilarizasyon) bulgularinin yiiksek olarak izlendigi 6rneklerde; kollajen

yogunlugunda azalma digerlerine nispeten daha diisiik seviyede tespit edildi.

Inflamatuvar hiicre ve nekroz varligi kontrol (D) grubunda en yiiksek oranda tespit edilirken,
en siirlt dlgiide SSE (B) grubunda izlendi. Tiim gruplar i¢in yaranin proksimalinde, distal
dokuya kiyasla, yeni damar olusumu daha ileri diizeyde izlenirken nekroz daha sinirh 6l¢iide
tespit edildi. Bu bulgu yara distalinde neovaskiilarizasyonun kisitli olmasina bagl olarak

nekroz riskinin daha yiiksek olabilecegini akla getirdi.

Hematoksilen-Eozin boyama yontemi uygulanan fleplerin proksimal ve distal par¢alarinin

151k mikroskobu altindaki goriiniimleri Resim 4.2. ve Resim 4.3.” de sunulmustur.

Masson’s Trichrome boyama ydntemi uygulanan fleplerin proksimal ve distal pargalarinin

151k mikroskobu altindaki goriiniimleri Resim 4.4. ve Resim 4.5.” de sunulmustur.
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Resim 4.2. Hematoksilen-Eozin boyama yontemi uygulanan fleplerin proksimal pargalarinin
goriintimii. (A) Siiliik grubu, (B) SSE grubu, (C) FSS grubu, (D) Kontrol grubu -
Epitel rejenerasyon: ->, Neovaskiilarizasyon: P, Kollajen yogunlugunda
azalma:$, Graniilasyon dokusu: <, Fibroblast proliferasyonu: <, inflamatuvar

hiicre: »«, Nekroz: N
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Resim 4.3. Hematoksilen-Eozin boyama yontemi uygulanan fleplerin distal pargalarinin
goriiniimii. (A) Siiliik grubu, (B); SSE grubu (C) FSS grubu (D) Kontrol grubu
Epitel rejenerasyon: -, Neovaskiilarizasyon: P, Kollajen yogunlugunda
azalma:$, Graniilasyon dokusu: <, Fibroblast proliferasyonu: ¢, inflamatuvar

hiicre: »«, Nekroz: N
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Resim 4.4. Masson’s Trichrome boyama ydntemi uygulanan fleplerin proksimal
parcalarirnin goriiniimii. (A) Siiliikk grubu, (B) SSE grubu, (C) FSS grubu, (D)
Kontrol grubu - Epitel rejenerasyon: =», Neovaskiilarizasyon: P, Kollajen

yogunlugunda azalma: ¢
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s Trichrome boyama yontemi uygulanan fleplerin distal parcalarirnin

b

Resim 4.5. Masson

(D) Kontrol grubu

- Epitel rejenerasyon: =», Neovaskiilarizasyon: P, Kollajen yogunlugunda

(C) FSS grubu,

2

gorliniimii. (A) Stiliikk grubu, (B) SSE grubu

azalma: ¢, Nekroz: N
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4.3.1. Epitel rejenerasyon

Proksimal flep dokusunda, deney gruplar1 arasinda epitel rejenerasyon agisindan istatistiksel
olarak anlamli farkin oldugu goriildii, (p = 0,013). Anlamh farkin kaynagini bulmak
amaciyla gruplar kendi aralarinda tek tek karsilastirildi. SSE (B) grubundaki epitel
rejenerasyon skorunun (3,75 + 0,25), kontrol (D) grubundan (2,25 + 0,25) anlamli derecede
yiiksek oldugu bulundu, (*p = 0,008). Diger gruplar arasinda epitel rejenerasyon skoru

acisindan istatistiksel olarak anlamli farkin olmadigi goriildi, (Sekil 4.10.).

Distal flep dokusunda, deney gruplar1 arasinda epitel rejenerasyon agisindan istatistiksel
olarak anlamli farkin oldugu goriildii, (p = 0,001). Anlamli farkin kaynagini bulmak
amactyla gruplar kendi aralarinda tek tek karsilastirildi. Siiliik (A); (3,00), SSE (B); (3,50 +
0,29), ve FSS (C); (2,67 + 0,21) gruplarindaki epitel rejenarasyon skorlarinin, kontrol (D)
grubundan (1,75 +0,25) anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu, (** sirasiyla p = 0,010;
0,001; 0,040), (Sekil 4.11.).

Deney gruplarma ait epitel rejenerasyon skorlariin Ortalama + SEM degerleri Cizelge

4.5.”de sunulmustur.

Cizelge 4.5. Epitel rejenerasyon skor sonuglari

Epitel Rejenerasyon Gruplar Ortalama = SEM p degeri
Proksimal Doku (A) Siiliikk Grubu 3,25+ 0,25
(B) SSE Grubu 3,75+ 0,25
0,013
(C) FSS Grubu 3,00 +£ 0,26
(D) Kontrol Grubu 2,25+0,25
Distal Doku (A) Siiliikk Grubu 3,00
(B) SSE Grubu 3,50 + 0,29
0,001
(C) FSS Grubu 2,67 +£0,21

(D) Kontrol Grubu 1,75 +0,25




49

Proksimal Flep Dokusu

Epitel Rejenerasyon

Gruplar

Sekil 4.10. Proksimal flep dokusunda epitel rejenerasyon skorunun gruplar arasinda

karsilastirilmasi

Distal Flep Dokusu | * %
¥ L3 l

Epitel Rejenerasyon

Gruplar

Sekil 4.11. Distal flep dokusunda epitel rejenerasyon skorunun gruplar arasinda

karsilastirilmast
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4.3.2. Graniilasyon doku kalinhg:

Proksimal flep dokusunda, deney gruplari arasinda graniilasyon dokusu kalinlig1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farkin oldugu goriildi, (p = 0,023). Anlaml1 farkin kaynagini
bulmak amaciyla gruplar kendi aralarinda tek tek karsilastirildi. SSE (B) grubundaki
graniilasyon dokusu kalinligi skorunun (3,25 + 0,48), kontrol (D) grubundan (1,75 + 0,25)
anlaml1 derecede yiiksek oldugu bulundu, (*p = 0,019). Diger gruplar arasinda graniilasyon
dokusu kalinlig1 skoru agisindan istatistiksel olarak anlamli farkin olmadig: goriildi, (Sekil

4.12).

Distal flep dokusunda, deney gruplari arasinda graniilasyon dokusu kalinligi agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farkin oldugu goriildd, (p = 0,007). Anlamli farkin kaynagini
bulmak amaciyla gruplar kendi aralarinda tek tek karsilastirildi. SSE (B) grubundaki
graniilasyon dokusu kalinlig1 skorunun (2,75 + 0,25), kontrol (D) grubundan (1,50 + 0,29)
anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu, (**p = 0,005). Diger gruplar arasinda graniilasyon
dokusu kalinlig1 skoru agisindan istatistiksel olarak anlamli farkin olmadigi goriildi, (Sekil

4.13)

Deney gruplarina ait graniilasyon doku kalinlig1 skorlarinin Ortalama = SEM degerleri

Cizelge 4.6.’da sunulmustur.

Cizelge 4.6. Graniilasyon doku kalinlig1 skor sonuglari

Graniilasyon Dokusu

Gruplar Ortalama = SEM p degeri
Kalinhg
Proksimal Doku (A) Siiliik Grubu 2,50 + 0,29
(B) SSE Grubu 3,25+0,48
0,023
(C) FSS Grubu 2,17+0,17
(D) Kontrol Grubu 1,75+0,25
Distal Doku (A) Siiliik Grubu 2,25+0,25
(B) SSE Grubu 2,75 +£0,25
0,007
(C) FSS Grubu 2,00

(D) Kontrol Grubu 1,50 £0,29
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Sekil 4.12. Proksimal flep dokusunda graniilasyon doku kalinlig1 skorunun gruplar
arasinda karsilagtirilmasi
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Sekil 4.13. Distal flep dokusunda graniilasyon doku kalinlig1 skorunun gruplar arasinda
karsilastirilmast
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4.3.3. Fibroblast proliferasyonu

Proksimal flep dokusunda, deney gruplari arasinda fibroblast proliferasyonu agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadig1 goriildi, (p = 0,138), (Sekil 4.14.).

Distal flep dokusunda, deney gruplar1 arasinda fibroblast proliferasyonu agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadig1 goriildi, (p = 0,070), (Sekil 4.15.).

Deney gruplarina ait fibroblast proliferasyonu skorlarinin Ortalama + SEM degerleri Cizelge

4.7.”de sunulmustur.

Cizelge 4.7. Fibroblast proliferasyonu skor sonuglari

Fibroblast
) Gruplar Ortalama + SEM p degeri
Proliferasyonu
Proksimal Doku (A) Siiliik Grubu 2,75 +0,48
(B) SSE Grubu 3,25+0,25
0,138
(C) FSS Grubu 2,67+0,33
(D) Kontrol Grubu 2,00
Distal Doku (A) Siiliik Grubu 2,50 +0,29
(B) SSE Grubu 3,00+ 0,41
0,070
(C) FSS Grubu 2,33 +£0,21

(D) Kontrol Grubu 1,75 +0,25




Proksimal Flep Dokusu

=S

>
=]
|
L]

[y
-
h

Fibroblast Proliferasyonu
»
=

i
-
=

&
h

=
=

Gruplar

Sekil 4.14. Proksimal flep dokusunda fibroblast proliferasyon skorunun gruplar arasinda
karsilastirilmast
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Sekil 4.15. Distal flep dokusunda fibroblast proliferasyon skorunun gruplar arasinda
karsilastirilmasi
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4.3.4. Neovaskiilarizasyon

Proksimal flep dokusunda, deney gruplari arasinda neovaskiilarizasyon agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farkin oldugu goriildi, (p = 0,001). Anlaml1 farkin kaynagini
bulmak amaciyla gruplar kendi aralarinda tek tek karsilastirildi. Siiliik (A); (3,00) ve SSE
(B); (3,50 + 0,29) gruplarindaki neovaskiilarizasyon skorlarinin, kontrol (D) grubundan
(1,50 + 0,29) anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu, (* sirastyla p = 0,03; 0,001). Diger
gruplar arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi, (Sekilde 4.16.).

Distal flep dokusunda, deney gruplar1 arasinda neovaskiilarizasyon agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir farkin oldugu goriildd, (p = 0,001). Anlaml farkin kaynagini bulmak
amaciyla gruplar kendi aralarinda tek tek karsilastirildi. Siiliik (A); (2,50 £+ 0,29), SSE (B);
(3,25 £ 0,25), FSS (C); (2,17 £ 0,17) gruplarindaki neovaskiilarizasyon skorlarinin, kontrol
(D) grubundan (1,25 + 0,25) anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu, (** sirasiyla p =
0,013; 0,001; 0,050), (Sekilde 4.17.). Ayrica, SSE (B) grubundaki neovaskiilarizasyon
skorunun, FSS (C) grubundan da anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu, (p< 0,05).

Deney gruplarina ait neovaskiilarizasyon skorlarinin Ortalama + SEM degerleri Cizelge

4.8.’de sunulmustur.

Cizelge 4.8. Neovaskiilarizasyon skor sonuglari

Neovaskiilarizasyon Gruplar Ortalama + SEM p degeri
Proksimal Doku (A) Siilik Grubu 3,00
(B) SSE Grubu 3,50+ 0,29
0,0001
(C) FSS Grubu 2,33+0,21
(D) Kontrol Grubu 1,50+ 0,29
Distal Doku (A) Siiliik Grubu 2,50 + 0,29
(B) SSE Grubu 3,25+0,25
0,0001
(C) FSS Grubu 2,17+0,17

(D) Kontrol Grubu 1,25+ 0,25
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Sekil 4.16. Proksimal flep dokusunda neovaskiilarizasyon skorunun gruplar arasinda
karsilastirilmast
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Sekil 4.17. Distal flep dokusunda neovaskiilarizasyon skorunun gruplar arasinda
karsilastirilmast
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4.3.5. Inflamatuvar hiicre varhg

Proksimal flep dokusunda, deney gruplari arasinda inflamatuvar hiicre varlig1r acgisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farkin oldugu goriildi, (p = 0,025). Anlamli farkin kaynagini
bulmak amaciyla gruplar kendi aralarinda tek tek karsilastirildi. Kontrol (D) grubundaki
inflamatuvar hiicre varligi skorunun (3,00 = 0,41), SSE (B) grubundan (1,50 + 0,29) anlaml1
derecede yiiksek oldugu bulundu, (*p = 0,018). Diger gruplar arasinda anlamli bir fark tespit
edilmedi, (Sekil 4.18.)

Distal flep dokusunda, deney gruplari arasinda inflamatuvar hiicre varligi agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadig: goriildii, (p = 0,146), (Sekil 4.19.)

Deney gruplarina ait inflamatuvar hiicre varligi skorlarinin Ortalama + SEM degerleri

Cizelge 4.9.’da sunulmustur.

Cizelge 4.9. Inflamatuvar hiicre varlig1 skor sonuglari

inflamatuvar Hiicre Varhgt Gruplar Ortalama £ SEM p degeri
Proksimal Doku (A) Siiliik Grubu 2,25+0,25
(B) SSE Grubu 1,50+ 0,29
0,025
(C) FSS Grubu 2,50 +£0,22
(D) Kontrol Grubu 3,00 £0,41
Distal Doku (A) Siiliik Grubu 2,50+ 0,29
(B) SSE Grubu 2,00+ 0,41
0,146
(C) FSS Grubu 2,67 +£0,21

(D) Kontrol Grubu 3,25+0,48
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Sekil 4.18. Proksimal flep dokusunda inflamatuvar hiicre varlig1 skorunun gruplar arasinda

karsilastirilmast
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Sekil 4.19. Distal flep dokusunda inflamatuvar hiicre varligi skorunun gruplar arasinda
karsilastirilmasi
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4.4. Immiinohistokimyasal Bulgular

Fleplerin proksimal ve distal pargalari; Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF) (+)
Hiicre (%) agisindan degerlendirildi, (Cizelge 4.10.). VEGF (+) hiicre %’si B grubunda en
yiiksek seviyede tespit edildi.

4.4.1. VEGF (+) hiicre yiizdesi (%)

Proksimal flep dokusunda, deney gruplar1 arasinda VEGF (+) Hiicre Yiizdesi (%) acisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farkin oldugu goriildii, (p = 0,0001). Anlaml farkin kaynagini
bulmak amaciyla gruplar kendi aralarinda tek tek karsilagtirildi. Siiliik (A); (67,00 £ 1,96),
SSE (B); (74,25 £ 2,17) ve FSS (C); (58,83 + 2,09) grubundaki VEGF (+) Hiicre Yiizdesi
(%) skorlarmin kontrol (D) grubundan (42,25 + 1,25) anlamli derecede yiiksek oldugu
bulundu, ( * p = 0,001 ), (Sekil 4.20.). A ve B gruplar1 arasinda anlamli bir fark tespit
edilmemekle birlikte; A ve B gruplari, C grubundan anlamli derecede yiiksek tespit edildi, (
p=0,001).

Distal flep dokusunda, deney gruplar1 arasinda VEGF (+) Hiicre Yiizdesi (%) acisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farkin oldugu goriildi, (p = 0,0001). Anlamli farkin kaynagini
bulmak amaciyla gruplar kendi aralarinda tek tek karsilastirildi. Siiliik (A); (63,25 + 1,38),
SSE (B); (69,00 £ 1,68) ve FSS; (53,33 = 0,99) gruplarindaki VEGF (+) Hiicre Yiizdesi (%)
skorlarinin, kontrol (D) grubundan (38,50 + 1,55) anlaml1 derecede yiiksek oldugu bulundu,
(**p=20,001), (Sekil 4.21.). A ve B gruplar1 arasinda anlamli bir fark tespit edilmemekle
birlikte; A ve B gruplari, C grubundan anlamli derecede yiiksek tespit edildi,

(p=0,001).

Deney gruplarina ait VEGF (+) hiicre (%) skorlarinin Ortalama + SEM degerleri Cizelge
4.10.’da sunulmustur.



Cizelge 4.10. VEGF (+) hiicre (%) skor sonuglari

VEGEF (+) Hiicre (%) Gruplar Ortalama + SEM p degeri
Proksimal Doku (A) Siiliik Grubu 67,00 + 1,96
(B) SSE Grubu 74,25 +2,17
0,0001
(C) FSS Grubu 58,83 +£2,09
(D) Kontrol Grubu 4225 +1,25
Distal Doku (A) Siiliikk Grubu 63,25+ 1,38
(B) SSE Grubu 69,00 = 1,68
0,0001
(C) FSS Grubu 53,33 +0,99
(D) Kontrol Grubu 38,50 = 1,55
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Sekil 4.20. Proksimal flep dokusunda VEGF (+) hiicre (%) skorunun gruplar arasinda

karsilastirilmasi
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Sekil 4.21. Distal flep dokusunda VEGF (+) hiicre (%) skorunun gruplar arasinda
karsilastirilmast

Immiinohistokimyasal yontem uygulanan fleplerin proksimal ve distal pargalarmin 1s1k

mikroskobu altindaki goriiniimleri Resim 4.6. ve Resim 4.7.” de sunulmustur.



ﬁ €O

Resim 4.6. Proksimal flep dokusunun immiinohistokimyasal yontem sonuglari: (A) Siiliik
grubu, (B) SSE grubu, (C) FSS grubu, (D) Kontrol grubu - Epitel rejenerasyon:

=> Graniilasyon dokusu: <, Fibroblast proliferasyonu: <, inflamatuvar hiicre:
>, Nekroz: N



Resim 4.7. Distal flep dokusunun immiinohistokimyasal yontem sonuglari: (A) Siiliik grubu,
(B) SSE grubu, (C) FSS grubu, (D) Kontrol grubu - Epitel rejenerasyon: =,
Graniilasyon dokusu: €, Fibroblast proliferasyonu: ¢, Nekroz: N
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5. TARTISMA

Gilintimiizde tibbi siiliik tedavisi ve tibbi siiliiklerden elde edilen liriinler Tiirkiye ve tiim
diinyada kullanilmaktadir. i¢eriginde 100"in iizerinde biyoaktif madde barindiran tibbi siiliik
salgisinin etki mekanizmalar1 halen merak konusu olup, tibbi siiliiklere ve tibbi siiliik

salgisina dair ¢esitli bilimsel ¢aligmalar yiiriitiillmektedir.

Plastik-rekonstriiktif cerrahide doku defektlerini tamir etmek amaciyla yayginca kullanilan
random cilt fleplerinin ozellikle distal bolgeleri nekroza gitme egilim gdstermektedir.
Olusan nekroz flep kaybina yol agabilmektedir. Bu nedenle nekroz oranini azaltmaya ve flep
sag kalimin arttirmaya yardimci olacak gesitli yontemler tiim diinyada arastirilmaktadir.

Bunlarin basinda tamamlayici ve destekleyici tedavi yontemleri gelmektedir [83, 84].

Bu calismada, tibbi siiliiklerin ve tibbi siiliik salgi ekstraktinin; flep bolgesindeki yara
tyilesmesi tizerindeki etkilerinin biyokimyasal ve histolojik yontemlerle incelenmesi
amaglandi. Calismamizda H. verbana cinsi steril tibbi siiliikkler kullanildi. Siiliiklerin
fagostimiilator soliisyon ile beslenmelerinin ardindan siiliik sagim yontemi ile salgi toplandi.
Elde edilen salgidaki total protein konsantrasyonu, Bradford yontemi ile 50 pg/ mL seklinde
saptandi. Calismamizda tiim deney gruplarindaki tiim hayvanlarin dorsal bdolgelerine
random paternli flep yapilarak; A grubundaki hayvanlara steril tibbi siiliik uygulamasi, B
grubundaki hayvanlara SSE enjeksiyonu ve C grubundaki hayvanlara FSS enjeksiyonu
yapildi. D grubu ise kontrol grubu olup, bu gruptaki hayvanlara bagka bir miidahelede

bulunulmadi.

Calismamizin ilk asamasinda tiim gruplardaki tiim hayvanlardan serum ornekleri alindi.
Ayrica flep bolgelerinin proksimal ve distal kisimlarindan doku 6rnekleri alinarak doku
homojenatlari elde edildi. Tiim bu 6rneklerden ELISA testi ile HIF-1-a, TGF-a ve IGF-1

parametrelerini analiz edildi.

Serum Ornekleri ile birlikte proksimal ve distal flep dokularina ait doku homojenat
orneklerinde, deney gruplari arasinda HIF-1-a, TGF-a ve IGF-1 konsantrasyonlari agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlemlenmedi. HIF-1-a, TGF-a ve IGF-1; yara

iyilesmesinin belirli asamalarinda (proliferasyon, anjiyogenez gibi) gorevleri olan ve
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mitojenik etkiler gdsteren molekiillerdir. HIF-1-a 6zellikle hipoksik kosullar altinda
hiicrelerin sag kalimlarinda 6nemli roller oynarken, yara iyilesmesinin tim asamalarinda
(hiicre boliinmesi, biiylime faktorii salinimi1 ve matris sentezi) gorev alan bir faktordiir ve
oksijen homeostazinin ana diizenleyicisidir [67]. TGF-a’da normal iyilesmenin dogal
stirecinde bulunan ve belirli roller iistlenen énemli bir biiylime faktoriidiir. TGF-a’nin ve
reseptorlerinin yiiksek diizeyde eksprese edildigi dokularin basinda ise cilt dokusu
gelmektedir [74]. Endotel hiicreleri i¢in kemotaktik bir ajan gorevi goren IGF-1 ise
fibroblastlarin ve keratinositlerin proliferasyonunu ve gogiinii tesvik ederek yara
tyilesmesinde 6nemli gorevler listlenen, insiilin ile yapisal benzerlik gosteren bir biiyiime
faktoridiir [85]. Bizim c¢alismamizda tiim hayvanlarimiz 7. Giinde sakrafiye edilip,
orneklerinimiz bu giinde toplanmustir. Yara iylesmesini degerlendirme amaci ile deney
stirecinde herhangi bir 6rnek alinmasi yapilmamistir. Calisgmamizda bahsi gecen biiylime
faktorleri agisindan deney gruplari arasinda anlamli bir fark tespit edilmeyisinin sebebi, HIF-
1-o ve TGF-ao’ nin yara iyilesme siirecinin erken donemlerinde sentezlenmesi; IGF-1’in ise

yara iyilesmesinin ge¢ donemlerinde sentezlenmesi seklinde yorumladik.

Calismamizin ikinci asamasinda deney gruplarimin flep bolgelerindeki nekroz alanini
6lcmek amaciyla post-operatif 7. glinde ¢ekilmis fotograflarda hesaplamalar yapildi. Nekroz
alan1 toplam flep alanina oranlandiginda, bu oranin (%) gruplar igerisinde en yiiksek kontrol
grubunda oldugu belirlendi. Siiliik (A) ve SSE (B) gruplarindaki nekroz alan orani, kontrol
(D) grubundan anlamli1 derecede diisiik bulundu. Bu sonuglar tibbi siiliik ve tibbi siiliik salgi
ekstraktt uygulamasinin flep bolgesinde nekroz oranini azaltarak flep sag kalim oranim

arttirabilecegini diislindiirdii.

Bekircan ve arkadaslar tarafindan yapilan tez ¢alismasinda; tibbi siiliik tedavisinin, ozon
tedavisinin ve bunlarin kombine etkisinin flep sag kalimi iizerine etkisi arastirilmistir. Sonug
olarak, tibbi siiliik tedavisinin ve ozon tedavisinin flepte olusabilecek nekrozu azalttigi tespit
edilmistir [88]. Bizim ¢alismamizda da bu ¢alismay1 destekler nitelikte bulgular elde edildi.
Siiliik (A) ve SSE (B) gruplarinda nekroz alan orani, kontrol (D) grubuna kiyasla anlaml
derecede diisiik tespit edildi. Tibbi siiliik salgist iceriginde barindirdig1 hirudin, destabilaz
ve Faktor Xa inhibitori gibi anti-koagiilan maddeler ile birlikte; histamin-benzeri maddeler
ve asetilkolin gibi vazodilator maddeler nedeniyle kan akisini arttirmaktadir [27]. Bunun

sonucunda bizim caligmamizda, uygulama yapilan bdlgelerdeki kanlanmanin artmasi
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nedeniyle, toplam nekroz alanlarinin azaldigimi ve flep sag kalimi oranlarinin arttigini
diisiiniiyoruz.

Calismamizin {igiincii asamasinda ise deney gruplarmin flep bolgelerinden elde edilen
proksimal ve distal dokular parafin icine gdmiilerek doku bloklar1 elde edildi ve ardindan bu
bloklardan kesitler alindi. Alinan bu kesitler H&E ve Masson’s Trichrome yontemleri ile
boyanarak; epitel rejenerasyon, graniilasyon dokusu kalinligi, fibroblast proliferasyonu,

neovaskiilarizasyon ve inflamatuvar hiicre varlig1 parametreleri agisindan degerlendirildi.

Epitel rejenerasyonu, graniilasyon doku kalinligi, neovaskiilarizasyon bulgular1 SSE (B)
grubunda en iist seviyede izlendi. Bu grubu sirasi ile Siiliik (A), FSS (C) ve kontrol (D)
gruplar izledi. SSE (B) grubunda yukarida bahsedilen yara iyilesmesi ile ilgili olumlu
bulgularin en {ist seviyede izlenmis olmasi ve bunu siililk uygulamasi yapilan A grubunun
takip etmesi; siiliigiin ve SSE’ nin yara iyilesme siirecine olumlu bir katki yapmis oldugunu

gostermektedir.

Inflamatuvar hiicre say1sinin kontrol (D) grubunda yiiksek seviyede tespit edilmesi, 6zellikle
stiliik (A) ve SSE (B) gruplarina uygulanan yontemlerin anti-inflmatuvar etkisi olabilecegini

akla getirdi.

Literatiirde hayvanlar {izerinde yara modeli yapilarak direkt tibbi siilik uygulamasinin
etkisinin incelendigi ¢esitli calismalar eskiden beri mevcuttur [89, 90]. Literatiir
incelendiginde, bizim ¢alismamizda H. verbana tiirii siiliik kullanilmasi ve gruplarimizdan
birine direkt siiliik salgi enjeksiyonu uygulanmasi a¢isindan aragtirmamiz bir ilk teskil

etmektedir.

Darestani ve arkadaslar tarafindan yapilan Wistar albino tiiri si¢canlarin kullanildig bir
hayvan modelinde siiliik tedavisi ve topikal fenitoin (PHT) uygulamasinin yara iyilesmesi
tizerindeki etkisi arastirilmistir. Tibbi siiliik ile tedavi edilen gruptaki siganlarin yara
tyilesme siirecinin, topikal fenitoin (PHT) ile tedavi edilen gruba ve kontrol grubuna gore
anlamli derecede daha hizli oldugu gosterilmistir [89]. Bu ¢alismada bizim ¢alismamizdan
farkli olarak yara iyilesmesi insizyonel cilt yarasi iizerinde, farkli bir siiliik tiirii olan H.
orientalis ile gergeklestirilmistir. Histolojik incelemede, tibbi siiliik ile tedavi edilen grupta

kontrol grubunda goriilen inflamasyon ve fibroblast proliferasyonuna rastlanmaksizin yara
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tyilesmesi hizli bir sekilde tamamlanmistir. Bizim ¢alismamiza benzer sekilde, bu calismada
da tibbi siiliikk uygulamasinin yara iyilesmesi lizerine olumlu etkileri oldugu goriilmektedir.
Zakian ve arkadaglari, sicanlarin dorsal bolgelerinde olusturduklar1 yara modelinde tibbi
stilik tedavisinin ve 1% sodyum fenitoin tedavisinin etkinligini hi¢ bir tedavi almayan
negatif kontrol grubu ile karsilastirarak arastirmiglardir. Operasyonun 6. ve 16. giinlerinde
yara bolgesinden alinan 6rnekler incelenmistir. Tibbi siiliik tedavisi, yara iyilesme siirecini
hizlandirarak kollajen olgunlagmasini arttirmigtir [90]. Bu ¢alismada bizim ¢alismamizdan
farkli olarak yara iyilesmesi tam kat eksizyonel yara modeli iizerinde, farkli bir siiliik tiirii
olan H. medicinalis ile gergeklestirilmistir. Bizim ¢alismamiza benzer sekilde, bu ¢alismada
da tibbi siiliik uygulamasi epitel rejenerasyonu arttirirken inflamatuvar hiicre varligini
azaltmistir. Hayvan modelinde yara iyilesme siirecinde tibbi siiliik uygulamasinin ytiksek bir

basar1 oran1 oldugu diisiiniilmektedir.

Moosavian ve arkadaslari, fare modelinde fleplerde tibbi siiliik tedavisinin etkinligini
degerlendirdikleri bir ¢aligma yiiriitmiislerdir. T1bbi siiliik tedavisi grubu, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda nekroz orani tatmin edici derecede azalmistir ve flep sag kalim orani ise
ortalama 88 % seklinde yiikselmistir [91]. Bizim ¢alismamizdan farkli olarak bu ¢alisma
fare modeli tizerinde gergeklestirilmis, dorsal bolgede 2 x 4 cm boyutlarinda daha kiigiik bir
flep boyutu tercih edilerek, flep bolgesi uzun siire iskemiye maruz birakilmistir. Bizim
caligmamiza benzer sekilde, bu ¢aligmada da tibbi siiliik uygulanan grupta nekroz orani

azalarak flep sag kalim oran1 artmustir.

Mousavi ve arkadaslari, tibbi siiliik tedavisinin ve heparin tedavisinin etkinligini ratlarda
venoz akut konjesyon modelinde incelemislerdir [92]. Bu ¢alismada bizim ¢alismamizdan
farkli olarak sicanlarin bacaklarinda deneysel olarak olusturulmus vendz tikanikliga baglh
gerceklesen konjesyon, H. medicinalis tiirii siiliik ile tedavi edilmeye ¢alisilmustir. Siiliik ve
heparin uygulanan grupta kontrol grubuyla karsilagtirildiginda 6dem miktarinin 6nemli
derecede diisiik oldugu tespit edilmistir. Bizim ¢alismamiza benzer sekilde, bu ¢alismada da
inflamatuvar hiicre varligi, nekroz ve doku hasari tibbi siilik uygulanan grupta kontrol
grubuna kiyasla anlamli derecede diisiik tespit edilmistir. Bu, tibbi siiliik salgisinda bulunan
ve anti-inflamatuvar etkileriyle 6ne ¢ikan bdellinler, hirustasin, eglinler ve LCI (siiliik

karboksipeptidaz inhibitorii) gibi maddelerden kaynaklantyor olabilir.
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Amani ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada H. orientalis tiirii tibbi siiliiklerden elde edilen
siliik salgi ekstrakti, krem igerisine katilarak ratlarda olusturulan yara modelinde
denenmistir. Bu ¢alismada bizim ¢alismamizdan farkli olarak, siganlarin antral bolgelerinde
olusturulan 1 x 1cm boyutlarindaki yara modelinde bu kremin etkisi degerlendirilmistir [95].
14 Giin siiren bu calismanin sonucunda, siiliik salgi ekstrakti igeren kremin uygulandigi
grupta diger gruplara gore epitel rejenerasyon, anjiyogenez ve yara iyilesmesi daha yiiksek
tespit edilmistir. Bu calismada bizim c¢alismamiza benzer sekilde siiliik salgisindan elde
edilen bir ekstrakt kullanilmasina ragmen bizim calismamizda oldugu gibi enjeksiyon
seklinde degil, krem formunda yara bolgesine haricen uygulanmistir. Siiliik salg1 ekstrakti
ve bunlardan elde edilen lriinlerin yara iyilesmesi modelinde farmasétik triinler seklinde

kullanibilecegi diisiiniilmektedir.

Cottler ve arkadaslar tarafindan, flep modeli olusturulmus ratlarda iki seanslik tibbi siiliik
tedavisinin flep sag kalimi {izerindeki etkileri arastirilmistir. [96]. Bu ¢alismada bizim
calismamizdan farkli olarak flep bolgesi olarak abdominal bolge se¢ilmistir. Ayrica, flep
bolgesi iki seans seklinde iskemiye maruz birakilmistir ve 48 saat arayla iki defa siiliik
tedavisi uygulanmistir. Tibbi siiliikk uygulanan gruptaki hayvanlarda flep sag kalim oraninin

kontrol grubuna kiyasla yiiksek oldugu bulunmustur.

Schlaudraff ve arkadaslari tarafindan yapilan ¢aligmada tibbi siiliik tedavisinin flep sag
kalimi {izerine etkileri arastilmistir [95]. Bu ¢alismada bizim ¢alismamizdan farkli olarak
random flepler iskemiye maruz birakilmis ve H. medicinalis tiirii tibbi stiliikler flebin distal
bolgesine uygulanmistir. Ayrica bizim c¢aligmamizda deney boyunca bir kez siiliikk veya
stiliik salg1 ekstraktt uygulanmisken, bu calismada kontrol grubu disinda bir kez siiliik
uygulanan ve ili¢ kez siiliik uygulanan grup olmak iizere iki farkli grup mevcuttur. Bu
caligmanin sonucunda; fleplere sekizer saat arayla ti¢ siiliik uygulanan grupta, kontrol grubu
ve fleplere birer siilik uygulanan gruba kiyasla flep sag kaliminda anlamli bir azalma
bulunmustur. Calismanin arastirmacilari, bizim ¢alismamizin sonuglarina tamamen zit olan
bu sonuglari; iskemik flep modelinde coklu siililk uygulamasinin uygun bir yaklagim
olmayacag1 seklinde yorumlamiglardir. Siilik uygulamasinin faydali olabilmesi igin,
arteriyel beslenmenin yeterli olmasi gerektigini diisiinmektedirler. Bizim ¢alismamizda da,
siilik salgi ekstrakti uygulanan grupta direkt tibbi siililk uygulanana kiyasla flep sag
kalimimin ve yara iyilesmesinin daha iyi olmasinin sebebi, yeterli arteriyel beslenme ile

iligkili olabilir.
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Literatiire bakildiginda tibbi stiliiklerinin farkli iskemi modelleri iizerine etkilerinin
incelendigi hayvan ¢alismalar1 da mevcuttur [98, 99]. Ayrica basta hirudin olmak tizere tibbi
stiliklerden elde edilen gesitli molekiillerin etkilerinin; kan hiperviskositesi ve diyabetik

nefropati gibi farkli hastaliklarda incelendigi farkli galismalarda goriilmektedir [98, 99].

Tibbi siiliikk tedavisi; rekonstriiktif islemlerden birisi olan flep uygulamalarnda, 6zellikle
travma sonrasi olusan yaralarin tedavisinde insanlarda da yaygin sekilde kullanilmaktadir.
Siiliik tedavisinin kullanildig1 ve travmatik yaralanmalar nedeniyle zarar gormiis organlarin

tedavi edilerek kurtarildig ¢esitli insan vaka sunumlari literatiirde mevcuttur [100, 101].

Facchin ve arkadaslar1 tarafindan bildirilen vaka raporunda, ara¢ kazasi sonrasi sag
kulaginda laserasyon meydana gelen hastanin kulagi replante edilerek, yara bolgesindeki
venodz tikanikligi azaltmak amaciyla tibbi siiliik tedavisi uygulanmistir. Tibbi siiliik
tedavisinin ardindan yara bdlgesinde saglikli revaskiilarizasyon belirtileri gézlemlenmeye
baglamistir [102]. T1bbi siiliik salgis1 deyince akla ilk gelen maddelerden birisi olan hirudin
basta olmak iizere, diger bilesikler ve bunlarin kombine etkilerinden ortaya g¢ikan anti-
koagiilan ve anti-platelet etkiler nedeniyle venoz tikanikligin ortadan kalkmis olabilecegi
diisiniilmektedir [11]. Tachi ve arkadaslarinin bildirdigi baska bir vaka raporunda, kopek
saldiris1 nedeniyle travmatik dudak amputasyonu geciren bir kadin hastaya mikrocerrahi
dudak replantasyonu uygulanmistir. Ameliyat sonrasi venoz tikaniklik bulgulart goriilmesi
tizerine tibbi siilikk tedavisi uygulanmistir. Tibbi siiliik tedavisi, yara bolgesinde venoz
drenaji ve revaskiilarizasyonu desteklemistir [103]. Hayvan modeli {iizerinde
gerceklestirdigimiz ¢aligmamizin sonuglarina bakildiginda, siiliik ve siiliik salgis1 uygulanan
gruplarda neovaskiilarizasyon skorunun kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek

olmasi1 bahsettigimiz insan vaka raporlarinda aktarilan sonuglar1 dogrular niteliktedir.

Calismamizin dordiincii asamasinda ise tiim deney gruplarindaki tiim hayvanlarin flep
bolgelerinden alinan proksimal ve distal doku 6rnekleri iizerinde immiinohistokimyasal

yontem ile ¢alisilarak VEGF pozitif hiicre ylizdesi degerlendirildi.

Yingxin ve arkadaslar1 tarafindan, flep modeli olusturulmus ratlarda dogal ve rekombinant
hirudin uygulamasinin VEGF gen ekspresyonu {iizerindeki etkileri arastirilmistir. Bu
calismada, siilik salgisindan elde edilen dogal hirudin uygulanan grup; kontrol ve

rekombinant hirudin grubu ile kiyaslandiginda, VEGF gen ekspresyonlarinin anlamli
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derecede arttig1 gosterilmistir. Bununla birlikte dogal hirudin uygulamasi, flep bolgesinde
nekroz oranini azaltarak, flep sag kalim oranini arttirmistir [106]. Bu calismada bizim
calismamizdan farkli olarak; tibbi siiliikklerden elde edilen ve dogal bir anti-koagiilan madde
olan hirudinin VEGF {izerindeki etkisi PCR yontemi ile gen ekspresyonu bakimindan
degerlendirilmistir. Bizim immiinohistokimyasal yontem ile tespit ettigimiz VEGF (+) hiicre
(%) sayisi, tibbi siiliikk ve siiliik salg1 ekstraktt uygulanan gruplarda en yiiksek seviyede
izlenmistir. Calismamizda elde ettigimiz bu sonucun sebebinin; tibbi siiliiklerin salgisinda
bulunan ve anti-koagiilan 6zelligi olan "hirudin" oldugunu diigiinmekteyiz. Heparin gibi
diger anti-koagiilan ilaglarin aksine hirudin, herhangi bir kofaktore ihtiya¢ duymayan,
bilinen en giiglii, dogal ve spesifik trombin inhibitoriidiir [29]. Tibbi siiliikk salgisinda
bulunan hirudinnin anjiyogenezde oldukca onemli bir yere sahip olan VEGF miktarim
arttirdig1 diistiniilmektedir. Literatiirde SSE’nin VEGF ekspresyonu arttirdigina dair in vitro
calisma da mevcuttur. Tirik ve arkadaglari tarafindan yapilan bir tez calismasinda SSE’nin,
saglikli bir hiicre hatt1 olan HUVEC hattinda etkileri aragtirilmistir. Calismanin sonucunda,
VEGF gen ekspresyonunu ve yara iyilesmesini arttirirken, apopitoza veya nekroza neden

olmadigi gosterilmistir [105].

Calismamizda VEGF pozitif hiicre sayisi, epitel rejenerasyonu ve neovaskiilarizasyon
bulgular1 birbirleriyle uyumlu izlenmistir. Bu sonuclar, flep modelinde uyguladigimiz
yontemlerinin yara iyilesme siirecine etki ettigini ve yeni damar olusumunu sagladigini akla

getirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda in vivo sekilde flep modeli yapilan siganlarda tibbi siiliik ve tibbi siiliik salgi
ekstraktt uygulamasinin yara iyilesmesi iizerindeki etkilerini arastirdik. Calisma
kapsaminda deney gruplarinda yara iyilesmesine dair parametrelere biyokimyasal ve

histolojik yontemlerle bakildi.

Literatiirde tibbi siiliiklere ve tibbi siiliikk salgisindan elde edilen bilesiklere dair gesitli in
vivo ve in vitro calismalar mevcuttur. Ozellikle plastik-rekonstriiktif cerrahide yara
iyilesmesinde siiliiklerin etkinligine dair ¢aligmalar olsa da, ¢alismamizda H. verbana tiirii
stilik kullanilmas1 ve gruplarimizdan birine direkt siiliik salg1 enjeksiyonu uygulanmasi
acisindan literatiirde bir ilk teskil etmektedir. Calisma sonucunda tibbi siiliik salg1 ekstrakti

uygulamasinin yara iyilesmesi agisindan etkili bir ajan olabilecegine dair veriler elde ettik.

Yayinlanmis diger makalelere bakildiginda, ¢alismamizda tibbi siiliik salgi ekstraktinin in
vivo kosullar altinda kullanilmasinin ve bu deney hayvanlarinda bakilan parametrelerin
cesitliligi agisindan arastirmamiz mevcut literatiir bilgisine dnemli katkilar saglamaktadir.
Bahsedilen sonuglar ilk kez raporlanmakta ve daha sonraki ¢calismalara kap1 aralamaktadir.
Yine de tibbi siilik salgisinin etki yolaklar1 ve molekiiler mekanizmalar1 daha detayh

incelenmelidir.
6.1. Sonuclar

1. Tibbi siiliik, stiliik salgi ekstrakti ve fagostimiilator soliisyon uygulanan deney gruplari
ile kontrol grubunda; serum ornekleri, proksimal ve distal flep dokusu homojenatlarinda,
deney gruplar1 arasinda HIF-1-a (ng/mL) konsantrasyonu agisindan istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark goriilmedi, (p > 0,05).

2. Tibbi siiliik, stiliik salgi ekstrakti ve fagostimiilator soliisyon uygulanan deney gruplari
ile kontrol grubunda; serum 6rnekleri, proksimal ve distal flep dokusu homojenatlarinda,
deney gruplari arasinda TGF-o (pg/mL) konsantrasyonu agisindan istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark goriilmedi, (p > 0,05).

3. Tibbi siiliik, siiliik salg1 ekstrakti ve fagostimiilator soliisyon uygulanan deney gruplari

ile kontrol grubunda; serum 6rnekleri, proksimal ve distal flep dokusu homojenatlarinda,
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deney gruplari arasinda IGF-1 (ng/mL) konsantrasyonu agisindan istatistiksel olarak anlaml
bir fark gériilmedi, (p > 0,05).

4. Gruplar arasinda nekroz alani (%) degerleri acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu goriildii. Kontrol (D) grubundaki nekroz alan orani (%); siiliik grubu (A) ve SSE
(B) grubundan anlaml1 derecede yiiksek bulundu, (p < 0,05). Nekroz alan oraninin (%) en
yuksek D grubunda oldugu bulundu.

5. Gruplar arasinda epitel rejenerasyon skorlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu goriildii. Proksimal dokuda; SSE (B) grubundaki epitel rejenerasyon skorunun,
kontrol (D) grubundan anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu, (p < 0,05). Distal dokuda;
siiliikk (A), SSE (B) ve FSS (C) gruplarindaki epitel rejenerasyon skorlarinin, kontrol (D)
grubundan anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu, (p < 0,05).

6. Gruplar arasinda graniilasyon dokusu kalinligi skorlar1 agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu goriildii. Proksimal ve distal dokuda; SSE (B) grubundaki
graniilasyon dokusu kalinlig1 skorunun, kontrol (D) grubundan anlamli derecede yiiksek
oldugu bulundu, (p <0,05).

7. Gruplar arasinda fibroblast proliferasyonu skorlari agisindan proksimal ve distal dokuda
istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadig goriild, (p > 0,05).

8. Gruplar arasinda neovaskiilarizasyon skorlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark oldugu goriildi. Proksimal dokuda; siilik (A) ve SSE (B) gruplarindaki
neovaskiilarizasyon skorlarinin, kontrol (D) grubundan anlamli derecede yiiksek oldugu
bulundu, (p < 0,05). Distal dokuda; siiliik (A), SSE (B) ve FSS (C) gruplarindaki
neovaskiilarizasyon skorlarinin, kontrol (D) grubundan anlamli derecede yiiksek oldugu
bulundu, (p <0,05).

9. Gruplar arasinda inflamatuvar hiicre varligi skorlar1 agisindan proksimal dokuda
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu goriildii. Kontrol (D) grubundaki inflamatuvar
hiicre varlig1 skorunun SSE (B) grubundan anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu, (p <
0,05). Distal dokuda gruplar arasinda inflamatuvar hiicre varlig1 skoru agisindan anlamli bir
fark bulunmadi, (p > 0,05).

10. Gruplar arasinda VEGF (+) Hiicre Yiizdesi (%) skorlar1 acisindan istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark oldugu goriildii. Proksimal ve distal dokuda; siiliik (A), SSE (B) ve FSS (C)
gruplarindaki VEGF (+) Hiicre Yiizdesi (%) skorlarinin, kontrol (D) grubundan anlamli
derecede yiiksek oldugu bulundu, (p < 0,05).
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