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OZET
Payasl, C., Diyabetik farelerde makrofaj deplesyonunun yara iyilesmesine etkisizonguldak
Karaelmas Universitesi Tip Fakiiltesi, Plastik, rekonstriiktif ve estetik cerrahi tezi.
Zonguldak 2008.
Son yillarda yapilan calismalar, yara iyilesmesi igin “olmazsa olmaz” denilen makrofajlarin,
diyabetik yaralarda -tam tersine- iyilesmeyi olumsuz yonde etkiledigini gostermistir.
Bu tezin amaci, makrofajlarin diyabetik yaradan uzaklastirilmasinin iyilesmeye katkida
bulunabilecegi hipotezinden yola cikarak diyabetik farelerde makrofaj deplesyonunun yara
iyilesmesine etkisini incelemektir.
A) Cerrahi islem: Balb/c cinsi farelerin sirt bolgesinde kare seklinde (1xlcm) tam kat deri
defekti olusturuldu. Kaudalde 3 cm’lik insizyon yapild1 ve siitiire edildi.
B) Medikasyon: Makrofaj deplesyonu yapilacak farelere lipozomal klodronat (0,2ml/fare)
kuyruk veninden preoperatif 2.giin ve postoperatif 4.giin injekte edildi.
Diyabetize edilecek farelere ise 18 saat a¢ birakildiktan sonra 150mg/kg dozda, serum
fizyolojikte (%0.9NaCl) ¢oziilmiis alloksan periton i¢i yolla uygulandi. Bu uygulama 48 saatte
bir toplam ii¢ kez tekrarlandi.
C) Deney gruplar:
GRUP 1 (kontrol grubu,n=16): Cerrahi yaralar olusturularak serum fizyolojik disinda higbir
medikasyon uygulanmadi.
GRUP 2 (diyabet grubu,n=20): Alloksan ile diyabetize edildi.
GRUP 3 (makrofaj deplesyon grubu,n=16): Makrofaj deplesyonu i¢in lipozomal klodronat
solusyonu kuyruk veninden enjekte edildi.
GRUP 4 (makrofaj deplesyonu+diyabet grubu,n=20): Alloksan ile diyabetize edilen farelere
Lipozomal klodronat enjekte edilerek makrofaj deplesyonu uygulandi.
D) Ol¢me-degerlendirme: Tiim gruplarda farkli giinlerde yara alam 6lgiimii (3.,5.,7.giin), yara
kopma kuvveti ol¢iimii (5.,7. giin) ve histopatolojik degerlendirme(1.,3.,5.,7.giin) yapild.
Tiim giinlerdeki olciim ve degerlendirmeler goz oniine alindiginda beklendigi iizere en iyi yara
iyilesmesi grup 1’de goriildii. En kotii yara iyilesmesi grup 2 ve grup 3’te goriildii. Makrofaj
deplesyonu yapilmis diyabetik grup (grup 4) hipotezimize uygun olarak kontrol grubundan sonra
en iyi iyilesen grup olarak tespit edildi.
Sonug olarak; diyabetik yaralarda fonksiyonlari bozulmus olan makrofajlarin yara bolgesinden
uzaklastinlmasinin, kroniklesme siirecini kirarak yara iyilesmesine olumlu yonde katkida
bulunabilecegini diisiinmekteyiz.
Anahtar Kelimeler: diyabetes mellitus, makrofaj deplesyonu, lipozomal klodronat, yara

iyilesmesi, diyabetik yara.
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ABSTRACT
Payash, C.,The effect of macrophage depletion on wound healing at diabetic mice.
Karaelmas University School of Medicine, Thesis of Dept. of plastic, reconstructive and
aesthetic surgery
As is known, macrophages are essential in wound healing process. However, in recent years,
studies in the literature shows that macrophages in diabetic conditions are pernicious for wound
healing process. As a hypothesis, we have thought that banising the macrophages from the
wound site can improve wound healing process in diabetic conditions and the aim of this study is
investigating the effect of macrophage depletion in wound healing process at diabetic mice.
A) Surgical procedure: In a square shaped (1x1 cm) full-layer skin defect formed on the back of
mice. Caudally, 3 cm incision have been made and then sutured on the back of mice.
B) Medication: For macrophage depletion, liposomal clodronate (0,2ml/mouse) was injected
from the tail vein of mice at preoperative 2. day and postoperative 4. day. For devoloping
diabetes mellitus, 150mg/kg alloxan was injected intraperitoneally 3 times with 48 hours
intervals.
C) Groups:
GROUP 1 (control group, n=16): Surgical wounds have been formed. No any medication
applied except 0.9% sodium chloride.
GROUP 2 (diabetic group, n=20): Mice have been formed as diabetic by alloxan injection.
GROUP 3 (macrophage depletion group, n=16): Macrophage depletion have been formed by
injection of liposomal clodronate from tail vein.
GROUP 4 (macrophage depletion + diabetic group, n=20): Mice have been formed as
diabetic by alloxan injection and macrophage depletion have been formed by injection of
liposomal clodronate from tail vein.
D) Measurment-Evaluation: Wound area measurements have been made in all groups at day 3,
5 and 7. wound tensile strength measurments have been made in all groups at day 5 and 7.
Histopathological evaluation have made atday 1, 3, 5, 7.
When the all results have been evaluated, the best wound healing have been developed in group
1. The worst wound healing have been developed in group 2 and group 3. After the control
group, the best wound healing have been developed in group 4 and this condition is compatible
with our hypothesis.
As a result, we are thinking that banising the macrophages from the wound site can improve
wound healing by breaking chronic inflamation process.
Key Words: diabetes mellitus, macrophage depletion, liposomal clodronate, wouhd healing,

diabetic wound.
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KISALTMALAR

AGE: lleri Glikozilasyon Uriinleri
CFU-M: Monosit Colony Forming Unit
CSF: Koloni stimiile edici faktor
DA: Diyabetik Ayak

DAG: Diagilgliserol

DM: Diyabetes Mellitus

DSO:  Diinya Saglik Orgiitii

EGF: Epidermal Biiytime Faktorii
FGF: Fibroblast Biiytime Faktorii

GF: Biiyiime Faktorleri

GFAT: Glutamin:Fruktoz-6-Fosfat Amidotransferaz
IGF: Insuliin Benzeri Biiyiime Faktorii

IFN: Interferon

IL: Interlokin

INOS:  Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz

LT: Lokotrien

MMP:  Matriksmettaloproteinaz

NF-«B: Niikleer Faktér Kappa-B

NO: Nitrik Oksit

PBS: Fosfat-Buffered Salin

PKC: Protein Kinaz C

PDGF: Platelet Kokenli Biiylime Faktorii

PF: Platelet faktor

PO: Postoperatif

RAGE: [{leri Glikozilasyon Uriinii Reseptorii
ROS:  Reaktif Oksijen Tiirevleri

SOD:  Siiperoksid Dismutaz

TGF: Farklilastirict Biiyiime Faktorii
TNF-a: Tiimor Nekroze Edici Faktor- Alfa
UCP-1: Proton Gradientini Azaltan Kenetlenmeyi Bozucu Protein
VEGF: Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii
YKK:  Yara Kopma Kuvveti
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GIRIS VE AMAC

Diyabetes mellitus (DM), hem akut hem kronik komplikasyonlara neden olabilen bir
hastaliktir. Diyabetik ayak (DA) kronik komplikasyonlardandir. Periferik noropati ve
periferik damar hastaligina enfeksiyonun da eklenmesi ile olusan, ekstremiteyi tehdit
edebilen multifaktoryel bir problemdir. Diabetik ayak, doku ve organ kayiplarina yol
acabilmesi, enfeksiyon gelisimi gibi problemlerden dolay: hastalar i¢in uzun ve zorlu
bir siirec, hasta yakinlar1 ve toplum i¢inse sosyal ve ekonomik yiikii agir olan zorlu
bir antitedir .

Alt ekstremite amputasyonu yapilmis olan hastalarin yaklasik %40 - %60’ 1nin
etyolojisinde DM vardir @3 Bu amputasyonlarin %85’inden fazlasinda infeksiyon
ve gangrenin eslik ettigi derin ayak yarasi mevcuttur @, Diyabetik yara, uzun ve
zorlu tedavi siirecine neden olur. Amputasyonlardan sonra uzun hastanede yatma
siiresi, rehabilitasyon, ev bakimi ve ig giicii kayb1 gibi nedenlerle masrafi ve zorlugu
olduk¢a fazla olan bir problemdir. Multidisipliner bir yaklasimla, Diyabetik yara
olusmadan alinabilecek koruyucu 6nlemler, amputasyonlart ve morbiditeyi %50’ye
yakin azaltmakta ve ciddi para kaybini énlemektedir .

Norojenik, vaskiiler, infeksiydz, immiinolojik komplikasyonlar gibi bir ¢ok
neden birbiri ardina etki yaparak diyabetik yara olusturmaktadir. DA etyolojisinde
multi-sistem etkilenmeler oldugundan bu konuda yapilan calismalarda multi-
disipliner olmaktadir ©.

Yara iyilesmesi olduk¢a kompleks ve her basamagi tehdide agik ve halen
giiniimiizde tam olarak a¢iklanamayan bir progestir .

Calismamizda diyabetik yarayr kroniklesmeye gotiiren siirece hiicresel
diizeyde miidahele etmeyi planladik. DM hastaliginda etkilenen hiicrelerden biri olan
makrofajlarin  diyabetik  yaralara etkilerini arastirmak amacli  makrofaj
deplesyonunun diyabetik yaralara etkisini fareler lizerinde yaptiZimiz bu ¢alismada

inceledik.



1. GENEL BILGILER

1.1. Yara lyilesmesi Fizyolojisi

Yara iyilesmesi esas olarak 4 ana olay cevresinde gerceklesir. Olaylar ardisik bir
diizen i¢inde degildir ve birbiri icerisinde sinirlari tam olarak ayirt edilemez.

Bu evreler:

1. Hemostaz

2. Inflamasyon

3. Proliferasyon

4. Yeniden modellenme (remodeling, maturasyon) seklinde siralanmaktadir @,

1.1.1. Hemostaz

Travmalar damar yaralanmasina neden olur. Damar biitiinliigiiniin bozuldugu bu
durumlarda, kan kaybini durdurmaya yonelik mekanizmalar devreye girmektedir. Bu
mekanizmalar:

® Vazokonstriiksiyon

¢ Platelet tikaci

e Pihtilasma

¢ Fibroz organizasyon seklinde siralanabilir @

Endotel altinda yerlesmis bazal membrandaki trombojenik uyaranlar,
trombositlerdeki yiizey reseptorleri uyararak platelet adezyon ve agregasyonunu
uyarir. Bu sirada plateletlerden salinan bazi sitokinler ve refleks arklar yoluyla
vazokonstriiksiyona neden olur. Bu faktorler ayn1 zamanda pihtilasma zincirini de
aktive eder. Platelet tika¢ ¢evresinde fibrin tikag olusur ve pihti denen kalici tikag
ortaya ¢ikar. Piht1 ayn1 zamanda erken yara matriksi olarak islev gérmektedir.

Plateletlerin icindeki alfa graniillerden; fibrinojen, albumin, fibronektin,
immunglobulin G, faktér V ve faktdor VIII' in disinda platelet kokenli biiyiime
faktorii (Platelet-Derived Growth Factor, PDGF), farklilagtiric1 biiylime faktorii alfa
ve beta (Transforming Growth Factor a/f, TGF a/p), fibroblast biiyiime faktori—2
(Fibroblast Growth Factor-2, FGF-2) ve platelet kokenli epidermal biiyiime



faktorleri (Epidermal Growth Factors, EGFs) ve endotel hiicresi biiyiime faktorleri
salinmaktadir ©.

Plateletlerin icindeki yogun cisimler igerisinde ise serotonin, adenozin trifosfat
(ATP), adenozin difosfat (ADP), kalsiyum gibi pihtilasma zincirinde énemli roller
alan faktorler bulunmaktadir ©.

Doku zedelenmesi esnasinda bozulan damar biitiinliigii, pihtilasma
mekanizmalarim1 aktive etmektedir. Yolaklar sonucunda trombin aktive olduktan
sonra fibrinojeni fibrine doniistiirerek fibrin tika¢ olusturur ® " Fibrin tikac
sabitlestirildikten sonra vitronektin ile kaplanir. Vitronektin araciligiyla fibronektin
erken matrikste kendine yer bulur. Fibronektin iizerinde pek ¢ok hiicre i¢in yapisma
noktalart mevcuttur ve bu madde ayn1 zamanda matriks sitokinler i¢in toplayict

gorevi gormektedir @,

1.1.2. inflamasyon

Yaralanmanin erken donemlerinde gelisen vazokonstriiksiyon 10-15 dakika iginde
son bulur ve vazodilatasyon gelisir. Sonrasinda yara cevresinde kirmizi-kizil hale
seklinde bir goriiniim olusur. Plateletlerden salinan faktorler, pihtilasma zincirinde
aciga cikan bradikinin gibi driinler ve doku hasar1 sonucu gelisen nekrozdan
kaynaklanan faktorler yaralanma cevresinde endotel gecirgenligini degistirerek
damar dis1 alana plazma gegisine ve 6deme neden olmaktadir. Vazodilatasyon
endotel veya mast hiicresi kaynakli l6kotrienler, prostaglandinler ve ozellikle
histamin kaynaklidir. Trombin, kinin ve C3a/C5a da gecirgenligi arttiran
ajanlardandir ©10)

Inflamasyon evresinin ilk hiicresi nétrofillerdir. Bunlar yaralanmadan sonraki
ilk 24 saat icinde yara yerinde goriilir. Bu hiicreler hiicre ve matriks yikim
tiriinlerini, bakterileri ve yabanci cisimleri uzaklastirmaya calisir. Bu sirada ortama
notrofil graniillerinden jelatinaz, elastaz, kollajenaz gibi proteazlarla birlikte reaktif
oksijen radikalleri de salinmakta ve bu da nekrozu debride etmektedir an,

Kollajen, elastin yikim tirtinleri, kompleman, TGF-B, timor nekroz faktorii alfa

(Tumor necrosis factor-o, TNF-a), interlokin—1 (Interleukin—1, IL-1), PDGEF,



Iokotrien B4 (Leukotriene B4, LTB4) ve platelet faktorii IV (Platelet Factor IV, PF-
IV) I6kositler i¢in kuvvetli kemoatraktandir ©.

Damar dis1 alana ¢ikan monositler, T-lenfositlerden salinan IL-2 ve interferon
o (Interferon o, IFN-a) ile aktive olur ve ortama TGF-f salarlar. TGF-f kuvvetli
kemotaktik etki ile akut inflamasyonun tipik hiicrelerinin toplanmasina katkida
bulunur ©.

Makrofajlar 48. saatten sonra yara yerinde goriilmeye baslar ve genellikle
dolasimdaki monositlerden kaynak alirlar. Makrofajlar inflamasyonun en 6nemli
hiicrelerindendir. Nétrofillerin o doneme kadar gergeklestirdigi gorevleri daha
kuvvetli sekilde devam ettirirler ve es zamanh olarak da saldiklar1 veya salinmasini
diizenledikleri bircok biiyiime faktorii ile yara iyilesmesinde “Orkestra sefi” gorevi
yapar. Makrofaj kaynakli sitokinler yeniden damarlanma, fibroblast gocii ve
cogalmasi, kollajen iiretimi ve yara kontraksiyonu ile iligkilidir. TGF-B, insiilin
benzeri biiyiime faktorii- I (Insulin-like growth factor-I/IGF-I), PDGF, FGF-2, TNF-
o, IL—1 makrofajin salgiladigi énemli sitokinlerdendir 2.

Bagisiklik sisteminin 6nemli bir diger hiicresi de T-lenfositlerdir. CD 4+ T
lenfositleri bagisiklik sisteminin ne tiir bir cevap verecegini planlayan ve diizenleyen
hiicre tipidir. IL-1, IL-2, TNF-a, EGF ve TGF-B gibi pek ¢ok sitokinin ya kaynagi

ya da salmimini kontrol eden en dnemli iiyedir “'". (Tablo 1)

1.1.3. Biiyiime Faktorleri (growth faktorler)

Spesifik bir hedef doku yada hedef hiicreye sahip, bunlar iizerinde biiyiime ve
proliferasyonu tetikleyici yada uyarici sekilde etki gosteren protein yapida endokrin
sistem molekiilleri genel olarak biiylime faktorleri olarak adlandirilir. Gelismenin
oldugu biiyiime ve farklilasma evrelerinde ¢ok sayida faktoriin etkili oldugu,
hiicrenin biiylime ve ¢ogalmasinda ise biiylime faktorlerinin temel rolii oynadigi
gozlenmistir 13

Yaraya lokal olarak uygulanabilen biiyiime faktorleri graniilasyon dokusunun
formasyonunu uyararak ve epitelizasyonu hizlandirarak yara iyilemesini her fazda

olumlu yonde etkilerler. Esasinda yara iyilesmesinin tiim fazlar1 bilyiime

faktorlerinin kontrolii altindadir. Biiyiime faktorleri yara iyilesmesinin inflamasyon



fazinda yaraya gelen ve yara iyilesmesi icin hayati 6nem tasiyan makrofajlarin
uyarist ile iretilirler. Biiyiime faktorleri hiicre proliferasyonu, kemotaksis,
haptotaksis (hiicrelerin belirli bir yone dogru motilitesi), anjiogenezis, protein
ekspresyonu ve enzim iiretimini arttirirlar . Tablo 1°de inflamatuvar sitokinlerin

Ozeti verilmistir 1),

1.1.4. Epitelizasyon

Kismi kalinlikli yaralarda epitel hiicreleri, yara ve kenarlardan karsilikli hareketle
epitelizasyonu saglarlar. Aym sekilde kil folikiilleri, yag ve ter bezlerinde de
epitelyum proliferasyonu baglayabilir. Tam kalinlikli yaralarda epitel hiicreleri
kolaylikla yara kenarlarindan karsilikli go¢ islemini gerceklestirirken alttaki dermal
olusumlarda iyilesme, ¢cok daha uzun siire alabilir. Epitel iyilesmesi saglikli kisilerde
24-48 saatte tamamlanabilir. Daha sonra epidermisin bazal tabakasi asir1 mitotik
aktivite gostererek kalinlasir. Ardindan keratin iireterek normal deri rengini alir.
Keratin iireten ve epitelyum hiicrelerinin onciisii olan keratinositler epitelizasyonun
yaninda koloni stimulan faktor (CSF), IL-1,3,6 ve biiyiime faktorii de salgilayarak
yara iyilesmesine ek katkida bulunurlar. Bu tip iyilesmede epitel altindaki bag

dokusu pek olusmaz ve yara, minimal skar dokusu ile iyilesir .

1.1.5. Proliferasyon Fazi Graniilasyon Dokusunun Olusmasi

Bu faz yaralanmadan sonraki dordiincii giinde baglar ve yaklasik 21. giinde
tamamlanir. Bu fazin esas hiicreleri fibroblastlardir. Bu donemin diger bir 6nemli
hiicresi de endotel hiicreleridir. Fibroblastlar ¢evredeki perivaskiiler bag dokusundan
yaraya dogru hiicum ederler, endotel hiicreleri ise yara etrafindaki saglam
veniillerden prolifere olurlar ve yeni kapillerlerin yapimini saglarlar. Onceden
salgilanmis olan biiyiime faktorleri ve sitokinler bu hiicrelerin aktivasyonundan
sorumludurlar. Her ne kadar yara iyilesmesinin 1. giiniinde yarada az miktarda
fibroblast bulunsa da esas olarak 4. giinde aktive olurlar ve yiiksek miktarda
fibronektin ve daha sonra da kollajen, elastin ve glukozaminoglikan diiretirler.
Kontraksiyon yara iyilesmesinin normal bir safhasi olup 8-10. giinlerde gelismeye

bagslar ve yaranin kapanmasina yardimei olur.



Yaralanma sonucu yara alaninda olusan rolatif hipoksemi, neovaskiilarizasyon
icin bir uyarandir. Fibroblast proliferasyonu ile birlikte anjiogenezis, graniilasyon

dokusunun ana bulgulanidir. Yara c¢evresindeki kapillerlerden baslayan

neovaskiilarizasyon 6-7. giinlerde tamamlanir. Yanik yaralarinda ise bu donem daha

uzundur .

Tablo 1: inflamatuvar sitokinler ve fonksiyonlari as),
SITOKIN SALGILAYAN HUCRE | FONKSIYON
EGF (epitelyal | Platelet, makrofaj Keratinositler ~ ve  fibroblastlar  igin
growth faktor) mitojenik etki yapar ve keratinosit
migrasyonunu saglar.
FGF (fibroblast | Makrofaj, mast hiicresi, T | Fibroblastlar ~ve  keratinositler icin
growth faktor) lenfosit,endotelyal mitojenik ve kemotaktiktir ve anjiyogenezi

hiicreler

stimiile eder.

edici growth faktor-
alfa)

keratinositler

IEN (interferon) ( a, | Lenfositler, fibroblastlar Makrofajlar1  aktive eder, fibroblast
B,v) proliferasyonunu inhibe eder.
IL’ler Makrofajlar, mast | IL-1: atesi ve adrrenokortikotropik
(interlokinler) hiicreleri,  keratinositler, | hormon salinimini indiikler; TNF-a, IFN-y
(1,2,6 ve 8) lenfositler salinimini arttirir, graniilosit ve endoteliyal
hiicreleri aktive eder ve hematopoezi
stimiile eder.
IL-2:  makrofajlar, T  h’leri, natural
killer(NK) h’leri aktive eder, B h’lerin
diferensasyonunu aktive eder. Aktive B ve
T h’lerinin proliferasyonunu stimule eder,
atesi indiikler.
IL-6: atesi indiikkler ve  akut-faz
reaktanlarinin ~ karacigerden  salinimini
arttirir.
IL-8: notrofil aderensini,kemotaksisi ve
graniil salinimim arttirir.
KGF  (keratinosit | Fibroblastlar Keratinosit migrasyonunu,
growth faktor) diferensasyonunu ve proliferasyonunu
stimule eder.
PDGF (platelet- | Plateletler, makrofajlar, Kemotaktiktir, fibroblastlar icin
derivated  growth | endotelyal h’ler mitojeniktir,  anjiyogenezi ve  yara
fakor) kontraksiyonunu stimule eder.
TGF-a (transforme | Makrofajlar, T- lenfositler, | Keratinositler ~ ve  fibroblastlar  i¢in

mitojeniktir ve keratinosit migrasyonunu
stimule eder.

TGF- B (transforme
edici growth faktor-
beta)

Plateletler, T-lenfositler,
makrofajlar, endotelyal
h’ler, keratinositler

Hiicrelere kemotaktiktir ve anjiyogenezle
fibroplaziyi stimule eder.

Tromboxan A2

Zedelemis yara h’leri

Potent vazokonstriktordiir.

TNF (Ttimor
nekrozu faktorii)

Makrofaj, mast h’ler, T-
lenfositler

Makrofajlart aktive eder, fibroblatlar igin
mitojeniktir, anjiyogenezi stimule eder.




1.1.6. Matiirasyon Fazi

Bu donemde esas olan kollajen sentezidir. Kollajen sentezi ilk olarak 7-10. giin
baslar, 14-21’inci giinlerde maksimaldir. Maturasyon fazi proliferasyon fazinin son
asamasindan, skar formasyonunun tamamlandigi zamana kadar devam eder (yaklasik
21. giin — 6. ay). Bu fazda sentezlenen kollajenin yaninda, olusan kollajenin yikimi
da s6z konusudur. Yara iyilesmesinin en onemli safhasidir. Ciinkii bu fazin hizi,

kalitesi ve olusan matriksin miktar1 skar olusumunu direkt olarak etkilemektedir. ),

1.1.7. Matriks Formasyonu

Matriks yara igindeki hiicre dis1 yapidir ve c¢ogunlukla protein yapisinda
molekiillerden olusur. Tip 1 ve tip 3 kollajen, intersitisyel kollajen olup cildin major
kollajenidir ve gerilme kuvvetinin olusmasindan sorumludur. Yaranin matiirasyonu

icin kollajen sentezinin yaninda, yikim ve bu iki olay arasindaki denge de onemlidir
14)

1.1.8. Yara Kontraksiyonu

Yara uclarinin birbirine yaklagmasidir. Sonunda skar dokusunun kiigiilmesi saglanir.

Miyofibroblastlarin yara kontraksiyonundan sorumlu oldugu bilinmektedir %

1.1.9. Yara Iyilesmesindeki Faktorler

Yara iyilesmesi olduk¢a kompleks bir siire¢c oldugundan bir ¢ok basamaktan
herhangi birinin sekteye ugramasi sonucu bozulmaya agiktir. Fizyolojik cevaplar1 ve
hiicresel fonksiyonlar1 etkileyen lokal yada sistemik faktorler yara iyilesmesini

sekteye ugratabilir.



1.1.9.1 Lokal Faktorler

Bircok lokal faktor yara iyilesmesini sekteye ugratabilir. iskemik dokular, yara
icindeki yabanci cisim, infeksiyon, kontaminasyon gibi durumlar yara iyilesmesini
sekteye ugratabilir. Asagidaki Venn diagraminda bu engelleyici lokal faktorlere
dikkat cekilmistir > (Sekil 1).

Yabanci

Cia BOZULMUS

IYILESME

Sekil 1: Yara iyilesmesini etkileyen lokal faktorler.

1.1.9.2. Sistemik Faktorler

Birgok sistemik faktor yara iyilesmesini ¢esitli basamaklarda sekteye ugratabilir. Bu
faktorler asagida siralanmaktadir:

® Obezite

e Kardiyovaskiiler hastalik ( doku perfiizyonunu bozacak derecede) ve venoz

yetmezlik,

e flerlemis solunumsal hastalik,

¢ Hipotiroidizm,

o {leri yas,

® Major travma ve yaniklar,

¢ Hipotermi,

e Sepsis,

¢ Gut hastaligi,



e Karaciger ve bobrek yetmezlikleri,

® Beslenme bozuklugu ve sigara,

e Kortikosteroidler,

e lyinize radyasyon ve kemoterapi ve uzak malignite,

¢ Diyabetes Mellitus 1)

1.2. Makrofajlar

1.2.1. Mononiikleer Fagositik Sistem Hiicrelerinin Gelisimi

Immiin sistemin ikinci biiyiik hiicre grubu Mononiikleer fagositik sistemdir ve primer
fonksiyonu fagositoz olan hiicrelerden olusur. Mononiikleer fagositik sistemin tiim
hiicreleri kemik iligi kokenlidir. Kemik iliginde bulunan ©ncii hiicrelerden
(pluripotent hiicreler) multipotent miyeloid hiicreler olusur. Bu hiicrelerden ise
monosit colony forming unit (CFU-M) hiicreleri meydana gelir. CFU-M hiicreleri
monoblastlara  doniisiir. Monoblastlarin  boliinmesiyle promonositler olusur.
Promonositlerde  azurofil graniiller olusmaya baglar. Kemik iligindeki
promonositlerin yaklagik yaris1 hizli bir sekilde bdliiniirler, kiigiilerek cogalma
yetenegini kaybeden monositlere farklilagirlar. Geri kalanlar ise ihtiyag
duyuldugunda kullanilabilecek bir depo olustururlar. Kok hiicreden monosite
doniisme siiresi yaklasik 55 saattir. Monositler kemik iliginde 1-2 giin kaldiktan

1% " Monositlerin caplart yaklasik 12-20 pm’dir. Biiyiik,

sonra kana gegerler
eksantrik yerlesimli cekirdege sahiptir ve bir veya iki ¢ekirdege sahip olabilirler.
Cekirdekleri merkezden ice dogru ¢okiintii olusturarak bobrek seklinde bir goriiniim
verir. Sitoplazmasi bazofilik boyanir ve sitoplazmada ince azurofilik graniiller
(lizozom) bulunur. Monosit sitoplazmasinin iyi gelismis Golgi kompleksi, ribozom
ve poliribozomlar, cok sayida kiiclik mitokondri icerir. Az sayida graniillii
endoplazmik  retikulum icerirler. Hiicrenin periferinde  mikrotiibiill  ve
mikrofilamanlar, pinositik vezikiiller bulunur. Hiicre yiizeyinde mikrovilluslar vardir.
Dolagimda sadece birkag giin kalirlar. Bag dokuya gecerek makrofajlar1 olustururlar

161 “Monosit membranindaki ve endotel hiicre membranlarindaki hiicre adhezyon

molekiilleri monositlerin endotele tutunarak yavaslamasini, durmasimm ve endotel



hiicreleri arasindan diapedezini saglar. Bu go¢ sirasinda ilk adim intravaskiiler
monositin, endotel hiicresinin yiizeyine yapismasidir. Daha sonra vaskiiler yiizeyde
yavasc¢a yuvarlanarak siiriiklenir ve daha kuvvetle yapisarak durur. Bu olayda cesitli
adhezyon molekiilleri gorev alir. Selektinler, B -1 integrin ve endotel yiizeyindeki
“Vaskiiler Hiicre Adezyon Molekiilii-1” (VCAM-1) ilk yapismada gorev alirlar.
Monositin durmasini saglayan adhezyon molekiilleri ise 16kosit B -2- integrin ile
“Inter-Seliiler Adezyon Molekiilii 1-2” (ICAM-1-2)’ dir. Monosit daha sonra endotel
hiicreleri arasindan, hem monosit hem endotel ylizeyinde bulunan ‘Platelet
endotelyal adezyon molekiilii-1” (PECAM-1) aracilif1 ile gecer. Endotel bazal
membranini da gegtikten sonra monositler makrofajlara doniisecekleri bolgelere goc

ederler %19,

1.2.2. Makrofajlarin Aktivasyonu ve Fonksiyonlari

Doku makrofajinin omrii yaklasik 2-4 aydir. Bu donemde bir kismi hareketsiz kalir.
Bunlara sabit makrofaj denir. Matriksdeki kollajen fibrillere tutunurlar. Digerleri ise
ameboid hareketle siirekli yer degistirirler. Her iki durumda da yiizeyindeki
reseptorlerle ve pinositoz yaparak cevrelerini denetlerler. Eger cevreden gelen
herhangi bir sinyalle veya inflamatuar mediatorlerle karsilasirlarsa makrofaj
aktivasyonu denilen bir siirece girerler. Bu siirecde biiyiikliikleri, metabolik hizlari,
motiliteleri ve fagositik aktiviteleri hizla artar. Biiyiikliiklerinin artmasinin sebebi
sitoplazmik hacmin artmasidir. Aktivasyonla birlikte bircok yeni madde
sentezlenmeye baslanir. Bunlar iginde indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)
onemlidir. Bu enzimin {iriinii olan nitrik oksit (NO) makrofajin bakterisit etkisinde

biiyiik role sahiptir @0

Makrofajlarin belli bagh fonksiyonlari sunlardir:

1.2.2.1. Fagositoz

Makrofajlar bakteri, antijen gibi yabanci maddeleri, hasarli, 6lii hiicre ve artiklarini

fagosite etmekle gorevlidir. Makrofajlarin hiicre membraninda spesifik reseptorler

10



bulunur. Makrofajlarin yabanci partikiilleri ve hasarli dokular1 tanimasinda fosfolipid
ve seker reseptorleri rol oynar. Makrofajlar, antikorlan ise yiizeylerindeki Fc
reseptorleri ile tanirlar. Kompleman icin de yiizeylerinde kompleman reseptorleri
bulunur ®?. Fagosite edilecek madde yiizey reseptorlerine baglamir ve bu baglanma
ile hiicre ylizeyinde pseudopodlar olusarak, maddeyi ¢evrelerler. Komplemanlar ise
hiicreye hiicre yiizeyinin ice dogru invajinasyonu ile alinir. Sindirilecek materyalin
hiicre i¢ine alimmasiyla sitoplazmada fagozom denilen yapilar olusur. Fagozomlar
hiicre igerisinde bulunan lizozomlarla birleserek fagolizozomu (sekonder lizozom)
olusturur. Lizozomal enzimler sindirilecek materyalin komponentlerinin yikilip,
sitoplazmaya verilmesine neden olur. Ayrica makrofajlarda molekiiler oksijen
indirgenerek mikrobisidal 6zellik gosteren reaktif oksijen radikalleri iiretilir. Bunlar
fagozomlara verilir. Ortaya ¢ikan komponentler ve artik maddeler ekzositoz yolu ile
hiicreden atilir veya sitoplazma igerisinde artik olarak birikir. Makrofajlarin fagosite
etmesi gereken hedefleri, fazla sayida, biiyilk veya sindirilmeye direngli ise bu
bolgelerde ¢ok sayida makrofaj birikebilir. Bu bolgelerde lenfositler, fibroblastlar ve
diger hiicreler de birikir. Bu sekilde olusan yapiya graniiloma denir. Graniilomadaki
makrofajlara epiteloid hiicreler denir. Bunun sebebi makrofajlarin epitel hiicrelerine
benzer sekilde sikica yan yana gelerek, birbirlerine uzantilar gondermeleridir.

Boylece graniiloma disina madde gegisini engellerler 2.

1.2.2.2. Salgilama

Makrofajlar biyolojik olarak aktif olan pek ¢cok madde salgilarlar. Lizozim, hidrojen
peroksit gibi maddelerin antimikrobiyal aktiviteleri vardir. Elastaz ve kollajenazlar
ekstraselliiler matriks dongiisiinde gorev alirlar. Bu dongii hiicre g0ciini
kolaylastirarak doku iyilesmesini hizlandirir. Makrofajlar ayrica sitokin adi verilen
sinyal molekiilleri salgilarlar ve immun reaksiyonlar1 diizenlerler. Sitokinler, immun
sistem hiicreleri arasinda iletisimi saglayan kiiciik proteinlerdir. En Onemlileri
arasinda fibroblast biiyiime faktorii, TNF-a , interlokin-1p, interferon o, B , interlokin
6, 10, 12, kemokinler, prostoglandinler, nitrik oksit vardir. Lizozim, notrofil gibi
diger inflamatuar hiicrelerin inflamasyon bolgesine kemotaksisini saglar. Sitokinler

ayrica inflamasyonun pek ¢ok sistemik etkisinden sorumludurlar **. Makrofajlar
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salgiladiklan platelet aktive edici faktor, prostoglandinler ve 16kotrienler araciligi ile
akut inflamasyonu diizenlerler. Makrofajlarin dokuda uzamis aktiviteleri, yavas
aktiviteli sitokinler ve biiyiime faktorleri salinimi ile kronik inflamasyona ve fibrotik
doku gelisimine neden olabilir “*.

Makrofajlar salgiladiklar1 “tiimor nekrozis faktor” (TNF) ile malign timor

hiicrelerini dldiiriirler Y.

1.2.2.3. Antijen Sunma

Makrofajlarin antijen sunucu 6zellikleri vardir. Makrofajlar antijenlerle birlesen ilk
hiicrelerdir. Yabanci maddelerle birleserek onlarin lenfositler tarafindan
taninmalarini ve lenfosit cevabi olugmasini saglarlar @9

Organlara oOzellesmis makrofajlar vardir: Kupffer Hiicreleri (karaciger),
Alveolar Makrofajlar (akciger), Mikroglia (beyin), Osteoklast (kemik), Langerhans

Hiicreleri (deri).

1.3. Diyabetes Mellitus ve Yara Iyilesmesi

DM, ciddi metabolik hastaliklar arasinda en yaygin olamidir. Hastalik, kalitsal ve
edinsel faktorlerin etkilesimi ile olusan insiillin hormonunun aktivitesindeki
yetersizlige bagli olarak gelisen hiperglisemi ve yetersiz insiilin aktivitesine bagl
olarak dokularda olugsan metabolik anormallikler ile karakterizedir. Yetersiz insiilin
aktivitesi, yetersiz insiilin salimmi veya yoklugu, yada hedef hiicrelerdeki insiilin
direncinden kaynaklanir. Akut komplikasyonlar1 disinda, uzun siirede viicutta
olusturdugu metabolik anormalliklerden ve go6zler, bobrekler, sinirler ve kan
damarlar1 gibi organlarda olusturdugu hasarlardan dolayi, tek bir hastaliktan ziyade
bir sendrom olarak kabul edilir *>2%.

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) verilerine gore iilkemizde 2000 yilinda 2.920.000
olan DM prevalansi, 2030 yilinda 6.422.000’a ulagacaktir @) DM’un etyolojisi tam
bilinmemektedir. Suclanan bir¢ok etyolojik faktdr vardir. Bununla beraber, Tip 1

diyabet ve Tip 2 diyabet icin One siiriilen etyolojik faktorler arasinda major

farkliliklar mevcuttur Y. DM tip 1°de ¢esitli nedenlere bagli pankreas B hiicrelerinin
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yikim1 s6z konusu iken DM tip 2’ de genetik faktorler ve obesiteye bagh
reseptorlerde insulin direnci soz konusudur ®®. Tipi ne olursa olsun sonugta tiim
DM’ larda benzer sorunlar gelismektedir.

Joslin, 20. yiizyihin baginda, diyabetik hastalarda ayak iilseri ve gangren
olusumunun kag¢inilmaz bir durum oldugunu vurgulamistir @ Bu tespitten sonra son
70 yil icinde diyabet tedavisinde onemli gelismeler olmustur. Maliyeti yiikek olan
diyabet komplikasyonlarin 6nlenmesi tedavide onemli bir yer tutmustur. Tedavide,
temel olarak uygun diyet, yogunlastirilmis insulin ve oral hipoglisemik ajanlar
kullanilmaktadir.

Diyabetik hastalarda diyabetik olmayan hastalara gére gangren gelisme riski 17
kat daha fazladir. A.B.D.’nde major amputasyonlarin %66’s1 diyabetik hastalarda
uygulanmaktadir 60
Deneysel ve klinik gozlemler, diyabetin tiim komplikasyonlarinin metabolik

bozukluklarla, o©zellikle de hiperglisemi ile iligkili oldugunu gostermektedir.

Fizyopatolojik siireclerin temelinde birkac¢ biyokimyasal olay yatmaktadir:

1) Enzimatik olmayan glikozilasyon
2) Poliol yolu

3) Protein kinaz C aktivasyonu

4) Hekzosamin yolu artmig aktivitesi

5) Mitokondrial elektron tagima zincirinde siiperoksid anyonu olusumu @D,

1.3.1. Enzimatik Olmayan Glikozilasyon

Glikoz ile dolasimdaki ve dokularin yapisindaki proteinler arasinda gelisen bir
reaksiyondur; sonucta glikozilasyon iriinleri (AGE) ortaya c¢ikar (sekil 2). Bu
reaksiyon, diyabetlilerde normal kisilere gore en az iki kat fazladir ve bu son iiriin
AGE’ler doku hasarmma neden olur (sekil 3). Farelerle yapilan deneylerde,
aminoguanidinlerin glisemi kontroliinden bagimsiz olarak, albiiminiiriyi ve erken
glikozilasyon {riinlerine geri doniigsiiz baglanarak AGE’leri, basal membran

kalinlasmasini azalttig1 gosterilmistir; bu konuda, insanlarla ilgili yeterli veri yoktur
(32)
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Glikoz + protein «» shiff «» baz amadori iiriinleri

A 4

Erken glukozilasyon iiriinleri

l

Advanced glycation end product (AGE)

Sekil 2: non enzimatik glukozilasyon semasi ©2),

AGE proteinleri viicutta kendilerine reseptorliik yapan bagka proteinlerle
baglanabilirler, bunlara da “AGE reseptorii” (Receptor for AGE-RAGE)
denmektedir. RAGE, immiinglobulin siipergen ailesinin bir {iiyesidir. 2 sabit
(Constant-C) ve 1 adet de degisken (Variable-V) domaini mevcuttur. RAGE
aktivasyonu, hiicrede oksidan strese ve mitojen ile aktive olan protein kinaz
aktivitesinin artisina neden olmaktadir. Sonugta, ilgili hiicre tipinde yapisal bozukluk
ve hiicresel ¢cogalma meydana gelmektedir. Bu da kendini retinopati veya mezangial
proliferasyon ile gostermektedir .

RAGE’leri baskilayarak yara iyilesmesinin diizeldigini gosterilmistir 69 Bu
calismadan yola ¢ikarak RAGE’in fizyopatolojik acidan 6nemli bir yer tuttugu ileri
siriilmistiir. Goova ve ark. calismalarinda diyabetik yaralarda, inflamasyonun
baslagicinin daha ge¢ ve kronik fazin ise uzamis oldugunu séylemektedirler. RAGE,
pek cok hiicrede varligi gosterilmisse de yara iyilesmesi ile dogrudan ilgili olarak
fibroblastlarda, endotel hiicrelerinde ve makrofajlardaki varligi onemlidir. RAGE
uyarimi, monositlerden proinflamatuar sitokinlerin salintmim arttirir. Bu sitokinler
inflamasyonun devamliligim1 saglamaktadir. RAGE’i uyaran proteinlerin yine
monosit kaynakli olmasi oldukga ilginctir. Diyabetiklerde makrofajlar parakrin ve
otokrin mekanizma ile kisir dongii olusturarak inflamasyonun uzamasina neden

olmaktadir ¢,
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1.3.2. Poliol Yolu

Yiiksek glukoz konsantrasyonu, poliol yolu ile sorbitol iiretimine neden olur. Bu
yoldaki aldoz rediiktaz enzim aktivitesi i¢cin NADPH kullanildigindan hiicre ici
NADPH tiiketilir. Okside glutatyonun rediikte forma cevrilebilmesi ve NO sentezi
icin NADPH gereklidir. Bu nedenle sorbitol yolunun aktif olmasi ve sonugcta
NADPH’in yoklugu hiicrenin antioksidan kapasitesinin sinirlanmasi anlamina
gelmektedir. Rediikte glutatyonun ve vazodilatasyonda gorev yapan NO sentezinin
azalmas1 diyabetin vaskiiler komplikasyonlarinin ortaya cikisinda rol oynar.
Vazodilator mediatorlerin kaybir endondronal kan akiminin azalmasina dolayisiyla
endonoronal hipoksi veya iskemiye yol agmaktadir. Bu olaymn sonucunda noronal
hiicre, schwann hiicrelerde hasar meydana gelmektedir. Glukozun sorbitol yolu ile
fruktoza ve sorbitola cevrilmesinin bir sonucu olarak hiicrede miyoinozitol
diizeylerinde azalma ve bunun sonucunda da Na-K ATP-az enzim aktivitesinde
diisme oldugu gozlenmistir ki bu enzim aktivitesi sinir iletim hizi i¢cin 6nem
tasimaktadir. Sorbitolun kendisi bir doku toksini gibi hareket eder. Bu nedenle
retinopati, noropati, katarakt, nefropati ve kalp hastalifi patogenezinde rolii oldugu

diisiiniilmektedir .

1.3.3. Protein Kinaz C Aktivasyonu

Hiicre ici hiperglisemide glikoliz ara iiriinlerinden olan gliseraldehit 3-fosfat |,
gliserol 3-fosfata indirgenir ve acillenir. Diagilgliserol (DAG) protein kinaz C'nin
aktivatorii oldugundan konsantrasyonunun artmasi enzimin aktivasyonuna yol agar.
DAG oncelikle olarak PKC'nin beta ve alfa izoformlarmi aktive eder. PKC
aktivasyonu sonucunda damar gecirgenligi artar, vazoaktif hormonlar, kan akimi

degisiklikleri olur ve bazal membran sentezi artar @D,

1.3.4. Artmus Hekzosamin Yolagi Aktivitesi

Intraseliiler hiperglisemide fruktoz-6-fosfat, glikoliz ile metabolize olmaz ve

glukozamin 6- fosfata doniisiir. Glukozamin 6-fosfat, glutamin:fruktoz-6-fosfat
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amidotransferaz (GFAT) tarafindan katalize edilir. Glukozamin 6-fosfattan olusan N-
asetil glikozamin, TGF-B1 ve benzeri faktorlerin sentezini aktive eden transkripsiyon
faktorlerini kovalent olarak modifiye ederek aktiflestirir. Hiperglisemi ile
heksozamin yolu aktivasyonunun gen ekspresyonunda ve protein fonksiyonunda
degisikliklere neden olarak diyabetik komplikasyonlarin patogenezine katkida

bulunma olasihindan bahsedilmektedir @7,

1.3.5. Mitokondrial Elektron Tasima Zincirinde Siiperoksid Anyonu Olusumu

Son arastirmalar hiicre i¢i hiperglisemi ile indiiklenen bu metabolik olaylarin
mitokondrilerde asir1 siiperoksid olusumu ile aktive oldugunu gostermektedir.
Endotel hiicrelerinde hiperglisemi ile indiiklenen reaktif oksijen tiirevleri (ROS)
olusumunun ana kaynaginin trikarboksilik asid dongiisii oldugu, NADH ve priivatin
sitozolden mitokondriye taginmalar1 inhibe edilerek gosterilmistir. Kompleks V’ye
alternatif olarak proton gecisini saglayarak proton gradientini azaltan kenetlenmeyi
bozucu protein (UCP-1) ve Siiperoksid dismutazin (SOD) asir1 ekspresyonlari
hipergliseminin etkilerini engellemektedir. UCP-1 ve SOD’ un endotel hiicrelerinde
hiperglisemiye baglh olarak artan sorbitol birikimini, AGE olusumunu ve PKC
aktivasyonunu tamamen engelledikleri saptanmistir. Hiperglisemi ile indiiklenen
“niikleer faktor kappa-B” (NF-xB) aktivasyonunun mitokondrideki asir siiperoksid
olusumunun inhibisyonu ile engellendigi gosterilmistir. Mitokondride asir
miktarlarda siiperoksid olusumu gliseraldehit 3- fosfat dehidrogenaz enzimini inhibe
eder. Bu inhibisyon glukoz ve glikoliz metabolitlerinin konsantrasyonlarinin
artmasina neden olur. Gliseraldehit 3- fosfattan parcalanma ile olusan metil
glioksalin artis1 AGE’lerin artmasina neden olmaktadir (7.41-43)

Hiperglisemi ile indiiklenen mikrovaskiiler degisiklikler daha sonraki normal
glukoz homeostazi donemlerinde de kalic1 olur veya ilerler. Mitokondride olusan
ROS'arin mitokondrial DNA’da hasara neden oldugu gosterilmistir. Mitokondrial
elektron transport sistem elemanlarindan bazilarim kodlayan mitokondrial DNA'nin
hasarlanmasi, bu elemanlarin yapilarinin ve fonksiyonlarinin bozulmasina yol acar.

Hasarli elemanlar nedeni ile normoglisemide bile siiperoksid olugsumu artar.
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Hiperglisemik hafizanin mitokondrial DNA'daki oksidatif hasar ile agiklanabilecegi
one siiriilmektedir “*.

Giiniimiize kadar gelen arastirmalarin 1s18inda yukaridaki mekanizmalarla
olustugu diisiiniilen yara iyilesmesini sekteye ugratan komplikasyonlar asagida
siralanmistir:

Diabetik ayak iilserli hastalarin % 60’inda periferik noropati, % 20’sinde

iskemi, % 20’ sinde noropati ve periferik arter hastalig: birilikte bulunur @),

1.3.6. Diyabetik Noropati

Motor tutulum sonucunda ayaktaki intrensek kaslarda zayiflik olusur ve sonrasinda
fleksor ve ekstensor kaslarda uyumsuzluk olusur. Bu uyumsuzluk sonucunda ayak
'pence ayak' ve parmaklar da '¢ekic parmak' seklini alarak deforme olur. Ayak
tabaninda yastik gorevi yapan yag tabakasinin atrofisi sonucunda yiiksek basinca
maruz kalan bolgeler ozellikle metatars baslarina uyan bolgelerde asinma ve
ilserasyonlar meydana gelir. Normalde ayaga binen yiik tiim ayaga esit miktarda
dagilirken, deformite sonucunda yiik tamamen metatars baslarinin altina ve topuga
biner “**7
Diabetik hastalarda yiizeyel ve derin duyuda azalma olusur ve tamamen yok
olabilir. Bu néropati tipik olarak “eldiven-corap” tarzi bir dagilim gosterir. Ayakkabi
vurmasi, yabanci cisim batmasi ve yanik gibi travmalar, protektif agri duyusunun
olmamasi nedeniyle hasta tarafindan fark edilmez veya dnemsenmez W

Diyabetik hastalarda otosempatektomi gelismesi sonucunda ayakla terleme
kaybolur ve cilt 1s1 regiilasyonu bozulur. Terlemenin olmamasi nedeniyle ayak derisi
kurur ve ayakla catlaklar olusur. Bu ¢atlaklar olasi infeksiyon etkenlerinin viicuda
girigini kolaylastirir. Sempatik tonusun kaybolmasi sonucu periferik kan akimi artar
ve arteriovendz santlar meydana gelir ve ayakta yaralarin olusumuna katkida bulunur
(1.45)

Klasik noropatik iilser pembe graniilasyon, beyaz fibrotik yara dudag olan
etrafi hiperkeratotik doku ile ¢evrelenmistir. Vaskiiler destek iyi ise ayak iliktir.

Enfeksiyon tabloya eklendiyse ayak sicak hale gelir. Noropatik iilserler basinca baglh

olarak gelisen sirkiiler, zzimba deligi biciminde, agrisiz kronik lezyonlardir ve hasta
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bilin¢li degilse uzun siire fark edemez. Agn basladiginda hasta fark eder ve
enfeksiyon baslamis demektir “®. Diabetik ayak iilserlerinde tam1 koydurucu en

erken belirti asil tendon refleksinin kaybidir ©.

1.3.7. Noropatik Eklem (Charcot ayag)

Baz1 evrelerin sonucunda Charcot ayag: gelisir. Ik evre akut evredir. Bu evrede ayak
sis, kirmizi ve sicaktir. Ufak bir travma sonucu gelisebilir. Agr1 olaya eslik eder. Bu
evrede ayaga binen basincin azaltilmasi1 faydaldir, 6zel ayakkabi giyilmelidir. His
kusuru nedeniyle agr1 fark edilmez ve yiirime ve basing artimi devam ederse
kemikte kirklar olusur. 3,4 haftada gelisen bu kirik evresi ikinci evre olarak
degerlendirilir. Osteoliz, kemikte parcali kiriklar, giderek yeni kemik olusumu ve
eklem dizilimin bozulmasi ve birlesmeleri ile subluksasyonlar meydana gelir. Bu
evrede tam kolaylasir ancak klinik olarak ge¢ kalinmistir. Yaklasik birkac ay siiren
bu siire¢ sonrasinda {iigiincii evre olan ayakta kalici deformite gelisir. Dordiincii
evrede ise ayakta deformite ve kemik kiriklar1 sonucunda ayak tabaninda iilserler

olusur. Ulserler gangrenlesir ve amputasyona kadar ilerler “*.

1.3.8. immiinolojik Bozukluklar

Diyabetik iilserlerde uygun tedaviyi uygulayabilmek i¢in yara iyilesme siirecindeki
bozukluklar1 anlamak c¢ok o©nemlidir. Normal yara iyilesmesi i¢in bag doku
formasyonu, hiicresel aktivite, bilyiime faktorleri uyum iginde olmalidir. Diabetik
yaralarda bu 3 procesde hasarlandigindan yara iyilesmesi gecikir 60

Kollajen bag dokuda en ¢ok bulunan proteindir ve dermis, kemik, tendon ve
ligamanlarin integral konponentidir. Kollajen iiretimi ve yikimi yara onariminda
travmadan sonra uzun siire devam eden kompleks bir olaydir. Travmatize olmus yara
yeri normal yara iyilesmesinde bile hi¢cbir zaman eski tensil kuvvetine ulagmaz. Skar
kollajeni orijinal kollajenin en fazla %80’i kadar tensil giiciine sahip olabilir. Normal
yara iyilesmesinde kollajen yikimi ve yapimi arasinda hassas bir denge vardir ve DM
hastaliginda denge yara iyilesmesini sekteye ugratacak sekilde bir tarafa dogru

bozulur .
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Yara iyilesmesinin inflamatuar basamag ilgili hiicrelerin, GF’lerin ve
biyokimyasal aktivitelerin orkestral bicimdeki calismasiyla olusur. Plateletler,
notrofiller, T hiicreleri, NK hiicreleri ve makrofajlar yara yerine ilerlerler ve yara

iyilesmesi progesindeki inflamasyon, koagiilasyon ve anjiyogenezi diizenlerler ®?.

Diyabetik yaralarda TNF-a ve IL-1B diizeyleri artmistir ob,

Bu artis
matriksmettaloproteinaz (MMP) artisindan sorumlu tutulmaktadir.

Deri keratinositlerinde de morfolojik degisiklikler goriiliir. Ek olarak DM’li
hastalarda keratinosit proliferasyonu inhibe olur ve yara iyilesmesinin esas

basamaklarindan biri sekteye ugrarmis olur 60

1.3.8.1. Diyabetin Makrofajlar Uzerine Etkileri

GF’ler yara iyilesme progesini lokal yara ¢evresinde inhibitor ve stimulator etkilerle
diizenler. PDGF, FGF, VEGF gibi GF’lerin hepsi yara sivisinda bulunmustur.
Giiniimiizde GF’lerin  hiicrelerin  kemotaksis, migrasyon stimulasyon, ve
proliferasyon siireclerinde ve yara iyilesmesinde gerekli matriks maddelerinde
gerekli oldugu bilinmektedir. Diyabetli hastalarda bu faktorler azalir ve yara
iyilesmesi sekteye ugrar ©2.

Diabetes mellitusta uzun siireli hiperglisemi inflamatuar progesteki hiicresel
aktiviteyi zayiflatabilir. Daha spesifik olarak, makrofajlarin morfolojisi degisir ve
fonksiyonunun bozuldugu gériiliir (sekil 3, 4) ©*. Makrofajlarin fagositoz, antijen
sunma, reseptor fonksiyonlar1 ve sitokin salinimlari bozulur 63 Makrofaj ve B
lenfositlerinden zengin kronik hiicresel infiltrasyon yara iyilesmesinde 6nemli rolii
olan CD4+ T lenfositlerinin sitokin repertuarimi iyilesmeye yardimci sekilde

yonlendirmesini engeller @
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(a) (b)

Sekil 3: (a) Solda kiiltiire edilmis saghklh makrofajlarin, (b) ise kiiltiire edilmis
diyabetik makrofajlarin elektron mikroskobu ile goriiniimii mevcuttur.
Sekillerde goriildiigii iizere diyabetten etkilenmis makrofajlar

fenotipi bozulmustur 3,

Diyabetiklerde, fonksiyonel olarak ayrimlanan makrofaj alt tiplerinde farkhliklar
saptanmustir. Inflamatuar ve hiicre oldiiriicii makrofaj oranlar1 artarken, tamir
makrofajlarinin oram azalmaktadir. Bu degisim sitokin repertuarim1 da degistirerek,
fibroplazi ve anjiyogenezi uyaran ve proliferatif faza gecisi uyaran faktorleri
baskilamaktadir. Diyabetiklerde, makrofajlardan PDGF ve IGF-1 saliniminin
azaldigr gosterilmistir. Bunun yerine inflamatuar makrofaj fenotipinin saldigi

inflamatuar sitokinler artmaktadir 12

1.3.9. Vaskiiler Bozukluklar

Iskemik degisiklikler dejeneratif diyabetik ayakta goriilen dinamik destriiktif siirecin
biitiinleyici bir parcasidir. Hastaligin siiresi ile orantili olarak periferik vaskiiler
hastalik orani da artar. Genel olarak hastalarin ortalama % 15’1 teshis edildikten
sonraki 10 y1l i¢inde okliiziv problemlerle karsilasirlar. Bazal membran kalinlagmasi,
anormal endotel hiicre aktivitesi, eksik trombosit fonksiyonu, vaskiiler diiz kas
proliferasyonu, intimal hasar1 olanlarda lipid depozisyonu ve trombosit agregasyonu
ile ateromatoz plakalarin olugsmasi sonucu okliizyon ortaya ¢ikar. Bunun sonucunda
doku perfiizyonunda azalma, besin ve oksijen degisiminde yetersizlik ve siddetli

hiicresel hipoksi meydana gelir. Ayaktaki azalmis perfiizyonun sonucu doku
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nekrozudur. Bu hastalarda biiyiik ve orta caph arter tutulmasina eslik eden fiziksel
bulgular; Kil kaybi, ayakta sogukluk, atrofik cilt ve tirnak distrofisidir ©*.
Mikroanjiopatiye  baghh  klinik  bulgular  genellikle ayagin  major
komplikasyonlarindan sorumludur. Kétii doku perfiizyonu ile yumusak doku hasari
onarma kabiliyeti azalmistir. Bu da {iilserasyona yol agabilir ve agilan iilserin de
beslenme bozukluguna baglh olarak iyilesmesi gecikir. Bu hastalarda alt ekstremiteyi

tutan vaskiiler lezyonlar sikilikla multisegmental ve diffuz dagilimhidir o4,

1.3.10. Diyabette yara iyilesmesini etkileyen diger risk faktorleri

Uzun hastalik siiresi riski arttirir. 20 yildan fazla DM Oykiisii olan hasta grubu, 9
yildan az DM 06ykiisii olan hasta grubuyla karsilastirilmis ve tilser oranin 6 kat fazla
oldugu goriilmiis ©>. Daha 6nce diyabetik yara dykiisii yada amputasyon varligi olan

hasta grubunda yeni yara olugma riskinin daha yiiksek oldugu gosterilmis 66,

1.4. Deneysel Diyabet Modeli

1.4.1. Alloksan Monohidrat

Alloksan monohidrat [2,4,5,6(1H,3H) - pyimidinetetrone] yapisinda bir iirik
asit tiirevidir, suda kolayca erir, toz hali 2-8 oC’de, soliisyon hali ise 4 oC’nin altinda
saklanmalidir. Selektif olarak pankreas beta hiicrelerini hasarlayarak insiiline bagiml

diyabete neden oldugu bildirilmistir ©”.

1.4.2. Alloksan ile Diyabet Olustuma Teknigi

Onsekiz saat a¢ birakilan fareye 150 mg/kg dozda, serum fizyolojikte (% 0.9 NaCl)
¢Oziilmiis alloksan periton ici yolla uygulanir. Bu uygulama 48 saatte bir toplam ii¢
kez tekrarlanir. Dolayist ile her bir fareye total olarak 450 mg/kg alloksan
uygulanmis olur. Son uygulamadan itibaren 7 giin gectikten sonra fareler yine 18 saat

ac birakilir ve herbirinin kuyruk veninden kan alinarak aclik kan sekeri diizeyleri
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olciiliir. Aclik kan sekeri diizeyi 200 mg/dL’nin iizerinde olanlar diyabet olusmusg

fare olarak kabul edilir ve ¢calismaya dahil edilir ©”.

1.5. Lipozomal Klodronat (Bisfosfonat) ile Makrofaj Deplesyonu

Klodronat (diklormetilen bisfosfonat) bisfosfonat grubundan bir ilagtir.
Bisfosfonatlar; pirofosfat analoglaridir. Ana iskelette oksijenin yerini karbonun
almasi bisfosfonatlar1 endojen hidrolize direngli kilmistir. Bisfosfonatlar; maligniteye
sekonder hiperkalsemi tedavisinden meme kanserinin adjuvan tedavisine, standarda
ek olarak uygulanan kemik metastazini engellemeyi veya geciktirmeyi amaclayan
tedaviye kadar uzanan yolu katetmislerdir. Ayrica, bisfosfonatlar iizerine yapilan
calismalar, kemikteki metastatik progesi aciklamaya yonelik arastirmalar i¢in bir
temel olusturmustur. Klodronatin kalsiyuma giiclii affinitesi vardir ©®.

Bisfosfonatlar oral olarak alindiklarinda emilimleri zayiftir (%10) ve oral
biyoyararlanimlart %1'den azdir. Oral dozun artirilmasi ise siklikla bulant1 ve
kusmanin Onciililk ettigi gastrointestinal sistem toksisitesi ile sonugclanir.
Dolagimdaki bisfosfonatlarin yar1 6mrii 2 saatten daha azdir. Bisfosfonatlar, kemik
"remodeling"inin aktif oldugu veya osteoklast aktivitesinin yiiksek oldugu yerlerde
toplanirlar. Kemikte uzun siire kalirlar ve ilk baglandiklar1 kemik dokusundan yalniz
"turnover” ile saliirlar. Tahmini olarak kemikteki yar1 mrii bir yildir ©%.

Asil etkisi osteoklast fonksiyonlarinin inhibisyonu olmaktadir. Diger spesifik
mekanizmalar ise osteoklastlar tarafindan haraplanmis dokudaki anatomik
degisikligi, asit {iiretiminde ve lizozomal enzim prodiiksiyonunda azalmayzi,
osteoklast hiicrelerinin proliferasyonundaki inhibisyonu ve monosit-makrofaj
gdciiniin inhibisyonunu igermektedir G8)

Bisfosfonat tedavilerde kullanilitken uygulamasindan sonra osteoklast
sayisinda bariz diisme goriilmiis ve direk toksisite ve apoptosiz diisiiniilmiistiir 69,
Bu etkisi goriildiikten sonra deneysel anlamda makrofaj deplesyonu yapici etkisinden
faydalanilmak istenmis. Serbest klodronatin makrofaj icine girisi zordur. Serbest
klodronat liposomlarin ¢ift katl fosfolipit tabakasini ve hiicre membranini kolay

gecemez. Bu nedenle deneysel anlamda faydalanabilmek icin klodronati makrofajin

icine daha rahat ve daha ¢ok sokulmasi amach lipozomal hale getirilmistir.
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Lipozomal hale getirilmis klodronat makrofajdan kacamaz. Makrofaj lipozomal
klodronati igeri aldiktan sonra ¢ift tabakali fosfolipit tabakalar1 makrofajdaki
lizozomal fosfolipaz sayesinde dagilir ve serbest klodronat hiicre i¢inde aciga cikar.
Boylelikle klodronat makrofajlarin icine ¢ok daha rahat ve daha yiiksek miktarda
girmis olur. Hiicre icinde yeterli miktara geldiginde makrofaj klodronati1 fagosite
etmeye calisir ancak edemez, doniisiimsiiz zedelenmis olur ve makrofaj apopitozis ile

oliir. Sonugta selektif makrofaj deplesyonu saglanir. Olii makrofajdan agiga cikan

serbest klodronatin dolagimdaki yarilanma siiresi ¢ok kisadir ve kisa siirede renal
yolla atilir 0

Lipozomlar vaskiiler bariyeri gecemez. Bu nedenle dolasimdaki makrofajlara
lipozomal klodronat erisemez. Makrofaj oliimleri karacigerde (kupfer hiicreleri),
dalakta (farkli makrofaj subpopulasyonlari), akcigerde (alveolar makrofaj),
peritoneal kavitede, lenf nodlarinda, eklemlerde (fagositik sinovyal hiicreler) ve

testislerde elimine edilir V.
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2. MATERYAL METOD

Calismamiza, Zonguldak Karaelmas Universitesi Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Etik Kurulu toplantisinda goriisiilerek etik kurul onayr alindi. Calisma Zonguldak
Karaelmas Universitesi Hastanesi Hayvanlarda Deneysel Arastirma Laboratuvarinda

gerceklestirildi.

2.1. Denekler

Calismamizda denek hayvani olarak 72 adet disi erigkin, 30-40 gr agirliginda Balb/c
cinsi fare kullanildi. Fareler rastgele 4 gruba ayrildi. Gruplar su sekilde siralandi:
Grup 1 (kontrol grubu, n=16), grup 2 (diyabetik grup, n=20), grup 3 (makrofaj
deplesyon grubu, n=16), grup 4 (makrofaj deplesyonu + diyabetik grup, n= 20). Grup
2 ve grup 4’tin denek sayilar1 daha fazla tutulmustur. Literatiirde alloksan diyabeti
yapilacak gruplarda bir kisim fare diyabetik hale gelmeme ihtimali bulundugundan

denek sayisinin yaklasik %30 yiiksek tutulmasi dnerilmistir ©7,

I) GRUP 1 (kontrol grubu, n=16): 48 saat arayla 3 kez intraperitoneal 1 ml serum
fizyolojik enjeksiyonu yapildi. Preoperatif 2. giin ve postoperatif 4.giin 0,2 ml
klodronatsiz lipozom igeren “fosfat-buffered saline” solusyonu (PBS) farenin kuyruk
veninden enjekte edildi. 8. hafta sonunda farelerin sirt bolgesinde panniculus
carnosus’u da icerecek sekilde kare seklinde (1x1 cm) tam kat deri defekti
olusturuldu. Inferiorunda 3 cm’lik tam kat epidermisten subkutan kas fasyasina
uzanan vertikal diiz insizyon yapild1 ve 4/0 ipekle yeniden suture edildi. Postoperatif
(PO) 3., PO 5., PO 7. giinlerde defekt alanlar yiizey alan1 dl¢iilmesi i¢in fotograflari
cekildi. PO 1.giin 1, PO 3.giin 4, PO 5. giin 5 ve PO 7. giin geriye kalan 6 denekten
defekt alanindan patolojik inceleme amacli yara biopsisi alindi. PO 5. giin ve PO 7.
giin defekt alamindan biopsi alinan deneklerin suture edilmis vertikal
insizyonlarindan biopsi alinarak yine aym sayida olmak iizere (PO 5. giin 4, PO

7.glin 6 denek) yara kopma kuvveti ol¢iildii.
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II) GRUP 2 (diyabetik Grup , n=20): 48 saat arayla 3 kez intraperitoneal 1 ml
serum fizyolojik icinde 150 mg/kg oraninda Alloksan enjeksiyonu yapildi. 1
denek alloksan uygulamasindan sonra 6ldii, baska ii¢ denek ise diyabetik yapilamadi.
Bu nedenle 4 denek calismadan c¢ikarildi ve calismaya kalan 16 denek ile devam
edildi. Preoperatif 2. giin ve postoperatif 4.giin klodronatsiz ‘“fosfat-buffered
saline”(PBS) lipozomu (0,2 ml) kontrol amagh farenin kuyruk veninden enjekte
edildi. DM tablosunun oturmasi i¢in 8 hafta beklendi. Siire tamamlandiginda
farelerin sirt bolgesinde panniculus carnosus’u da igerecek sekilde kare seklinde (1x1
cm) tam kat deri defekti olusturuldu. Inferiorunda 3 cm’lik tam kat epidermisten
subkutan kas fasyasina uzanan vertikal diiz insizyon yapild1 ve 4/0 ipekle yeniden
suture edildi. PO 3., PO 5., PO 7. giinlerde defekt alanlan yiizey alani 6l¢iilmesi igin
fotograflar ¢ekildi. PO 1.giin 1, PO 3.giin 4, PO 5. giin 5 ve PO 7. giin geriye kalan 6
denekten defekt alanindan patolojik inceleme amagh yara biopsisi alindi. PO 5. giin
ve PO 7. giin defekt alanindan biopsi alinan deneklerin suture edilmis vertikal
insizyonlarindan biopsi alinarak yine ayni sayida olmak iizere ( PO 5. giin 4, PO

7.glin 6 denek) yara kopma kuvveti ol¢iildii.

III) GRUP 3 (makrofaj deplesyon grubu, n=16): 48 saat arayla 3 kez
intraperitoneal 1 ml serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi. 8 hafta tamamlandiginda
farelerin sirt bolgesinde panniculus carnosus’u da igerecek sekilde kare seklinde (1x1
cm) tam kat deri defekti olusturuldu. inferiorunda 3 cm’lik tam kat epidermisten
subkutan kas fasyasina uzanan vertikal diiz insizyon yapild1 ve 4/0 ipekle yeniden
suture edildi. Oncesinde preoperatif 2. giin ve postoperatif 4.giin makrofaj
deplesyonu amacgli klodronath lipozom solusyonu (0,2 ml/fare) farenin kuyruk
veninden enjekte edildi. PO 3., PO 5., PO 7. giinlerde defekt alanlar1 yiizey alani
Olciilmesi icin fotograflar ¢ekildi. PO 1.giin 1, PO 3.giin 4, PO 5. giin 5 ve PO 7. giin
geriye kalan 6 denekten defekt alanindan patolojik inceleme amagli yara biopsisi
alindi. PO 5. giin ve PO 7. giin defekt alanindan biopsi alinan deneklerin suture
edilmis vertikal insizyonlarindan biopsi alinarak yine ayni sayida olmak tizere ( PO

5. giin 4, PO 7.giin 6 denek) yara kopma kuvveti ol¢iildii.
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IV) GRUP 4 (makrofaj deplesyonu + diyabetik grup, n= 20): 48 saat arayla 3 kez
intraperitoneal 1 ml serum fizyolojik igcinde 150 mg/kg oraninda Alloksan
enjeksiyonu yapildi. Uc¢ denek ise diyabetik yapilamadi. Bu nedenle 3 denek
calismadan ¢ikarildi ve ¢alismaya kalan 17 denek ile devam edildi. DM tablosunun
oturmasit i¢in 8 hafta beklendi. Siire tamamlandiginda farelerin sirt bolgesinde
panniculus carnosus’u da icerecek sekilde kare seklinde (1x1 cm) tam kat deri
defekti olusturuldu. Inferiorunda 3 cm’lik tam kat epidermisten subkutan kas
fasyasina uzanan vertikal diiz insizyon yapild1 ve 4/0 ipekle yeniden suture edildi.
Oncesinde preoperatif 2. giin ve postoperatif 4. giin makrofaj deplesyonu amach
klodronath lipozom solusyonu (0,2 ml/fare) farenin kuyruk veninden enjekte edildi.
PO 3., PO 5., PO 7. giinlerde defekt alanlar yiizey alan1 6l¢iilmesi i¢in fotograflar
cekildi. PO 1.giin 1, PO 3.giin 4, PO 5. giin 4 ve PO 7. giin geriye kalan 7 denekten
defekt alanindan patolojik inceleme amaclh yara biopsisi alindi. PO 5. giin ve PO 7.
giin defekt alanindan biopsi alinan deneklerin suture edilmis vertikal
insizyonlarindan biopsi alinarak yine aym sayida olmak iizere (PO 5. giin 4, PO

7.glin 7 denek) yara kopma kuvveti ol¢iildii.

2.2. Cerrahi Teknik

2.2.1. Preoperatif Hazirhk

Preoperatif donemde hayvanlar tek tek kafeslere yerlestirilip, 1s1 ve nem orani sabit
odaya alinarak ayni yiyeceklerle beslendiler. Hayvanlara intraperitoneal (0.8 mg/10
g) dozunda pentotal anestezisi yapildi. Anestezi derinligi cene ve iskelet kas
tonusuyla izlendikten sonra sirtlarindaki tiiyler traslandi. Polivinyilpirolidon
iyod(batticon sol 1000ml Adeka) ile lokal saha temizligi yapildu.

2.2.2. Cerrahi arac-gerec

Calismada kullanilan arag¢ ve gerecler Tablo 2’de gosterilmistir.
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Tablo 2: calismada kullamilan cerrahi aracg gerecler

Cinsi Adedi
Balb/c fare 70
Batticon sol 1000cc Adeka 1
Izotonik sodyum kloriir % 0.9 1000ml Eczacibasi/Baxter 3
LIPOZOMAL KLODRONAT 12 ml 1
Klodronat: Roche, Almanya
Fosfotidil kolin: Lipoid GmbH, Almanya
Kolesterol: SIGMA Chem. Co, ABD
Alloksan 10 gr SIGMA Chem. Co, ABD 1
Pental sodyum 0,5 gr Tiopental sodyum IE ULAGAY 3
4/0 ipek siitur Boz 5 kutu
15 no bisturi Meiyi 2 kutu
Steril enjektor Hayat 200
Steril eldiven Beybi 200
Non-steril eldiven Comfit 200
Histopatolojik boya 1
Immunohistokimyasal boya 1
Adson ¢ok disli penset 1
Portegue Aygiin 1
Cerrahi Mayo makas Aygiin 1

2.3. Deney

2.3.1. Defekt Olusturma ve Insizyon Olusturma

Ameliyat 6ncesi sicanlara Pental Sodyum (I.E. ULUGAY) ile 80 mg/kg dozunda
anestezi uygulandi. Anestezi derinligi ¢cene ve iskelet kas tonusuyla izlendikten sonra
sirtlarindaki tiiyler tiraglandi. Polivinilpirolidon iyod (batticon sol 1000ml Adeka) ile
uygun saha temizligi yapildi. Denek sirtinin kranial kismina 15 numaral bistiiri ile
I1x1 cm boyutlarinda kare pannikulus karnosusu da iceren tam kat cilt defekti
olusturuldu “”. Sonrasinda 15 numara bisturi ile denek sirtinin kaudal kismina 3
cm’lik tam kat epidermisten subkutan kas fasyasina uzanan vertikal diiz insizyon
yapild. insizyon 4/0 ipek dikis ipligi ile 3 adet primer sutiir ile dikildi (sekil 5) ©?.

Islemler sirasinda asepsi kurallarina uyuldu. Operasyon sirasinda sicanin idrar ve
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diski ¢ikarmast durumunda uygulanan ilk dozun tigte bir oraninda yeniden anestezik
ajan verilerek anestezinin devam saglandi. Bu islemlerin hepsi tiim deney Gruplarina

aynen uygulandi.

Sekil 4: Defekt ve suture edilmis insizyonun goriiniimii.

2.3.2. Diyabetes Mellitus Olusturma Islemi

D grubundaki ve MD grubundaki 18 saat a¢ birakilan 20’er adet fareye 150 mg/kg
dozda, serum fizyolojikte (% 0.9 NaCl) c¢oziilmiis alloksan periton i¢i yolla
uygulandi. Bu uygulama 48 saatte bir toplam ii¢ kez tekrarlandi. Dolayisi ile her bir
fareye total olarak 450 mg/kg alloksan uygulanmis oldu. Son uygulamadan itibaren
7 giin gectikten sonra fareler yine 18 saat a¢ birakildi ve herbirinin kuyruk veninden
kan alinarak FElite Glukometre (BayerTM) ile aclik kan sekeri diizeyleri oOlciildii.
Aclik kan sekeri diizeyi 200 mg/dL’nin tizerinde olanlar diyabet olugmus fare olarak

kabul edildi ve calismaya dahil edildi ©”.
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2.3.3. Makrofaj Deplesyonunun Saglanmasi

2.3.3.1. Lipozomal Klodronatin Hazirlams1

Fosfotidilkolin (86mg; Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Almanya) ve kolesterol ( 8 mg;
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) kloroform i¢inde ¢ozdiiriiliir. Bu soliisyon 37
C’deki bir vakumda dondiiriilerek buharlastirilir. Sonrasinda 2,5 gr klodronat (roche,
Almanya) iceren 10 ml ‘lik PBS solusyonuna katilir. Bu karisim oda 1s1sinda 3 dakika
sonikatorde sonikaze edilir ve sonrasinda 2 saat oda sicakliginda bekletilir ve
lipozomlar meydana gelir. Enkapsiile olmamis klodronatlar1 ayirmak icin 30 dakika
100000 devirle santrifuje edilir ve mevcut iriin 2-3 kez 30 dakika PBS ile 25000

devirlik santrifula yikanir. Boylelikle lipozomal klodronat 4 ml PBS i¢inde kullanima

64,65
) ( )‘

hazir hale gelmis olur (Sekil 5

Sekil 5: Lipozomal klodronat ve ambalaji.
2.3.3.2. Lipozomal Klodronatin Uygulanisi

Literatiirde lipozomal klodronatin uygun makrofaj deplesyonunu saglamasi amaglh 1’er
hafta araliklarla yapilmasi Onerildiginden, ila¢ preop 2. giin 0,2 ml/fare dozunda
intravendz olarak grup 3 ve grup 4’teki tiim deneklere kuyruk veninden uygulandi ve
PO 4. giin aym enjeksiyon tekrar edildi “”. Diger 2 grubada kontrol amach aym
giinlerde kuyruk veninden denek basina bir dozde 0,2 ml’lik PBS enjekte edildi. PO 3.
giinde tiim gruplardan alinan dalak ve karaciger doku ornekleri makrofajlara 6zgii
immunohistokimyasal boyalarla kargilagtirilarak makrofaj deplesyonu ispatlandi.
Bilinmesi gerekir ki bu teknikle makrofajlar tamamen yok edilemez ancak ¢ok diisiik

miktarlara indirilebilir *. Sekil 6 ve 7°de gruplara ait ornek sekiller verilmistir.
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(Immunohistokimyasal boyama tekniginin metodu patolojik degerlendirme boliimiinde

aciklanmistir).

(b)

Sekil 6: PO 3. giinde Grup 1 (a) ile makrofaj deplesyonu yapilmis grup 3’ten (b)
alinmis dalak orneklerinin makrofaja yonelik immunohistokimyasal boya ile
boyandiktan sonra karsilastirilmasinda makrofaj deplesyonunun saglandigi
goriilmektedir (makrofajlar izole olarak kendisine o0zgii CD68 boyas: ile
boyanmistir, makrofajlar okla isaretlendigi iizere sekillerde kahverengi olarak

goriilmektedir).

y LI o'y
B oM
AR
2

B ase W

(@) (b)
Sekil 7: PO 3. giinde Grup 2 (a) ile makrofaj deplesyonu yapilmus Grup 4’ten
(a) ahmmus Kkaraciger orneklerinin makrofaja yonelik immunohistokimyasal
boya ile boyandiktan sonra Kkarsilastirilmasinda makrofaj deplesyonunun
olusturuldugu goriilmektedir. (makrofajlar izole olarak kendisine 6zgii CD68
boyasi ile boyanmistir, makrofajlar sekillerde okla gosterildigi iizere kahverengi

olarak goriilmektedir).
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2.4. Patolojik Degerlendirme

Altmisbes adet fareye ait 65 adet yara alanini temsil eden deri 6rnekleri ile 65 adet
karaciger ve 65 adet dalak dokusu %10’luk nétral formalin soliisyonunda fiske
edildikten sonra parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardaki drneklerden mikrotom
ile 5-um kalinlikta kesitler alindi. Her 6rnek rutin hematoksilen-eozin boyasi ile
boyandi. Hematoksilen-eozin boyali kesitler 151k mikroskopisinde histopatolojik
olarak degerlendirildi.

Immiinohistokimyasal degerlendirme streptavidin-biotin-peroksidaz
yontemiyle gerceklestirildi. Karaciger ve dalak dokularindan elde edilen kesitler
poli-L-lizin ile kaplanmig lamlarin tizerine alindiktan sonra kesitlerin sirasiyla
deparafinizasyon ve rehidrasyonu saglandi. %3’liik hidrojen peroksidaz ile doku
kesitlerindeki endojen peroksidaz aktivitesi engellendi. CD68 monosit/makrofajlar

icin spesifik bir belirtectir (66)

. Kesitlere primer antikor olarak CD68 (Dako;
Carpinteria, CA, ABD) uygulandi. Karaciger ve dalak dokular1 makrofaj

(karacigerde Kupfer hiicreleri) yogunluklar1 agisindan incelendi.

Tiim patolojik incelemeler Patoloji anabilim dalinda yapilmistir.

2.5. Yiizey Alam Olciimii

PO 3. giin, PO 5.giin ve PO 7.giin tiim gruplardaki mevcut tim deneklerin defekt
boyutlarinin 6l¢iilmesi amach farelerin fotografi Nikon Coolpix S10 marka ve
modelli dijital fotograf makinasi ile ac1, yiikseklik ve yakinlastirma standardizasyonu
saglanarak cekildi. Fotograflar AutoCAD (Autodesk, ABD) programina aktarildi.
AutoCAD (Autodesk, ABD) programina aktarilan fotograftaki 1 cm’lik uzunluk
AutoCAD’ deki (Autodesk, ABD) olcii olarak, fotograftaki cetvelde goriinenden
farkli boyutlardaydi. Ornegin gercekte 1 cm olmasi gereken uzunluk 1,35 cm idi.
Scale komutu kullanilarak 1,35 cm’lik uzunluk 1 cm’e diisiiriildii. Daha sonra
faredeki kesilen alan ¢izgilerle cevrelendi ve AREA konutu kullanilarak c¢izilen

alanin cm karesi hesaplandi. (Sekil 8).
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Sekil 8: AutoCAD ile yara yiizey alam o6lciimii

2.6. Yara Kopma Kuvveti Olciimii

Yara kopma kuvvetini degerlendirmek icin biyomekanik olciimler Fizyoloji
Anabilim Dali laboratuarinda gergeklestirildi. Yara kopma kuvvetinin dl¢limii igin
0zel olarak hazirlanmis diizenek deri kesitinin ug¢larimi tutturmak icin biri diizenegin
gii¢ cevirgecine digeri sabit tarafina SSLLA12-S-Hooks tipi ¢cengellerle bagh disli iki
kiskag (kiskag genisligi 0,5 cm), Biopac MP30 veri kayit birimine bagh May IOBS
99 FDT10-A (Commat Ltd., Ankara) tipi bir gii¢ ¢evirgeci, giic cevirgecinin takil
oldugu deri kesitini sabit hizda gererek kopartmak ic¢in bir mikrovidadan olugsmakta
idi. Bilgisayar yazilimi olarak Biopac Student Lab Pro v. 3.6.7 programi kullanildi.
Gii¢ cevirgecine uygulanan kuvveti Olgmek icin Biopac Student Lab Pro
programinda bir kanal giic cevirgeci igin ayarlandi. Olgiimler 6ncesinde kiskac ve
kiskacin bagli oldugu cengel gii¢ cevirgecine takilarak gosterilen agirlik O grama
ayarlanmak suretiyle agirlik etkisi giderildi. Daha sonra 5, 10 ve 20 ser gramlik
agirliklar giic cevirgecine baglanmak suretiyle kalibrasyonlar yapildi. 5 6l¢iimde bir
kalibrasyon tekrarlandi.

Olgiimler insizyon bolgesi uzun kenarin tam ortasina gelmek kaydiyla serit
seklinde kesilen 1 cm uzunlukta ve 0,5 cm enindeki deri, deri alti kesitlerinden
alindi. Alian kesit kiskaglar vasitasiyla uclarindan ol¢iim diizenegine baglandi.
Kayit baslatildiktan sonra mikrovida 20 mm/dk. lik sabit hizda yaranin her iki tarafi
birbirinden ayrilip kopana kadar ¢evrildi. Gerilmenin tepe noktasi olan max. deger

programdan okunarak kaydedildi (Sekil 9). Her kesitin alan1 0.5 cm® (en x boy= 0.5
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x1=0.5) oldugu i¢in tepe degeri 2 ile ¢arpilarak g/cm? cinsinden yara kopma kuvveti

hesapland. Olciimler fizyoloji uzman tarafindan kor olarak yapildi.

4@ BIOPAC STUDENT LAB PRO® - [I:Abelgelerim_D\xcalismalariyaragerimlcemplastikicemplastikyaragerim7gun\cemplastikyaragerim7gunicl4.ACQ] E|@E|
File Edit Transform Display Window About MP3Q BEES
3 FI=E)mE]E
Force (0 - 200 grams)
\ ===
30000
20000 %
&
‘A 100.00
000 <
0.00 5000 sLﬁEgs 150.00 k | T Q
I Start [

Sekil 9: gerilmenin tepe noktasim 6lcen program.

2.7. istatiksel Degerlendirme Metodlar1

Deneklerin sirtindaki defektlerin alanlarinin 6l¢iim degerleri ve her bir giinde ayn
ayr1 yara kopma kuvveti (YKK) 6l¢ciimleri bakimindan gruplarin karsilastirilmasinda
basit varyans analizi kullanildi. Farkli olan gruplar Tukey post-Hoc testi ile
belirlendi. P degerleri 0.05’ten kiigiik ise sonug istatistik olarak anlamli kabul edildi.

Hesaplamalarda SPSS (ver. 11.5) programi kullanildi.
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3. BULGULAR
3.1. Yiizey Alan Bulgular

Grup 1:

Bu Grupta PO 3. giindeki yiizey alanlar1 6l¢iimii sonucunda (n = 15);
Ortalama yara boyutu: 0.89+0. 19cm?,

Minimum yara boyutu: 0,56cm2,

Maksimum yara boyutu: 1,26¢m? olarak tespit edildi.

PO 5. giindeki yiizey alanlar1 6l¢iimii sonucunda (n=11);
Ortalama yara boyutu: 0.77+0.22cm?,

Minimum yara boyutu: O,50¢m2,

Maksimum yara boyutu: 1,06cm? olarak tespit edildi.

PO 7. giindeki yiizey alanlar 6l¢iimii sonucunda (n=6) (Sekil 10);
Ortalama yara boyutu: 0.46+0.12 cm?,

Minimum yara boyutu: 0,34 cmz,

Maksimum yara boyutu: 0,65 cm? olarak tespit edildi.

Alani : 0.4cm2

Sekil 10: Grup 1°deki bir denegin PO 7.giindeki 6lciimii yapilmus yara yerinin

goriiniimii.
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Grup 2:

Bu Grupta PO 3. giindeki yiizey alanlar1 6l¢iimii sonucunda (n = 15);
Ortalama yara boyutu: 01,3710.37cm2,

Minimum yara boyutu: 0,780m2,

Maksimum yara boyutu: 2, 14cm” olarak tespit edildi.

PO 5. giindeki yiizey alanlar 6l¢iimii sonucunda (n=11);
Ortalama yara boyutu: 1,43+0.37cm?,

Minimum yara boyutu: 1,07cm2,

Maksimum yara boyutu: 2, 10cm? olarak tespit edildi.

PO 7. giindeki yiizey alanlar1 6l¢iimii sonucunda (n=6) (Sekil 11);
Ortalama yara boyutu: 0.89+0.22 cm?,

Minimum yara boyutu: 0,70 cm2,

Maksimum yara boyutu: 1,20 cm? olarak tespit edildi.

Sekil 11: Grup 2’deki bir denegin PO 7.giindeki dl¢iimii yapilmis yara yerinin

goriiniimii.

Grup 3:
Bu Grupta PO 3. giindeki yiizey alanlar1 6l¢iimii sonucunda (n = 15);
Ortalama yara boyutu: 1,1410.37cm2,

Minimum yara boyutu: O,590m2,
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Maksimum yara boyutu: 1,89cm? olarak tespit edildi.

PO 5. giindeki yiizey alanlar 6l¢iimii sonucunda (n=11);
Ortalama yara boyutu: 1,2010.23cm2,

Minimum yara boyutu: 0,900m2,

Maksimum yara boyutu: 1,70cm? olarak tespit edildi.

PO 7. giindeki yiizey alanlar 6l¢iimii sonucunda (n=6) (Sekil 12);
Ortalama yara boyutu: 0.76+0.15 cm?,

Minimum yara boyutu: 0,50 cmz,

Maksimum yara boyutu: 0,88 cm? olarak tespit edildi.

Alani : 0.88 cn?2

Sekil 12: Grup 3’deki bir denegin PO 7. giindeki ol¢iimii yapilmis yara yerinin

goriiniimii.

Grup4:

Bu Grupta PO 3. giindeki yiizey alanlar1 6l¢iimii sonucunda (n = 16);
Ortalama yara boyutu: 1,06+0. 19cm?,

Minimum yara boyutu: 0,5 80m2,

Maksimum yara boyutu: 1,50cm? olarak tespit edildi.

PO 5. giindeki yiizey alanlar1 6l¢iimii sonucunda (n=12);

Ortalama yara boyutu: 0.78+0.11 cm’,

Minimum yara boyutu: 0,63 cm2,
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Maksimum yara boyutu: 1,0 cm” olarak tespit edildi.

PO 7. giindeki yiizey alanlar 6l¢iimii sonucunda (n=7)(Sekil 13);
Ortalama yara boyutu: 0.50+0.21 cm?,

Minimum yara boyutu: 0,33 cmz,

Maksimum yara boyutu: 0,90 cm’ olarak tespit edildi.

AlanE=D - 55cm2

Sekil 13: Grup 4’deki bir denegin PO 7.giindeki dl¢iimii yapilmis yara yerinin

goriuniimii.
3.2. Gruplardaki Yara Kopma Kuvvetleri

Grup 1:

PO 5. giin yapilan dl¢iimlerde (n=4):

Ortalama: 159,24 + 64,11 gr/cm?,

Minimum: 108,16 gr/cm?,

Maksimum: 243,83 gr/cm2 olarak tespit edildi.
PO 7. giin yapilan 6l¢iimlerde (n=6):

Ortalama: 626,71 + 294,17 gr/cm?,

Minimum: 238,58 gr/cmz,

Maksimum: 1013,95 gr/cm2 olarak tespit edildi.
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Grup 2:

PO 5. giin yapilan 6l¢iimlerde (n=4):
Ortalama: 111,59 + 24,68 gr/cm?,

Minimum: 80,20 gr/cmz,

Maksimum: 138,90 gr/cm2 olarak tespit edildi.
PO 7. giin yapilan 6l¢iimlerde (n=6):
Ortalama: 345,29 + 164,35 gr/cm’,

Minimum: 102,55 gr/cm’,

Maksimum: 527,03 gr/cm2 olarak tespit edildi.

Grup 3:

PO 5. giin yapilan 6l¢iimlerde (n=4):
Ortalama: 119,76 + 35,39 gr/cm2,

Minimum: 100,36 gr/cm?2,

Maksimum: 172,79 gr/cm2 olarak tespit edildi.
PO 7. giin yapilan 6l¢iimlerde (n=6):
Ortalama: 393,09 + 98,92 gr/cm?2,

Minimum: 219,32 gr/cm?2,

Maksimum: 517,09 gr/cm2 olarak tespit edildi.

Grup 4:

PO 5. giin yapilan 6l¢iimlerde (n=4):
Ortalama: 107,24 + 39,25 gr/cm?,

Minimum: 69,95 gr/cm?,

Maksimum: 146,08 gr/cm2 olarak tespit edildi.
PO 7. giin yapilan 6l¢iimlerde (n=7):
Ortalama: 578,02 + 111,28 gr/cm’,

Minimum: 442,88 gr/cmz,

Maksimum: 770,77 gr/cm2 olarak tespit edildi.
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3.3. Histopatolojik Degerlendirme

Histopatolojik olarak 11k mikroskobisinde degerlendirilen yara alanlarina ait deri-
deri alti doku orneklerinde PO 1. giin degerendiriliginde grup 1°’de yara yerinde
iilserasyon, notrofillerden zengin inflamasyon ile birlikte abse olusumlarinin varlig
izlenmistir (Sekil 14). Ayn1 histolojik bulgularin grup 2’de grup 1 gore gorece daha
siddetli oldugu; grup 3’te ise hem grup 1’e hem de grup 2’ye gore daha hafif
derecede gozlendigi dikkati cekmektedir. Grup 4’te ise iilserasyon ve notrofillerden

zengin inflamatuvar reaksiyon grup 1’e oranla daha yogun olarak goriilmiistiir.

Sekil 14: Grup 1 POL1. giinde resmin sol tarafinda saglam epidermisin izlendigi
yara yerinde yiizeyde nétrofillerden zengin eksiida karakterinde

inflamasyon ile birlikte iilserasyon izlenmektedir (H&E, X100).

PO3. giindeki tiim gruplarda inflamatuvar reaksiyonun ve iilserasyonun
yayginlig1 ve siddeti PO1. giindeki tiim gruplara gore daha az yogunlukta olup, ek
olarak PO3. giinde fibroblast ve damar proliferasyonu izlenmistir. PO3. giinde
gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda grup 1 ile grup 4 arasinda ve grup 2 ile
grup 3 arasinda farklilik olmadigi ayrica grup 1 ile grup 4’te, grup 2 ile grup 3’e gore
daha az inflamasyon ve daha sinirh iilser alanlar icerdigi, buna karsin daha ¢ok

fibroblast ve damar proliferasyonu gosterdigi saptanmustir.
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Benzer sekilde POS5. giinde tim gruplar PO3. giindeki kendi gruplariyla
karsilasirildiginda POS. giindeki tiim gruplar PO3. giindeki kendi gruplarina gore
daha az iilserasyon ve inflamasyon ile birlikte daha fazla damar ve fibroblast
proliferasyonu icermektedir.

PO 5. giinde gruplar kendi icinde karsilastirildiginda ise grup 1 en az
inflamasyon ve iilserasyonun, buna karsin en ¢cok damar ve fibroblast proliferasyonu
iceren grup olarak goriilmektedir (Sekil 15). Grup 4 bu histolojik olarak 6zellikler
acisindan grup 1’den iilserasyon ve inflamasyonun biraz daha fazla olmasiyla
ayrilmaktadir. Histolojik goriiniimiin benzer oldugu grup 2 ve grup 3’te ise

inflamatuvar bulgular diger iki gruba gore daha siddetlidir.

Sekil 15: Grup 1’deki denegin POS. giindeki preperati grup 1’in PO1. giin
preperati ile karsilastirildiinda inflamatuvar reaksiyonu olusturan
hiicrelere notrofillerin yam sira c¢ok sayida lenfositlerin ve
makrofajlarin katildigi, fibroblastik aktivite ile kismen damar
proliferasyonunun (okla gosterilmistir) bu inflamasyona eslik ettigi

dikkati cekmektedir (H&E,X200).

PO7. giindeki tiim gruplardaki doku ornekleri, onceki tiim giinlerdeki kendi
gruplartyla karsilastirildiginda, PO7. giindeki dokularda daha az iilserasyon ve
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inflamasyon, buna karsilik daha c¢ok damar ve fibroblast proliferasyonu ile
karakterizedir.

PO7. giinde 4 grup karsilastirildiginda histolojik goriiniimlerin yogunlugu
acisindan POS. giin ile benzer dagilim 6zelligi gostermistir. Grup 1 inflamasyon ve
iilserasyonun en az (Sekil 16), buna karsin damar ve fibroblast proliferasyonunun en
cok goriildiigii gruptur. Grup 4’te inflamasyon daha yogun olarak izlenirken (Sekil

17) grup 2 (Sekil 18) ve grup 3’te (Sekil 19) ise en yogundur.

s g

Sekil 16: Grup 1’de PO7. giinde grubunda inflamatuvar reaksiyonun daha cok

mononiikleer hiicrelerden olustugu, azalan inflamatuvar zeminde
fibroblastik aktivite ile damar proliferasyonunun (okla gosterilmistir)

daha belirgin hale geldigi goriilmektedir (H&E, X200).
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Sekil 17: PO7. giinde grup 4’te grup 1’e oranla mononiikleer hiicrelerden daha
zengin inflamatuvar reaksiyon (okla gosterilmistir) ile daha smrh
diizeyde fibroblast aktivite ile damar proliferasyonu izlenmektedir
(H&E, X200).
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Sekil 18: PO7. giinde grup 2’de iilser alaminda yogun nétrofil iceren

inflamatuvar hiicre reaksiyonu (okla gosterilmistir) izlenmektedir
(H&E, X400).
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Sekil 19: notrofilik

inflamatuvar reaksiyon (okla gosterilmistir) ve simirh fibroblastik

aktivite izlenmektedir (H&E, X200).

Immiinohistokimyasal incelemede tiim giinlerdeki preperatlarda grup 3 ve grup
4’te grup 1 ve grup 2 ile karsilastirildiginda karacigerde Kupfer hiicrelerinin ve dalak
sinlizoidlerinde makrofaj yogunlugunun belirgin derecede azaldig1 gozlendi (Sekil
6,7).

3.4. Istatistiksel Bulgular

3.4.1. Yara Boyutu Olciimlerinin istatistiksel Bulgulari

Operasyondan sonra 3., 5, 7. glinlerde Gruplarda canli flep alan yiizdeleri 6l¢iiliip,

istatistiksel analizleri yapildi (Tablo 3).
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Tablo 3: Gruplarin giinlere gore yara boyutu 6l¢iim sonuclari

Giinler Gruplar N Ortalama+SD Min - Max P
3.glin 1 15 | 0.89+0.19 0.56-1.26 <0.0001
2 15 | 1.37+0.37 0.78-2.14
3 15 | 1.14+0.3 0.59- 1.89
4 15 | 1.06+0.19 0.68- 1.50
5.giin 1 11 | 0.77+0.22 0.50- 1.06 0.001
2 11 | 1.43+£0.37 1.07-2.10
3 11 | 1.20+0.23 0.90- 1.70
4 11 | 0.78+0.11 0.63- 1.00
7.gtin 1 6 0.46+0.12 0.34- 0.65 <0.0001
2 6 0.89+0.22 0.70- 1.20
3 6 0.760.15 0.50- 0.88
4 6 0.50+0.21 0.33-0.90

3.4.1.1. Postoperatif 3. giinde

Yara boyutu bakimindan grup I’in grup 2’den anlamh diizeyde kiigiik oldugu
goriildii (P<0.0001) ancak grup 1 ile grup 3 ve grup 4 arasinda anlamh fark yoktur.
Ayrica grup 2’nin grup 4’ten anlamh diizeyde daha biiyiikk oldugu goriildii
(P<0.0001). Buna karsin grup 3 ile diger gruplar arasinda anlamli farkinin olmadigi

belirlenmistir. Grup 4 ise grup 2’den kii¢iik yara boyutuna sahipti (P<0.0001).

3.4.1.2. Postoperatif 5. giinde

Grup 1, anlamh olarak grup 2 ve grup 3’ten diisiiktiir (P=0.001). Grup 4 (MD) ile
arasinda anlaml fark yoktur.

Grup 2 ise anlamli olarak grup 4’ten biiyiik yara boyutuna sahiptir (P=0.001),
grup 3 ile arasinda anlamh fark yoktur. Ayrica grup 3’iin yara boyutu anlamli olarak

grup 4 ’ten biiyiiktiir (P=0.001).
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3.4.1.3. Postoperatif 7. giinde

Yara boyutu acisindan grup 1’in yaralari, anlaml olarak grup 2 ve grup 3’ten
kiigiiktiir (P<0.0001). Grup 4 ile arasinda anlamh fark yoktur. Grup 2’nin ise grup
4’den anlamli olarak biiylik yara boyutuna sahip oldugu gézlenmistir (P<0.0001),
grup 3 ile arasinda anlamhi fark yoktur. Grup 3, grup 4’ten de anlaml farklilik
gostermemektedir.

Sonug olarak;

PO 3. giinde; grup 1’in yaralar1 anlamli olarak grup 2’den daha ¢ok kapanmistir
ancak grup 1 ile grup 3 ve grup 4 arasinda anlamh fark yoktur. Grup 2 ile grup 3
arasinda anlamh fark yokken grup 2 ile grup 4 arasinda anlamli fark vardir
dolayisiyla kontrol grubundan sonra en iyi yara iyilesmesi grup 4 ile grup 3’de
olmustur.

PO 5. giinde grup 1 ile grup 4 arasinda anlaml fark yoktur ancak grup 1’deki
deneklerin yaralar1 grup 2 ve grup 3’ten anlamh olarak daha ¢ok kapanmistir. Grup
4’iin deneklerinin yaralan grup 2 ve grup 3’ten anlamli olarak daha ¢ok kapanmistir.
PO 3. giine gore daha net goriilen bir sekilde grup 1 ve grup 4’teki deneklerinin
yaralar1 anlaml olarak grup 2 ve grup 3’ten daha ¢ok kapanmustir.

PO 7. giinde grup 1’deki deneklerin yaralar1 anlaml olarak grup 2 ve grup
3’ten iyi kapanmistir ancak grup 4 ile arasinda fark yoktur.

Dolayisiyla en iyi iyilesen 2 grup, grup 1 ve grup 4’tiir ancak Grup 3 ile Grup

2 ve Grup 4 arasinda anlamli fark yoktur.

3.4.2. Yara Kopma Kuvveti (YKK) Olciimlerinin istatistiksel Bulgular

Yara kopma kuvveti (YKK) dl¢timlerinin istatistiksel bulgular tablo 4’de verilmistir.
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Tablo 4: Gruplarin giinlere gore ortalama yara kopma kuvvetleri ve standart

deviasyonlar1 verilmistir (gr/cm2).

5. giin 7.giin

Gruplar

Ortalama+SD Ortalama+SD
Grup 1 159,24+64,11 626,71+294,17
Grup 2 111,59+24,68 345,29+164,35
Grup 3 119,76+35,39 393,09+98,92
Grup 4 107,24+39,25 578,02+111,28

3.4.2.1. PO 5. giinde

Gruplar arasinda istatistik olarak anlamli bulunmamistir (P=0.351).

3.4.2.2. PO 7. giinde

Grup 1 ile Grup 2 ve Grup 3 arasinda istatistiksel olarak anlaml fark vardir (P<0.05)
ancak Grup 1 ile Grup 4 arasinda anlaml fark yoktur.

Grup 2 ile Grup 4 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardir ve daha kolay
koptugu soylenebilir (P<0.05), Grup 2 ile Grup 3 arasinda anlamh fark yoktur.
Ayrica diger grup farkliliklar1 da anlamli bulunmamistir.

Sonug olarak suture edilmis insizyonu en zor kopan dolayist ile en iyi iylesen
grup, Grup 1°dir. Bu grubu grup 4 izlemektedir denilebilir. Grup 3 ve Grup 2
arasinda anlaml fark yoktur.

Histopatolojik degerlendirme bulgular, YKK ve yara alan Ol¢limiiniin

sonuclarinin istatistiksel degerlendirmelerini desteklemektir.
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4. TARTISMA VE SONUCLAR

Diyabetik hastalarin en sik hastaneye bagsvurma ve yatis nedeni diyabetik yaralardir
@ Alt ekstremite amputasyonu yapilan hastalarin yaklasik %40 - %60’n1 diyabetik
hastalar olusturmaktadir. Amputasyonlarin % 85’inden fazlasinda derin ayak yarasi
iizerinde gelismis infeksiyon ve gangren vardir . Diyabetik yaralarin sadece 2/3’ii
tam iyilesmektedir (67:69) Diyabetik ayak yaralarinin %?28’den fazlas1t amputasyonla
sonuclanmaktadir a0

Diyabetli hayvan ve insan modellerinde yapilan calismalar DM hastaliginin
yara iyilesmesinin her evresini (hemostaz, inflamasyon, migrasyon ve proliferasyon,
kollajen sentezi, kollagenaz sentezi, yeniden yapilanma) olumsuz yonde etkiledigini
gostermektedir 773 DM’ de hiicrelerin morfolojik yapilarinda, proliferasyonlarinda
ve fonksiyonlarinda farkhiliklar olusur “*. Kollajen sentezi ve salinim azalir 7.
Hiicreleraras1 matriks elemanlarinin yikimindan sorumlu olan MMP’lar artar ©D Bu
siireclerin sonucunda yara iyilemesi sekteye ugrar.

Son yillarda teknolojinin de ilerlemesiyle DM hastaliginda makrofajlarin yara
iyilesmesine etkisi irdelenmeye baslanmig ve literatiire pek cok detayli bilgi

12,44,53,76 -
(12443376 Biz arastimamizda yara

kazandirlmistir.  Sonuglar  bildirilmistir
iyilesmesinin en O6nemli hiicrelerinden olan makrofajlar1 hedef aldik ve makrofaj
deplesyonunun diyabetik yaralar iizerine etkisini arastirdik.

Calismamizda denekleri diabetize ederken literatiirde Onerilen Alloksan
(SIGMA) kullamldi ©7"7®_ Literatiirde onerildigi iizere diyabetize edilecek
gruplarda denek sayisini diger grup sayilarmin iizerinde tutuldu ©”. Diyabetize
edilmeye calisilan 40 hayvandan 1’1 6ldii 6’s1 ise diyabetik hale getirilemedi ve
calismadan cikarildi. Bu nedenle biz de alloksan diyabeti planlanan calismalarda
diyabetize edilecek gruplarin planlanan denek sayisindan yiiksek tutulmasini
oneriyoruz.

Makrofaj deplesyonu i¢in van Rooijen ve arkadaslarinin tanimladigi lipozomal
klodronat kullamld: ©°V. Lipozomal klodronatla ¢alismamizin nedeni, literatiirde
ispatlandign iizere diger hiicreleri etkilemeden “selektif makrofaj deplesyonu”

(60,65,79)

yapmasidir Yayinlarda Onerilen dozlardan kuyruk veninden farelere

uygulandi ve istenilen gruplarda makrofaj deplesyonu saglandi ®°. Makrofaj
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deplesyonu makrofaj spesifik immunohistokimyasal CD68 boyasi ile dalak ve
karaciger preperatlar1 boyanarak ispat edildi.

Calismamizin sonucunda son donemlerde literatiirde yapilan calismalarin
biiyiik bir kismini destekleyici sonuglar elde edildi.

Yaptigimiz calismanin sonuclarini istatistksel veriler 1siginda giinlere gore
degerlendirdigimizde;

A- PO 3. giinde;

i) Yara alam degerlendirmesinde; PO 3. giinde grup 1’in yaralar1 anlamli olarak
grup 2’den daha hizli kapanmistir ancak grup 1 ile grup 3 ve grup 4 arasinda anlaml
fark yoktur. Grup 2 ile grup 3 arasinda anlamli fark yokken grup 2 ile grup 4 arasinda
anlamli fark vardir dolayisiyla kontrol grubundan sonra en iyi yara iyilesmesi grup 4
ile grup 3’de olmustur.

ii) Histopatolojik incelemede; gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda grup
1 ile grup 4 arasinda ve grup 2 ile grup 3 arasinda farklilik olmadig: ayrica grup 1 ile
grup 4’te grup 2 ile grup 3’e gore daha az inflamasyon ve daha siirh iilser alanlar
icerdigi, buna karsin daha ¢ok fibroblast ve damar proliferasyonu gosterdigi saptandi.
Yara boyutu olciimleri ile histopatolojik degerlendirme sonug¢larinin hemen hemen
paralel seyrettigi goriildii.

Sonu¢ olarak PO 3. giinde en hizhi iyilesme kontrol grubunda (grup 1)
olmustur. Bu grubu kombine diyabetik ve makrofaji deplesyonu yapilan grupla (grup
4), izole klodronat ile makrofaj deplesyonu yaptigimiz grup (grup 3) takip etmistir.
En yavas iyilesme izole diyabetik grupta (grup 2) olmustur.

PO 3. giinde en iyi iylesen grup kontrol grubu olmasina ragmen istatistiksel
olarak sadece grup 2 ile arasinda anlamli fark bulunmasi, grup 3 ile arasinda anlaml
fark bulunmamasi tarafimizca dogal karsilanmigtir. Yukarida da bahsettigimiz gibi
DM’nin molekiiler ve hiicresel fizyolojiyi bozarak yara iyilesmesinin tiim fazlarini
etkiledigi diisiiniilmektedir (14). Bu nedenle izole diyabetik olan grup 2’nin diger
gruplar erken donemde bile geriden takip etmesi beklenen bir tablo olmustur.

B- PO 5. giinde;

i) Yara alam1 degerlendirmesinde; gruplar arasi farklar yavasca netlesmeye
baslamistir. Grup 1 ile grup 4 arasinda anlamh fark yoktur ancak grup 1’deki

deneklerin yaralar1 grup 2 ve grup 3’ten anlamli olarak daha ¢cok kapanmistir. Grup
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4’iin deneklerinin yaralar1 grup 2 ve grup 3’den anlamli olarak daha ¢ok kapanmistir.
PO 3. giine gore daha net goriilen bir sekilde grup 1 ve grup 4’teki deneklerinin
yaralar1 anlamh olarak grup 2 ve grup 3’ten daha ¢ok kapanmstir.

ii) Yara kopma kuvveti degerlendirmesinde; PO 5. giinde gruplar arasinda yara
kopma kuvveti a¢isindan anlaml fark saptanmamaigstir.

iii) Histopatolojik incelemede; bulgular yara boyutu sonuclarina paralel
seyretmistir. Gruplar kendi i¢inde karsilastirildiginda grup 1 en az inflamasyon ve
ilserasyonun, buna karsin en ¢ok damar ve fibroblast proliferasyonu iceren grup
olarak goriilmektedir (Sekil 15). Grup 4, bu histolojik olarak &zellikler agisindan
grup 1’den iilserasyon ve inflamasyonun biraz daha fazla olmasiyla ayrilmaktadir.
Histolojik goriiniimiin benzer oldugu grup 2 ve grup 3’te ise inflamatuvar bulgular
diger iki gruba gore daha siddetlidir.

Sonug¢ olarak PO 5. giinde de en hizhi iyilesme kontrol grubu (grup 1) ile
kombine diyabetik ve makrofaj deplesyonu yaptigimiz grupta (grup 4) goriilmiistiir.

C- PO 7. giinde;

Geride kalan tiim deneklerin sakrifiye edilip ¢calismanin bitirildigi PO 7. giinde
tablo net olarak oturmus ve gruplar arasindaki farklar belirginlesmistir.

i) Yara alam degerlendirmesinde; grup 1°deki deneklerin yaralar1 anlaml
olarak grup 2 ve grup 3’ten iyi kapanmistir ancak grup 4 ile arasinda fark yoktur.

ii) Yara kopma kuvveti degerlendirmesinde; grup 1 ile grup 2 ve grup 3
arasinda istatistiksel olarak anlamh fark vardir (P<0.05) ancak grup 1 ile grup
4 arasinda anlamh fark yoktur. Grup 2 ile grup 4 arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark vardir ve daha kolay koptugu soylenebilir (P<0.05), grup 2 ile grup 3
arasinda anlaml fark yoktur.

iii) Histopatolojik incelemede; bulgular diger degerlendirmeler destekler
niteliktedir. Grup 1 inflamasyon ve iilserasyonun en az (Sekil 16), buna karsin damar
ve fibroblast proliferasyonunun en ¢ok goriildiigii gruptur. Grup 4’te inflamasyon
biraz daha yogun olarak izlenirken (Sekil 17) grup 2 (Sekil 18) ve grup 3’de (Sekil
19) ise en yogundur.

Veriler, calismanin sonucunda beklendigi iizere, en iyi iyilesen grubun kontrol
grubu (grup 1) oldugunu gostermektedir. Ancak kontrol grubundan sonra en iyi

iyilesen grup hem diyabetik hem de makrofaj deplesyonu olan grup 4 ’diir. Geriye
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kalan 2 grup ( grup 2 ve grup 3) en kotii iyilesen gruplardir. Hem diyabetik hem de
makrofaj deplesyonu olan grubun bu iki gruptan her bakimdan daha iyi iyilesmesi
oldukga ilgi ¢ekicidir. Ancak son yillarda literatiirde yayinlanan makalelerde asagida
bahsettigimiz iizere sonuglarimizi destekler tespitler mevcuttur.

Monositler cesitli kimyasal uyarilarla makrofaja doniisiirler. Riches 1996
yilinda yara iyilesmesinde gorevli 3 ¢esit makrofaj tanimlamistir. Bunlar sitosidal,
inflamatuvar ve onaric1 makrofajlardir. Monositlerin 1,3-B-glukan varliginda
inflamatuvar makrofaja, hyaluran varliginda onarici makrofaja ve poliinosinat-
polisitilata cevap olarak oldiiriicii olan ve bakteri ile debrisleri temizleyen sitosidal
makrofajlara déniistiigiinii yaymlamistir ®,

Bu 3 farkl tipteki makrofajlar farkl: sitokinler salgilamaktadir. Singer ve Clark
1999 yilinda inflamatuvar makrofajlarin PDGF salgiladigim 2 ye Robson ve ark
®2)_yine inflamatuvar makrofajlarin TGF-8 ve FGF salgiladigini tespit etmis. Onarici
makrofajlardan ise insulin-like growth faktor (ILGF) ile PDGF salgiladigi tespit
edilmistir. 2.

Yukarida bahsi gegen iki caligmaya paralel olarak 2006 yilinda Waugh H.V. ve
Sherratt J.A. tarafindan yaymlanan makalede DM’ta makofaj dinamikleri
incelenmigtir. Normal yara siirecinde makrofajlar bir siire sora yara yerinde yok
denecek seviyeye inerken DM’ta makrofajlarin persistan kaldigin1 fark etmislerdir.
Bu yazarlara gore inflamatuvar makrofajlardan TGF-8’nin asir1 salinmas1 sonucu
yeniden inflamatuvar makrofajlar olusmakta ve sonucunda bir “kisir dongii”
meydana gelmektedir. Dolayisiyla onarict ve inflamatuvar makrofajlar arasinda
inflamatuvar makrofajlar lehine dengenin bozuldugu ve sonucunda DM’li yara da
kronik inflamasyon siireci olusturdugu buna bagl yara iyilesmesinin gecikebilecegi
ve bozulabilecegi iddia edilmistir .

Calismamizda yukaridaki iddialar1 destekler nitelikte sonuglar elde edilmistir.
Lipozomal klodronat etkisiyle artik yara yerinde olmamasi gereken persistan
inflamatuvar makrofajlar elimine edilip kronik inflamasyon zeminini olusturan “kisir
dongii’niin belirli bir dl¢iide kirilmis olabilecegi ileri siiriilebilir. Ciinkii makrofaj
deplesyonu yapilan diyabetik grup olan grup 4’iin yara iyilesmesi hem makroskopik

hem de histopatolojik a¢idan grup 2’den daha iyi olmustur.
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Yine Wetzler ve ark.’lart diyabetik yaralarda normal yaralara gore cok daha
fazla MIP-2 (macrophage inflamatory protein-2) ve MCP-1(macrophage
chemoattracttive protein-1) salindigim1 gostermistir. Bunlarda asir1  makrofaj
salimmina neden olmaktadir “¥.

Greenhalgh ve ark. yaptig1 bir ¢alismada diyabetik farelerde yara yerinde zayif
seliilarite, azalmis anjiogenez oldugu ve graniilasyon dokusu formasyonu ile re-

epitelizasyonda belirgin gecikme oldugu belirtilmistir @3

Yapilan bagka bir
caligmada makrofaj anti-serumu ile makrofaj deplesyonu yapilmig ve yara
iyilesmesinin diyabetik yaralara benzer sekilde bozuldugu (yara yerinde zayif
seliilarite, azalmis anjiogenez oldugu ve graniilasyon dokusu formasyonu ile re-
epitelizasyonda belirgin gecikme) tespit edilmistir @D

Calismamizda da yukarndaki c¢aligmalar1 destekler nitelikte en kotii yara
iyilesmesi grup 2 ve grup 3’te olmustur. Ayrica makrokobik agidan, YKK acisidan
ve histopatolojik degerlendirme bakimindan bu 2 grup arasida anlamli fark
goriilmemistir.

Loots ve ark.’nmin yaptigt farkli bir c¢alismada ise makrofajlarin yara
iyilesmesinin basinda olaya katilan bir hiicre oldugu ve inflamasyon fazindan
proliferatif faza geciste onemli rol oynadigi vurgulanmistir. Diyabetik yaralarda
makrofajlarin bol miktarda yara sinir bolgelerinde bulundugu ancak yarayi
proliferatif faza yonlendiremedigi saptanmistir. Ayrica yara kenarinda ¢ok miktarda
ve uzun siireli bulunmalarina ragmen fagositoz 6zelliginin arttifina yada devam
ettigine dair herhangi bir kanit bulamamiglardir ® By bulgular1 bizim ¢alismamizin
sonucu desteklemektedir. Diyabetli farede gorevi yapamayan ¢ok sayida makrofaj
lipozomal klodronat yardimiyla apopitoza ugratilarak yara iyilesmesine katki
saglandigini diisiinmekteyiz.

Goren ve ark. ise diyabetik farelerde yara yerinde ve kenarinda cok sayida
makrofaj oldugunu ancak bu makrofajlarin inaktif durup ise yaramadigini
vurgulamustir. Inaktif durmalarini ise makrofajlarin yiizey reseptorlerinde “down-
regulasyon” meydana gelmesiyle aciklamiglardir 70
Zykova ve ark.’na gore diabetes mellitusta uzun siireli hiperglisemi inflamatuar

procesteki hiicresel aktiviteyi zayiflatabilir. Daha spesifik olarak, makrofajlarin

morfolojisi degisir ve fonksiyonunun bozuldugu goriiliir ®¥. Ayni ¢alismada in vitro
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kosullarda genetik olarak diyabetik farelerde makrofajlardan TNF-a, IL-18 ve VEGF
salmmnin azaldigi aksine NO salimminin arttig1 iddia edilmistir ©>. Bu durumun
caligmamizdaki diyabetik grupta da gozlendigi iizere yara iyilesmesini bozdugu
diisiiniilmektedir.

Wetzler ve ark.’nmin yaptifi calismada ise diyabetli farelerde normal yara
iyilesmesi olan normal fareler gore uzun siireli IL-3 ve TNF-a salimimi tespit edilmis.
Normal yarada 5. giinde bu sitokinler ortadan kaybolurken yara iyilesmesi bozuk
diyabetik farelerde yaralanma sonras1 13. giinde bile yara yerinde goriilmiislerdir @9

Doxey, D. ve ark. makrofajdan salinan toplam 6 temel sitokin ( TNF-o, IL-} ve
IL-6) ve growth faktorii (PDGF-B, bFGF, TGF- B1) 3 farkli durumda
degerlendirmis. In vitro ortamda yiiksek lipit seviyesi ile indiiklenmis fare makrofaji
ile diyabetik farenin makrofajlarin1 ve kontrol grubunu karsilastirmis. Diyabette ve
lipit zengin grupta kontrol grubuna gore tiim sitokin ve growth faktorlerin
saliniminda azalma tespit etmisler. Ayrica diyabetteki bu azalmis sitokin ve GF
salinmmini lipit yiiksekligine baglamislar ve bu durumun ortamdaki yiiksek AGE
miktarindan kaynaklanabilecegini iddia etmislerdir ®%.

Diyabet komplikasyonlarina neden olduguna dair giiclii ispatlar olan
glikolizasyon son iirtinii AGE’ler son yillarda olduk¢a 6nem kazanmistir. AGE’ler
lipit/aldoz etkilenmesiyle olur ve DM bu son iiriiniin olugmasi i¢in en uygun zemini

hazirlar 79

. AGE-makrofaj etkilenmesi doku onarimida ve gecikmis yara
iyilesmesinde o6nemlidir. Monositler membrana yerlesmis AGE reseptorii icerirler
©9 Monositlerle AGE etkilesimi sonucu doku destriiksiyonu ile iliskili bir farkl
makrofaj fenotipi ortaya ¢ikar ve morfolojisi bozulur “'**. Bu bozuk morfolojili ve
fenotipli makrofajlarin lipozomal klodronatla selektif olarak yok edilmesi yara
iyilesmesine olumlu yonde katkida bulunacaktir.

Benzer bir calisma olarak Chu, X. ve ark. diyabetlilerde yiiksek lipit seviyesine
baglh olarak makrofaj fenotipinde ve sitokin saliniminda normal yaralara gore
farkliliklar oldugunu gostermisler. Insan makrofajlar1 diyabetik ortamda yiiksek lipit
altinda kiiltiire edilmis. Normal ortamdaki makrofajlara gore fenotipinin degistigi ve
sitokin saliniminin azaldigr goriilmiis. Homojen yuvarlak sekilli makrofajlar

morfolojik olarak heterojen igsi sekle doniismiis. 4 temel makrofajdan salinan sitokin

ve growth faktor calismislar. Bunlar; IL-1B, IL-6, PDGF VE TGF- B1 olarak
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belirtilmis. Calismanin sonucunda tiim bu sitokin ve growth faktorlerin saliniminin
azaldig1 goriilmiis 69,

Sitokinlerle ve growth faktorlerle ilgili ¢alisma sonuglar degerlendirildiginde
bu c¢cok degerli calismalarin verilerine gore cok kompleks bir yapi olan yara
iyilesmesinde sitokinlerin ve growth faktorlerin durumu ve etkisi goriildiigii lizere
olduk¢ca karmagiktir. Bu c¢alismalardan elde edilen bilgiler 1s1ginda sitokinlerin
azligindan yada coklugundan daha 6nemlisi ¢ok belirli bir diizen ve ahenk icinde
yara yerinde bulunmasi gerektigi sonucu cikarilabilir.

Maruyama, K. ve ark. yaptiklar1 arastirmada makrofajlarin lenfatik damar
yapiminda 6nemli rol oynadigin1 gostermislerdir © " Sonrasinda Maruyama, K. ve
ark. diyabetik farelerde makrofaj fonksiyonu ile ilgili yaptiklar1 genis kapsamh
aragtirmada cesitli saptamalar yapmislar @D Calismalarmin sonuglarina gore; izole
makrofaj deplesyonu saglikli yaralarda, bizim de calismamiza paralel olarak, yara
iyilesmesini sekteye ugratmaktadir. Diyabetik farelerin kemik iliginden alinan
makrofajlar1 in vitro sartlarda normal glukoz diizeylerinde tutup c¢ogaltmislar.
Sonugta, makrofajlarin normal morfoloji ve fonksiyona sahip oldugu goriilmiis. Bu
makrofajlarin bir kism1 IL-8 ile stimule edilmis. IL-B ile stimule edilmis olan
makrofaj kiiltiiriinii diyabetik faredeki yaraya uygulamislar ve yara iyilesmesinin

diizeldigini, lenfatik damar yapimimin hizlandigim goézlemlemisler ®%

. Sonucta
yapilmis calismalarin 1s:18inda gelecekte diyabetik yaralarin tedavisinde makrofaj
deplesyonu tedavi edici bir yontem olarak kulanilirsa ek olarak normal glukoz
seviyesinde kiiltiire edilmis makrofajin direk olarak yaraya verilmesi faydali olabilir.
Normal fareden alinan makrofajlarin in vitro yiiksek glukoz seviyesinde yapilan
kiiltiirlerinde, hayvanin diyabetik olmamasina ragmen, morfolojilerinin diyabetiklere
benzer olarak bozuldugu goriilmiistiir. Bu bulgu, diyabetik yarasi olan hastalarin kan
sekerlerinin normal sinirlar i¢inde tutulmasinin ne kadar faydali oldugunun bir bagka
ispatidir.

YKK yara iyilesmesini degerlendirmek i¢in 6nemli bir 6l¢iimdiir. Ciinkii YKK
ile yara yerinde yeni depolanan kollajen ve subdermal kollajen fibrlerinin
reorganizasyonu degerlendirilmis olur. Kollajen iiretilse bile yanlis reorganize
(96,97)

olabilir ve yanlis reorganizasyon YKK’nin diisilk olmasina neden olur

Literatiire baktigimizda yapilan calismalar yara iyilesmesinde inflamatuvar fazin
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sekteye ugramasi direkt olarak fibroblast gelismesinde ve kollajen sentezinde defekte

neden olmaktadir #3949

. Bu bilgiler bizim calismamizin sonuclarin1 dogrular
niteliktedir. En diisilk kopma kuvveti PO 7. giinde grup 2 ve grup 3’te tespit
edilmistir. DM’nin yara iyilesmesinin her fazina etki ettigi bilinmektedir. Ancak grup
3’te sadece makrofaj deplesyonu olmasina ragmen kollajenasyonun zayif olmasi
yukaridaki yaymlari dogrular niteliktedir. Buna bagh olarak yara iyilesmesinin
fazlarin1 ayr1 degerlendirmenin yanlis olacagi tim fazlarinin birbirine bagli oldugu
ve bir biitiin halinde diisiinmek gerektigi sOylenebilir. Calismamizda PO 7. giinde
Grup 2 ile Grup 4 arasinda YKK agisindan istatistiksel olarak anlamli fark oldugu ve
Grup 2’deki yaralarin daha kolay koptugu goriilmiistiir (P<0.05). Bu durumda
yukarida agikladigimiz tizere lipozomal klodronatin inflamatuvar makrofajlar1 yara
yerinden uzaklastirdigi dolayisiyla kronik inflamatuvar fazdaki kisir dongiiyi kirip,
inflamasyon fazinin proliferasyon fazim1 ve kollajen yapimimi daha az sekteye
ugrattig1 diistiniilebilir.

Amerongen ve ark.’nmin yaptigi bir calismada farelerde kriyoterapi ile sol
ventrikiill myokardina hasar verilmis. Lipozomal klodronatla makrofaj
deplesyonunun myokardiyal iyilesmeye etkisi aragtirllmis. Normal grupta yara
yerinde makrofajlardan TGF-f§ ve VEGF saliniminin hizla arttigi, hiicre debrislerinin
hizla ortadan kaldirildig1 ve graniilasyon formasyonun gelistigi, vaskiilaritenin arttig
goriilmils. Bu olaylar1 myofibroblast infiltrasyonu ve kollajen depolanmasi takip
etmis. Makrofaj deplesyonu yapilan grupta ise rezorbe edilmemis hiicre debrisleri
yaralanmadan 4 hafta sonra bile yara yerinde goriilmiis. Buna ek olarak
makrofajlardan TGF-p ve VEGF, graniilasyon formasyonu, vaskiilarite,
myofibroblast invazyounu ve kollajenasyon belirgin Olciide azalmis. Bu grupta
artmig ventrikiiler dilatasyon ve ince ventrikiil duvar kalinligi nedeni ile denek
mortalitesinin daha yiliksek oldugu goriilmiistiir. Sonucunda ise makrofaj
diisiikligiiniin yara iyilesmesini bozdugu, myokardiyal hasar sonrasi mortaliteyi
artirdigi  fikrine varilmistir. Myokard infarktiisii sonrasinda hastaya makrofaj
takviyesinin faydali olabilecegini iddia edilmektedir .

Bizim ¢alismamiz da gostermektedir ki izole makrofaj deplesyonu sonrasi yara
iyilesmesi bozulmaktadir. Grup 3 hem makroskobik, hem fizyolojik hem de

histopatolojik bulgular agisindan en kétii iyilesen iki gruptan biridir.
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Sonug olarak yukaridaki literatiir bilgilerinin 1s181inda ¢alismamizin sonuglari
degerlendirildiginde en iyi iyilesen grubun kontrol grubu, en kétii iyilesen gruplarin
ise izole makrofaj deplesyonu yapilan grupla izole diyabetik grubun olmasi dogaldir.
DM hastaligindan etkilenmis makrofajlarin morfolojik ve fonksiyonel olarak
bozuldugu, bu makrofajlarin sitokin ve growth faktér salinnminda dengesizlikler
oldugu ve inflamatuvar fazda bir kisir dongii olusturdugu literatiirde agikca
gosterilmistir. Ancak makrofaj deplesyonu yapilan diyabetik grupta izole diyabetik
ve izole makrofaj deplesyonu yapilan gruba gore tiim parametreler acisindan daha iyi
yara iyilesmesi olmasi oldukc¢a carpici bir tespit olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Literatiir bilgileri ve ¢alismamizin sonuglar1 bize diyabetik ortamdaki
makrofajlarin yara iyilesmesine yarardan ¢ok zarar verdiklerini diisiindiirmiistiir.

Diyabetik yaralarda mevcut makrofajlar1 apopitozise yonlendirerek olumsuz
etkilerinin engellenebilecegi, sonrasinda kemik iliginden alinan makrofaj
onciillerinin normal glukoz seviyeli in vitro ortamda kiiltiire edilip intravendz yolla
yada dogrudan yaraya verilmesinin diyabetik yaralarin tedavisinde yeni ve etkili bir
tedavi yontemi olabilecegi gercekci bir tez olarak oniimiizde durmaktadir. Bizim
calismamiz bu konuda fikir verebilir ancak bu iddialar giiclendirmek ve kanitlamak

icin ileri deneysel ve klinik ¢alismalar gerekmektedir.
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