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Ozet

SICANLARDA YARA IYILESMESI UZERINE MMP-1’IN ETKILERI
(DENEYSEL CALISMA)

Amac: Skarli yara iyilesmesi insanlar tarafindan istenmeyen ve her zaman
bir ¢6ziim yolu aranan bir durumdur. Gliniimuizde ilerleyen teknoloji ve tip
bilimine ragmen, halen skarsiz yara iyilesmesi basarilamamistir. Bu
konuda fetal yara iyilesmesi Uizerine bircok calisma yapilmissa da herhangi
bir sonu¢ alimnamamistir. Literatiirde, omurgali bir canli ttrti olan
axolotllarda da rejenerasyon ve skarsiz yara iyilesmesine rastlanilmaistir.
Axolotl ve insan yara iyilesme suUrecleri kiyaslandiginda axolotl yara
iyilesme sUrecinin birinci glinlinden itibaren yara yerinde gérilen MMP 1
enziminin, insan yara iyilesmesinde yara yerinde ancak 1 hafta sonra
ortaya cikmasi dikkat ceken farkliliklardandir. (1)MMP 1 enziminin Uyesi
oldugu kollejenazlar, epitelizasyondaki rolleri sebebiyle de yara
iyilesmesinde o6nemli yer tutmaktadirlar. (2)Matrix metalloproteinaz 1’in
yara iyilesmesi Uzerine olumlu etkileri literattirdeki bazi calismalar ile
gosterilmistir. Ancak bu calismalarin cogu MMP 1 enziminin sistemik
uygulanmasi ile yapilmistir ve yine bircogu epitelizasyon ile iliskilidir.
Literatirde MMP 1 enziminin intralezyonel lokal olarak uygulandiklarinda,
skar formasyonu ve yara iyilesmesi Uizerine etkilerini inceleyen bir calisma
bulunmamaktadir. Bizde calismamizda MMP-1 enziminin intralezyonel
olarak uygulanmasinin skar formasyonu ve yara iyilesmesi tzerine

etkilerini arastirdik.

Yontem: Calismada herbir grupta 8 sican bulunan S grup olusturuldu. Bu
gruplar 3 kontrol ve 2 deney grubu olarak ayrildi. Kontrol 1 grubunda yara
iyilesmesi spontan olarak iyilesmeye birakilirken, kontrol 2 grubuna
intralezyonel serum fizyolojik, kontrol 3 grubuna sistemik serum fizyolojik
uygulandi. Deney 1 grubuna ilk 7 glin boyunca intralezyonel MMP 1, deney
2 grubunuysa yine ilk 7 glin boyunca sistemik MMP 1 enzimi verildi.
Olusturulan tim yaralar pansuman uygulanmadan takip edildi. Yara
iyilesmesinin 4.,7.,14. ve 21. glnlerinde her sicandan biyopsiler alindai.

Ornek kesitlere, dokunun krut siddeti, lenfositik yanit, vasktiler
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proliferasyon, fibroblast proliferasyonu, epitel hiperplazisi, yabanci cisim
reaksiyonu, Tulser olusumu, akut inflamasyon, keloid skar olusumu,
hipertrofik skar olusumu olmak tUzere toplamda 10 adet histopatolojik
parametreyi degerlendirmek amaciyla, hemotoksilen -eosin(H+E) boyasi
uygulandi. Bu piyesler, sadece biyopsilerin alindigi gtin hakkinda bilgisi
olan patologla birlikte degerlendirildi. Histopatolojik degerlendirmeler
sonucunda elde edilen parametreler Likelihood- ratio testi ve Friedman
testleri kullanilarak istatiksel olarak 6lciimlendirildi ve anlamlilik p<0,05

dizeyinde degerlendirildi.

Bulgular: Calismadaki tim gruplardan (deney gruplari 1, 2 ve kontrol
gruplan 1,2,3); 4.,7.,14. ve 21. glinlerde alinan biyopsi 6rnekleri; dokunun
krut siddeti, lenfositik yanit, vaskiler proliferasyon, fibroblast
proliferasyonu, epitel hiperplazisi, yabanci cisim reaksiyonu, ulser
olusumu, akut inflamasyon, keloid skar olusumu, hipertrofik skar olusumu
olmak tzere toplamda 10 adet histopatolojik parametre kullanilarak
istatiksel olarak birbirleriyle karsilastirildi. Calismamizda hipertrofik
skarin; intralezyonel MMP-1 enzimi uygulanan deney 1 grubunda her 3
kontrol gruplariyla kiyaslandiginda anlamli olarak azalmis oldugunu
gorduk. (p: 0,007) Fisher testiyle hesaplanan rélatif risk: 0,25 bulundu.
[statiksel analize gére 3 kontrol grubunda bulunan tiim deneklerde,
intralezyonel MMP-1 uygulanan deney grubu 1’deki deneklere gore 4 kat
fazla skar gelisimi go6zlemlendi. Ayrica yine gruplar arasi1 yapilan
karsilastirma sonucunda deney grubu 1 ve 2 de, kontrol grubu 1,2 ve 3 e
gore vaskuler proliferasyonun daha yogun olusmaya basladig1 gozlemlendi.
4. ginde kontrol gruplarindaki fibroblast proliferasyonu deney grubu 1 ve 2
de gorulen fibroblast proliferasyona kiyasla anlamli derecede siddetli
bulundu. Biyopsi alinan glinlere gore; kontrol ve deney gruplari, lenfosit
infiltrasyonu acisindan karsjlastirildiklarinda 4. glinde istatistiksel olarak
anlaml fark gosterdi. Lenfositik y6nelimin, yara yerinde 4. glinde deney
gruplarinin kontrol grubu 1 ve 2 ye kiyasla anlamli derecede azaldigi
gozlemlendi. 4., 7., 14. ve 21. glUnlerde tum gruplar birbirleriyle
kiyaslandiginda dokunun krut siddeti,, epitel hiperplazisi, yabanci cisim
reaksiyonu, ulser olusumu, akut inflamasyon ve keloid skar olusumunda

anlaml bir fark gézlemlenmedi.



Ozet

Sonuc: Calismamizda yara iyilesmesinin ilk 7 giintinde, intralezyonel MMP
1 enzimi uygulanmasiyla,yara yerinde fibroblast proliferasyonunda,
lenfositik yonelimde ve skar formasyonunda belirgin azalma,ayni zamanda
vaskller proliferasyonda belirgin artis saptanmistir. Bu da bize MMP 1
enziminin ileride yapilacak ek calismalarla, antiskatrizan bir ajan olarak
yada dolasim bozuklugu mevcut yaralarda yara iyilesmesini hizlandirici bir
ajan olarak kullanilabilecegini distndurdi. Bu anlamda bir ilk olmasi
nedeniyle calismamizin molektiiler dtizeyde yapilacak calismalara altyapi

olusturacak bulgulari icerdigini distinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Matriksmetalloproteinaz 1 enzimi, skar, yara

iyilesmesi, histopatolojik inceleme
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Abstract

EFFECTS OF MMP-1 ON WOUND HEALING IN RATS
(EXPERIMENTAL STUDY)

Objective: Scarred wound healing is a situation, undesirable by people and
always a solution is sought for. Despite advancing technology and medical
science at the present time, scarless wound healing couldn’t still be
achieved. Regarding this subject; although many studies have been
conducted on fetal wound healing, no results have been obtained. It is
found when the literature is scanned that in addition to fetus, scarless
wound healing is also observed in a species called as axolotl. When axolotl
and human wound healing processes are compared with each other, it is
striking that MMP 1 enzyme, which is observed as of the first day of the
axolotl wound healing period, appears only after 1 week as of human

wound healing. (1).

Collagenases, which are members of the MMP 1 enzyme, have an important
place in wound healing due to their role in epithelization. The positive
effects of matrix metalloproteinase 1 on wound healing were demonstrated
by some studies in the literature. However, most of these studies were done
with systemic application. As far as we investigated in the literature, there
is no study analysing the effects of f MMP 1 enzyme on scar formation and
wound healing when locally applied as intralesional. We investigated the
effects of intralesional application of MMP-1 on scar formation and wound

healing in our study.

Method: 5 groups were created with 8 rats in each group in the study.
These groups were divided into 3 control groups and 2 experimental groups.
As well as wound healing was allowed to heal spontaneously in control
group 1; intralesional normal saline was applied to control group 2,
systemic normal saline was applied to control group 3. The experimental
group 1 was given intralesional MMP 1 for the first 7 days and group 2 was
given systemic MMP 1 for the first 7 days. All created wounds were followed
up without dressing. The biopsy were conducted on each rat in 4

th,7th,14th ve 21st days of wound healing. Hematoxylin eosin (H + E) stai

vii



Abstract

ning was applied to the sample sections in order to evaluate 10
histopathological parameters in total, including crust severity of tissue,
lymphocytic response, vascular proliferation, fibro-blast proliferation,
epithelium hyperplasia, foreign body reaction, ulcer formation, acute
inflammation, keloid scar formation, hypertrophic scar formation. These
pieces were solely evaluated with the pathologist who had information
about the day the biopsy had been conducted. The parameters, obtained as
a result of histopathologic evaluations, were statistically measured using
Likelihood-ratio and Friedman tests, and the significance was evaluated at

the level of p <0. 05.

Findings: The biopsy samples, conducted on all groups in the study
(experimental groups 1, 2 and control groups 1, 2, 3 ) in 4 th,7th,14th ve
21st days, were statistically compared with each other wusing 10
histopathological parameters in total, including crust severity of tissue,
lymphocytic response, vascular proliferation, fibro-blast proliferation,
epithelium hyperplasia, foreign body reaction, ulcer formation, acute
inflammation, keloid scar formation, hypertrophic scar formation. We
observed in the comparisons made that MMP-1 enzyme, which we used in
the local application to open wound, significantly reduces hypertrophic scar
formation. We observed in our study that hypertrophic scar significantly
decreased in the experimental groups 1,where intralesional MMP-1 enzyme
was applied, in comparison to each of 3 control groups (p: 0,007). The
relative risk was calculated as 0. 25 by Fisher test. Based on the statistical
analysis results, we found that scar development in all the subjects in 3
control groups was 4 times more than those in the experimental group 1
where intralesional MMP-1 enzyme was applied. Also, as a result of
comparison between the groups, it was found that vascular proliferation
started to become more intense in experimental groups 1 and 2, compared
to control groups 1, 2 and 3. But, when all groups were compared with each
other again in 4 th,7th,14th ve 21st days; any significant difference wasn’t
observed in terms of crust severity of tissue, lymphocytic response, fibro-
blast proliferation, epithelium hyperplasia, foreign body reaction, ulcer

formation, acute inflammation, keloid scar formation.
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Abstract

Conclusion: In the study, a significant decrease in scar formation and an
increase in vascular prolifera with intralesional MMP 1 enzyme application,
in the first 7 days from wound healing, made us think that MMP 1 can be
used as an anticicatrizan agent, or an accelerator agent for the healing of
the wounds with circulatory impairment, with additional studies to be
conducted in the future. We think that our study includes findings that will
constitute the infrastructure for the studies to be conducted at the

molecular level, due to being first in this sense.

Key words: Matrix metalloproteinase 1 enzyme, scar, wound healing,

histopathological evaluation.
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BOLUM 1

GIRIS ve AMAC

Cildin skarla iyilesmesi medikal bir problem olup fonksiyon kaybi, estetik
sorunlar, dokularin biytmesinde kisitlilik ve psikolojik sorunlara neden
olabilir. (3) Bir hasar sonrasinda skar olusmasi ve derinin tamamlanmamisg
rejenerasyonu yara iyilesmesinin normal seyri olsa da 6zellikle cocukluk
caginda olusan yaralar, ya da yuz gibi dikkat ceken yerlerde olan yaralar
cok ciddi psikolojik sorunlarla sonuclanabilir. Ayrica, normal yara iyilesme
seyrinin asir1 devam etmesi sonucunda keloid, hipertrofik skar gibi
patolojik skarlarin olusmasina bagli olarak agri, kasinma gibi belirtilere
rastlanilabilir. (4) Bir yaranin skar ile iyilesmesi yalnizca deride sorunlara
neden olmamaktadir. Gastrointestinal ve genitolriner sistemde darliklara
ve yapisikliklara neden olarak infertilite, barsak obstriksiyonu gibi
sorunlar ortaya cikabilir, tendon ve ligamanlardaki yaralanma sonucunda
hareket ve glic kisitliligi olabilir. Bu nedenle bir yaranin skarsiz iyilesme

olasiliginin varlig1 tim tip dallarinin ilgi odagi olmustur.

Skar olusumunun klinik acidan olusturdugu sorunlardan baska,
hipertrofik skar ile iyilesme yarada skar gelisiminin arastirilmasi icin de ilgi
cekici bir durumdur. Ayni cerrahlarca gerceklestirilen ve onarilan bircok
cerrahi yara normal olarak iyilesir iken, bazi olgularda ise skar fazlasi ile

hipertrofiye olmaktadir.

Bir yaranin skarsiz iyilesebilecegini 6grenmek 06zellikle cerrahlar basta
olmak tizere tim tip dallarinin dikkatini cekmektedir. Bir yaranin skarsiz
iyilesebilecegi ilk defa 1979°da fetus cilt yaralarinin skarsiz iyilestiginin
gosterilmesiyle anlasilmistir. (4) Bu tarihten itibaren fetal yara iyilesmesi
ayrintili olarak arastirilmistir. Farklhi hipotezler éne strilmesine ve bu konu

Uzerine bircok calismalar yapilmasmna karsin bir yaranin skarsiz



Giris ve Amag

iyilesmesini tetikleyen veya gerceklestiren ana unsurlarin neler oldugu net

olarak ortaya konamamaistir.

FetGislin yani sira son zamanlarda Meksika’da bir gélde yasayan axolotl adi
verilen bir omurgali Uzerinde de skarsiz yara iyilesmesi hakkinda

arastirmalar baslamistir. Axolotllar skarsiz

yara iyilesmelerine ek olarak benzersiz rejenerasyon yetenegi ile de
arastirmalara sikca konu olmaktadirlar. Axolotllarin yara iyilesmesinde,
inflamasyon fazinda, yetiskin yara iyilesmesi inflamasyon fazina goére cok
daha az makrofaj ve noé6trofil oldugu goérilmustir. (5)Axolotllarda yine
yetiskin yara iyilesmesinden farkli olarak ilk 24 saatte MMP 1 enzimi yara
yerinde belirmektedir. Eriskin yara iyilesmesinde ise MMP 1 enziminin yara
yerinde belirmesi 1. haftanin sonlarina dogru olmaktadir. Ayrica
axolotllarda 24. Saatte tim acik yarada epitelizasyon tamamlanmakta
hemen ardindan rejenerasyon baslamaktadir. (6)Bu da bize ilk 24 saatteki
epitelizasyon tamamlanmasinin MMP 1 enzim aktivitesiyle baglantili
olabilecegini ve dolayisiyla skarsiz yara iyilesmesinde de MMP 1 enziminin

rolu olabilecegini dustindurmustur. (7)

Literattirde, MMP lar, doku yeniden yapilanmasi, timér htlicresi invazyonu,
anjiyogenezis ve metastaz gibi patolojik sitireclerde rol aldiklarindan (8) (9)
(10) (11) (12) (13) agirliklhi olarak onkojenik arastirmalara konu olmus
olsalar da, epitel proliferasyonu ve yara iyilesmesi konusunda da, MMP 1
enzimi ile yapilmis calismalar mevcuttur. Olusturulan cesitli hayvan denek
modellerinde MMP 1 geni Uzerinden, yara iyilesmesini ve epitelizasyonu
hizlandirma veya yavaslatmaya yonelik deneysel calismalar yapilmistir.
Ancak bunlarin cogu deneklere disaridan etkiyle MMP 1 enziminin gen
ekspresyon aktivasyonu saglanmis veya deneklerin gen haritas:
degistirilerek yapilan calismalardir. Ayrica agirlikli olarak epitelizasyon
faktérii tizerinde durulmustur. Intralezyonel olarak MMP- 1 enziminin acik
yara icine enjeksiyon sonrasi yara iyilesmesi ve 6zellikle skar formasyonu
Uzerine olas1 etkilerini; histopatolojik acidan degerlendiren herhangi bir
calismaya yaptigimiz literatlir taramasinda rastlamadik. Bu calismada MMP
1 enziminin, intralezyonel uygulanmas: ile, yara iyilesmesi ve skar

formasyonu Uizerine olan etkilerini incelemeyi amacladik.
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GENEL BILGILER

2.1. YARA IYILESMESI

Travma, hastalik ya da cerrahi girisim gibi farkli nedenlerle wvuicut
dokularinin butinligintin bozulmasi ya da bir kisminin kaybina ‘yara’
denir. Genellikle “normal deri butinliglinin ortadan kalkmasi1” olarak

tanimlanir. (14) (15)

Yaralar tiplerine ve etyolojilerine gére akut ya da kronik olarak ikiye ayrilir.
2.1.1. Yara Terminolojisi

Akut Yaralar:

Gecici bir etkenin neden oldugu ve kabul edilebilir bir stirede iyilesen

yaralardir. Akut yara tipleri, acik yara ve kapali seklindedir.
a.) Acik Yaralar
Acik yaralar; yaralanmaya neden olan objelere gore siniflandirilir.

+ Insizyon: Keskin uclu objeler tarafindan olusan genellikle temiz

yaralardir.

* Laserasyon: Sert dokularin Ustindeki yumusak dokulara gelen keskin
olmayan darbelerin neden oldugu derideki ya da mukozadaki diizglin

olmayan yirtiklardir.

* Abrazyon: Purtzli bir ylzeyde dusme, kayma sonucu olusan,

epidermisin etkilendigi ylizeysel yaralardir.
 Delici Yaralar: igne, civi gibi objelerin batmasiyla olusan yaralardir.

* Penetrasyon Yaralar1 (Kesici Yaralar): Bir bicak benzeri objenin viicut

butinligini bozmasi ile olusan yaralardir.
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e Atesli Silah Yaralari: Bir atesli silahtan c¢ikan objenin olusturdugu

yaralardir. Bazen giris ve cikis deligi vardir.
b.) Kapal1 Yaralar

Kapali Yaralar; acik yaralardan daha tehlikelidirler ve Uc¢ temel baslhikta

simiflandirilirlar.

* Kontlizyon: Kunt bir travma sonucu subkutan dokularda hasar
gelismesidir.
* Hematom: Subkutan dokularda damarlarda gelisen hasar sonucunda

deri altinda kan birikimidir.

* Ezilme: Dokulara ya cok buyuk miktarda bir gliciin kisa surede, ya da

daha az bir glictin uzun stre de uygulandigi durumlarda olusur.
Kronik Yaralar:

Genelde U¢ ay icinde iyilesmeyen veya tekrarlayan yaralardir. Siklikla
inflamatuar asamada uzama olur. Akut yaralarda, anabolik ve katabolik
fazlarda tam bir denge varken kronik yaralarda, bu denge kaybolmustur ve
katabolizma 6n plandadir. Kronik yaralarin buytuk bir kismi ya tamamen
iyilesmez veya iyilesme sureci yillarca devam eder. Bu durum, hastalarda
ciddi bir emosyonel ve fiziksel stres olusturmasi yaninda hastaya ve bagh

oldugu saglik glivence sistemine yuk olusturur.
2.1.2. Yara Iyilesmesi Tipleri

Doku yaralanmasi sonrasi gelisen bir dizi olay, doku bitinligiinii yeniden

saglamay1 amaclar.

Doku iyilesmesinde yara bolgesinde skar olusumu ve belli derecede
fonksiyon kayb:1 bulunur. Doku rejenerasyonunda ise; yaralanma

oncesindeki dokuya yakin fonksiyon kayb1 olusmayan doku olusur.

Ideal yara iyilesmesi butiinligiint kayip etmis dokunun normal anatomik

fizyolojik ve histolojik yapisini tekrar kazanmasidir.
Yara iyilesmesinin 3 tipi vardir:

A) Primer iyilesme

B) Sekonder iyilesme

C) Tersiyer iyilesme
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Primer iyilesme

Epiteliyal ve bag doku kaybinin az oldugu, epiteliyal bazal membranin
dizglin zedelendigi ve yara kenarlarinin cerrahi yontemler kullanilarak
(stittir, stapler veya vs) kapatilabildigi; esasina dayanan yara iyilesmesidir.
(Sekil 5). (16)

Insizyona komsu olan epidermisin bazal tabakasinda prolifere olan
keratinositler; primer iyilesmede 6nemli rol oynar. (16) (17)Her iki yara
kenarindaki epidermis saatler icinde kalinlasir, kesi yerleri boyunca
insizyon araliginin derinligine dogru ilerler ve 48 saat sonunda fibrin
tabakanin dis ortamla temasi sonrasinda dehidrate olarak gelisen yUzey
kurutunun altinda orta hatta birleserek devamli ancak ince bir tabaka

olusturur. Bu ince tabaka bakteriyel invazyon ic¢in bariyer saglar.

3. glinden itibaren makrofajlarin yara ortaminda goértilmesi ile kollajen

sentezi baslar.

S. glinde kollajen sentezi yogunlasir ve her iki yara marjini arasindaki

kollajen liflerde kopruler olusur. Epitelyum tabakasi mattire olur.

1. ayin sonunda Uizeri saglam epidermis ile kapli, iltihap hiicresi icermeyen,
insizyon hatt1 boyunca deri eklerinin gézlemlenmedigi skar doku meydana

gelir.
Sekonder iyilesme

Inflamatuvar tilserasyon, abse olusumu ve fazla miktarda doku kaybi
varliginda sekonder iyilesme gerceklesir. Sekonder iyilesme streci daha
karmasik ve uzun sulrelidir. Kontraksiyon ve ylizey epitelizasyonu temelinde

yara iyilesmesi gerceklesir.

Primer iyilesmeden fark: olarak ortamdan uzaklastirilmasi gereken nekrotik
doku ve eksuda varligi nedeniyle inflamatuvar yanit daha siddetlidir,
Inflamasyonun siddetli olmasi, parankimal hiicrelerde rejenerasyonun
olmamas1 ve doku defekti nedeniyle granulasyon dokusu daha fazla

miktardadir. (14)
Tersiyer iyilesme (Gecikmis primer iyilesme)

Baslangicta cok ileri derecede kontamine oldugundan  primer

kapatilamayan ancak 4-5 ginlik acgik birakmadan sonra iyi kanlanabilen
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dokularda uygulanir. Bu yontem, yara yatagindaki inflamatuvar surece,
bakteri konsantrasyonunu en aza indirmek icin zaman tanir. Daha sonra

genellikle primer kapama uygulanir. (16)

1A ";.':0'
(P AT

4"'. “‘J::V
Y ORI
Skar iizerine epitel gogi

Tersiyer lyilesme

‘.
AT

Artng gran(lasyon Geg dikiy ile ince skar

Sekil 2.1: Yara iyilesme tipleri (18)
2.1.3. Yara Iyilesmesi Evreleri

Yara iyilesmesi karmasik fakat sistematik bir olaydir. (19) Memelilerin deri
dokularinin butinltigiint bozan bir defekte verdikleri cevap 3 ayri asamada
olusur. Yaralanmayi takiben amaci devitalize dokular1 uzaklastirmak ve
invaziv enfeksiyonun 6nline gecmek olan inflamatuar asama baslangicta
yer alir. Bunun ardindan, skar olusumu ve doku rejeneras-yonunun
dengelenmesi sirasinda ortaya cikan bir proliferatif asama gelir. Son olarak
yara iyilesmesinin en uzun ve en az anlasilmis asamasi olan yeniden

sekillendirme ortaya cikar (Sekil 6ve 7). (20)
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Inflamaruar Proliferarif
Satha mafha

“

0. giln 5. giin 10. giin 15. giin 20. giin ve sonrasi

Sekil 2.2: Yara iyilesmesinin Ui¢ asamasi (inflamatuar, proliferatif,
remodelling) ve bu asamalarda aktif rol alan huicreler karakteristik

hticreler.
inflamatuar evre

Yara iyilesmesinin inflamatuar asamasi1 doku yaralanmasini takiben derhal
baslar. Bu asamanin fonksiyonel 6ncelikleri hemostazi saglanmasi, 614 ve
devitalize olmus dokularin ortamdan uzaklastirilmas:i ve bakteriler
tarafindan olusturulacak kolonizasyonlarin ve invaziv enfeksiyonlarin
Onlenmesidir. (21) Bu evrede kan orijinli htucrelerin ve bunlarin
mediatdrlerinin, sitokinlerin salinimi belirgindir. Yaralanma ve doku
hasarindan hemen sonra baslayan kanama yara iyilesme sitirecini baslatir.
Yaralanmadan hemen sonra olusan lokal vazokonstriksiyon meydana gelen
ilk olaydir ve hemostaza yardimci olur. Bu vazokonstriksiyon dolasimdaki
katekolaminler (epinefrin) , sempatik sinir sistemi aktivasyonu ve

prostaglandinler ile olur.

Yaralanmadan sonra en Onemli mekanizmalardan biri; kanamayi
durdurmaya yoénelik vicudun cevap reaksiyonudur. (22) Hemostaz

yaralanmadan saniyeler sonra baslar; tamamlanmasi 1 saat civari stirebilir.

Yaralanmadan sonra meydana gelen primer hemostaz (primer tikag)
trombositlerin yarali damar subendotelinde bulunan kollajene yapismasi ve
kuimelenmesidir (agregasyon). Bu primer hemostatik tikac koagtilasyon
mekanizmasinin bir parcasi olmayip, damar ve trombositler arasindaki

fiziksel etkilesimin sonucudur.
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Sekonder hemostaz ise primer hemostaz saglayici gecici pithtinin olustugu

yerde kalici fibrin pihtisinin olusmasini ifade eder.

Yaralanma, kan damarlarinin yapisinin bozulmasi ve kirmizi kan
hicreleriyle birlikte diger kan iceriginin ekstravazasyonuna yol acar. Bu
ekstravazasyon sonucu intrinsik ve ekstrinsik yollardan pihti formasyonu
baslar ve protrombinden trombinin aktivasyonu saglanir. Aktive trombin,
fibrinojeni daha sonra polimerize olarak kalici koagulasyon kaskadlarinin

son urunu olan fibrine cevirir. (14) (23)

Intrinsik koagulasyon kaskad:i 8, 9 ve 11. faktérlerden olusur. “Trombin
patlamasi” doku faktérinun etkisi ile olusur ve buda trombinin salindigi
streci olusturur. (22) Ekstrinsik kaskad; doku faktérintn faktér 7%yi
baglamasiyla baslar. (22) Doku faktérii; normalde vasktuiler endotelde
bulunmaz ancak ekstravaskiiler hticre yulzeyinde o0zellikle adventisyel
fibroblastlarda, perisitlerde ve diiz kas htuicrelerinde bol miktarda bulunur.
(24)

Fibrin hemostaza ek olarak erken iyilesme periodunda provisional
matriksin primer komponentini de olusturur. Fibronektinler migratuar
hiicrelerin fibrin aga tutunmasini artiran glikoproteinlerdir. Hem matur
dermisin hemde erken matriksin cok énemli bir komponentini olustururlar.
Fibronektin fibroblast ve epitel hticrelerde olusturulur. lyilesmenin erken
fazinda hucre tutunmasina yardim eder ve c¢esitli hlicre tiplerinin
migrasyonunu modile eder. Ek olarak fibrin-fibronektin agi cesitli
sitokinleri baglar ve bu faktérlerin rezervuari olarak goérev yapar. Hem
trombin hem de fibrin ek olarak yaralanma sonrasi artan vaskuler
permeabiliteyi stimtle eder ve inflamatuar htcrelerin ekstravasktler
migrasyonunu stimtle eder. Ayni zamanda epitelizasyon ve anjigenezde rol

oynar.

Kan pihtis1 ve trombtis olusumu platelat aktivasyonuna baghdir. (22)
Plateletler ekstravasktiler kollajen ile temas edince kollajen ve fibrine
yapisir ve ADP salgilarlar. ADP kalsiyum iyonlarinin varhiginda platelet
agregasyonunu artirir. Platelet agregasyonunu trombin ve yag asitleri de
artirir. Platelat agregasyonu plateletlerdeki integrin ylzey reseptorleri ile

olur ve bu olay 4 adeziv glikoprotein ile diizenlenir. Platelet agregasyonu ile
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alfa grantllerden sitokinler salgilanir ve bdylece onarimi baslatacak

mekanizmayi da harekete gecirirler.

Yaralanma yerindeki doku hasarn infalmatuar cevabi ¢cok hizli bir sekilde
baslatir. Inflamatuar fazda lokal kimyasal mediatérler sayesinde 1.

yuzyillikda Cels tarafindan tarif edilen makroskopik fiziki bulgular (eritem,

o0dem, agri, 1s1 artisi gibi) ortaya cikar. (22)

Vazokonstriksiyon 10-15 dakika sonra yerini vazodilatasyona birakir.
Vazodilatasyon ile birlikte endotel hticreleri arasinda bosluklar olusur.
Vazodilatasyon histamin, kinin ve PG-ler sayesinde olur. Histaminin direkt
ve indirekt vazodilatasyon olusturur. Primer kaynag: inflamatuar bolgede
mast hucrelerdir. Mast hucreler alerjik reaksiyonlarda yer alirken
gintmuzde mast hiicrelerinin immun reaksiyonlarda da énemli role sahip
olduklar1 ortaya konmustur. (25) Yaralanmadan yaklasik 48 saat sonra
yarada mast huicreleri gébrinmeye baslar ve yara iyilesmesi stirecinde mast
hicrelerinin sayilar artar. (26) Mast huicrelerinin yara iyilesmesi stirecine
olumsuz etkilerinden baska, fibrozis mekanizmasinda énemli rol oynadig:
ortaya konmustur. (27) (28) Mast htuicrelerinden ayrica ek olarak heparin,

prostaglandin metabolitleri ve TNF-like peptid salinir.

Kininler 9 amino asitli peptidlerdir ve kisa etkili vazodilatatér etkiye
sahiptirler ve kallikrein tarafindan olustururlar. PG1 ve PG2 vazodilatasyon
ve kapiller permiabilite artis1 yaparlar. Fosfolipaz aktivitesi arasidonik asit
salilnimina yol acar ve bu da prostoglandin sentezini saglar. Bakterisidal
toksinler, kompleman faktorleri, histamin, PG2, PDGF, TNF-a; FGF fibrin

lokositler icin kemotaktirdirler.

Endotel huicrelerinden ve aktive noétrofilden salinan platelat faktér 4 ise
notrofiller icin kemotaktiktir. Bu iki faktér ayni zamanda noétrofil
yluzeyindeki CD11 ve CD18 reseptorlerinin ekspresyonunu yaralanmis
dokuda ilk gozlenen l6kosit nétrofillerdir. Nétrofiller hidrolitik ve oksijen
radikallerle defansif Uiniteler olarak goérev yaparlar. Noétrofiller hasarli doku
ve bakterileri fagosite ettikten sonra yaralanma sahalarinda postkapiller
venlerden gecerken apoptozise ugrarlar ve bir kismi1 makrofajlar tarafindan
fagosite edilirler. (22) Notrofiller fagositoze ek olarak lokal fibroblast ve
keratinosit aktivasyonunu saglayan proinflamatuar sitokinleri de

salgilarlar. Notrofiller yaralanma sonrasi 24-48 saat sonra yaralanma



Genel Bilgiler

bolgesinde artarlar. Eger kontaminasyon yoksa birkag gln sonra
noétrofillerin say1 azalir. Notrofillerin yara iyilesmesinde ilk evresinde énemli
rol oynasa bile yoklugu yara iyilesmesinin butlnsel ilerlemesini
etkilememektedir. Bununla birlikte bazi1 kaynaklarda; nétrofillerin yara
yerinde uzun sure kalmalari akut yaralarin iyilesmeyen kronik yaralara

déntismesinin primer faktoérti oldugu iddia edilmektedir. (21)

Monositler kapillerlerden diapedez ile ekstravaskuler alana gecince serum
faktorleri ve fibronektin ile makrofaj olurlar. Makrofajlarin yaralanma
bolgesine gelmesi kemotaksis ile olur. Migrasyondan sorumlu spesifik
faktorler arasinda kollajen fragmanlari, fibronektin fragmanlari, elastin,

kompleman komponentler, trombin, TGF-3 sayilabilir.

Provisional matriksde bulunan makrofajlar T lenfositlerden salinan IL-2 ve
INF-sigma ile aktive olurlar. Makrofajlar bakteri ve o6l dokunun
fagositozunu saglarlar, hasarli matriksi yikmak icin kollajenaz ve elastaz
salgilarlar. Ayni zamanda TIMP (tissue inhibitor metalloproteinaz)
salgilarlar. Ek olarak bakteriyel endotoksin ile stimtle edilince makrofajlar
notrofil aktive edici protein gibi maddeler salgilar bu da ek inflamatuar
hiicreleri ortama c¢eker. Makrofajlar fibroblast proliferasyonu, kollajen
sentezi ve diger iyilesme proseslerini baslatan sitokinlerin primer
kaynagidir. Bunlar arasinda TNF-a, PDGF, TGF-f ve FGF sayilabilir.
Makrofajlar ayn1 zamanda PG, oksijen metabolitleri ve arginin sentezlerler.
Bunlar da yara iyilesmesini regule ederler. TGF-B otokrin bir etki ile
makrofajlardan kendi salgisini regtile eder ve ayrica FGF, PDGF, VEGF ve
[L-1 salimimini saglar. Makrofajlardan salinan 20 den fazla sitokin ve
blUytime faktorleri bilinmektedir. Makrofajlarin yarada tikenmesi
gunumuzde yara iyilesmesini bozan en o6nemli faktdérlerden biri olarak
kabul edilmektedir. (29) (30) Monositler buittin inflamatuar faz boyunca
kalirlar ve makrofajlar1 Uretirler. Belki de inflamatuar fazin en 6nemli
komponenti yaralanmadan 48-72 saat sonra baskin hale gelen
makrofajlardir. (31) Monositlerin, 6zellikle makrofajlarin azlig:1 fibroblast
fonksiyonunda gecikme, yetersiz anjiogenezis, grantlasyon dokusu ve
kollajen olusumu yaninda yara iyilesmesinde siddetli olumsuz degisikliklere
yol acar. (32) Lenfositler TGF-p, interferon, interlokin ve TNF-a gibi
hticresel ve humoral immuniteden sorumlu faktérler Uretirler, bunlarda

inflamatuar surecte makrofajlarla iliski kurarak immun yanit ile yara

10
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iyilesmesi arasinda baglanti kurarlar. Eozinofiller normalde periferik
dolasimda az miktarda bulunurlar, yaralanma ile ekstravaskuler dokuya
migrasyon gosterirler ve TGF-B kaynagi olarak calisirlar. Hemostaz
saglandiktan sonra inflamatuar hucreler yaraya migrasyon gosterirler.
Sonug¢ olarak yaraya ilk olarak nétrofiller gelirler. 48-72 saat sonra
makrofajlar daha baskin olurlar. 5-7 glin sonra iyilesmekte olan yarada az
miktarda inflamatuar hticre kalir ve fibroblastlar predominant hticre tipi
olur. Bu donemde yabanci madde veya bakteri normal iyilesme

senaryosunu kronik inflamasyona cevirebilir.

Epmurmres

+-Dotrmes

B Graniifasyon
dokusu

Makrofy
Anpyogene:z

Fibroblast

Sekil 2.3: Yara iyilesmesi asamalarinda deri morfolojisi a) yaralanma ve

hemostas, b) inflamasyon, c) proliferasyon, d) remodeling (33)

11
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Proliferatif Evre

Travmadan sonraki ilk 36-72. saatler icinde damarlarin adventisyasina
yakin mezensimal hucrelerin farklilasmasindan fibroblastlar olusur.
Makrofaj ve trombositlerden salgilanan, PDGF, TGF beta, EGF ve

fibronektin; fibroblastlarin yaraya géctinli uyaran ana sitokinlerdir. (34)

Yara Dbolgesindeki nekrotik dokulari gecip yaralanma boélgesine
fibroblastlarin ulasabilmesi icin fibroblastlar, TGF-b’nin uyarimi ile ortama
proteolitik enzimler salgilarlar. Bu enzimler matrix metalloproteinazlardir
(MMP). MMP-1, jelatinaz (MMP-2) ve stromelisin (MMP-3) ortamdaki

nekrotik doku ve eskarin debridmanini yapar. (34)

Fibroblast yogunlugu, yara yerinde 6. ginde maksimum diizeye ulasir. (35)
Fibroblastlar yara onarimi yapan hitcrelerdir ve bag dokusunun ana
maddeleri olan kollajen, proteoglikan, retiktilin ve elastini Uretirler. (14)
(36) Fibroplazi safhasi, fibroblastlarin aktivite gosterdigi ve zemin maddesi
ile bag dokunun sentezlendigi déonemdir. Yara gerilim glictinde belirgin bir
artis meydana gelir. Bu fazda; fibroblastlar ile epitel ve endotel hicreleri
hakimdir. Endotelyal huicreler ise yara kenarindaki saglam ventllerden
veya anjiogenez sonucu olusan yeni kapillerlerden ortaya cikar (Sekil 7).

(35)

Fibroblastlarin ana fonksiyonu kollajen sentezidir. (37) Kollojen sentezini
uyaran sitokinlerin basinda ise TGF-beta, PDGF ve EGF gelmektedir. (34)
Kollojen sentezi yaralanmanin 5-7. glnlerinde maximum seviyededir.
Fibroblastlar ayni zamanda fibronektin, proteoglikanlar ve
glikozaminoglikanlar gibi proteinler de sentezler. (34) Bu maddeler kollajen
fibrillerinin kimelenmesi esnasinda capini ve buyukligini etkileyerek bag
dokusunun fiziksel Ozelliklerinin olusmasinda rol oynarlar. (37)
Fibroblastlar kollajenin sentez ve birikimi yaninda bag dokusunun yapisal
ve fonksiyonel olarak uygun sekil almasinda da gorev alirlar. Ekstraselltler
matrix sentezi 2-3. gunlerde baslayip, 15-20. giine kadar devam eder. Bu
dénemin en 6nemli hiicre irint kollajendir. Kollojen tim vilicut proteinin
%30’unu olusturmaktadir ve viicut isisinda proteolitik enzimlerin etkisine
dayanikhidir. (35) Kollajen molekullerinin en belirleyici 6zelligi, ti¢ polipeptit
alt biriminden olusan buklimlenmis kangal olan Ug¢lti sarmaldir. Polipeptit

alt birimler olan a-zincirler, bir ortak eksen etrafinda doénerek 3000
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Amstrong uzunlugunda ve 15 Amstrong capinda kati bir cubuk benzeri bir
molektl yapar; bunlar fibrilleri olustururlar, fibriller de ktimelenerek
fiberleri olustururlar. Kollajen molekullerinin ikinci carpici 6zelligi, amino
asit dizisinin tekrarlayan tripeptit olmasidir. Birinci aminoasit glisin,
ikincisi genelde prolin, Gictinclist ise hidroksiprolindir. (38) Hidroksiprolin
ve hidroksilizin kollajenle dogrudan birlesmezler. Bunlarin 6n maddeleri
olan prolin ve lizin, protokollajenin peptit zincirlerine baglanarak hidroksil
hale doénerler. Burada protokollajen prolin hidroksilaz ve protokollajen lizil
hidroksilaz enzimleri katalizér olarak rol oynarlar. Bu reaksiyonda; a-
ketoglutarat, oksijen, demir ve askorbik asit kofaktér olarak kullanilir. (38)
Hidroksilasyonu tamamlanan bu a zincirler, Uc¢li helezon meydana
getirerek tropokollajen molektllerini yaparlar. (38) Bu molektuller
transferaz enzimleri araciligiyla hiicre disina cikartildiktan sonra 6zel tarzda
bir araya gelerek kollajen fibrillerini olustururlar. Kollajendeki aldehit
gruplar1 arasina lizil oksidaz enzimi ile saglanan baglantilarda eklendiginde
saglam kollajen fibrilleri olusur. Kollajen fibrilleri arasindaki molekuller ici
ve arasi baglar, yaranin gerilim kuvvetine ve saglamligina etki eder. (38)
Saglam deride %80-90 tip-I kollojen geri kalan %10-207lik kismi ise tip-III
kollojen olustururken, graniilasyon dokusunun %30’unu tip-III kollojen
olusturmaktadir. (38) Doku kaybi olan yaralarda, sivi kaybini engellemede

ve enfeksiyon olusumuna karsi koymada epitelyal hticre artis1 6nemlidir.

Epitelizasyon, insizyonel yaralarda, yaralanmadan hemen sonra baslar ve
24-48 saat icinde tamamlanir. (34) Yara temiz, bazal lamina saglamsa ve
yara nemli tutulmussa epitelizasyon hizi artar. Epitelizasyonun
tamamlanmasinda, EGF, TGF-alfa, platelet kaynakli EGF ve keratinosit
growth faktér (KGF diger adi FGF-7) etkili olan sitokinlerdir. Ekstraseltiler
matriks, buyume faktorleri ve yaranin olusturdugu elektriksel alandaki
degisiklikler epitelyal huicrelerin migrasyonu igin uyaricit etki gosterirler.
Kismi kalinlikli yaralarda dermisteki epidermal eklerden de cogalma

olurken, tam kat yaralarda epitel yalnizca yara kenarlarindan ilerler.

Fibroblastlar yara icine gbé¢ ederken yeni kapiller olusumu ile paralel
hareket ederler. Gerek serum gerek yara sivist hem fibroblastlar hem de
endotelyal hucreler icin kemotaktiktir. Aktive olan makrofajlar tarafindan
salinan anjiogenik faktérlerin uyarisiyla yara bolgesinde endotelyal hucre

tomurcuklarindan yeni kapillerler olusur. Kisacasi; onarim alaninda
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bulunan damarlarin tomurcuklanmasiyla yeni damarlarin olusumu olayina
anjiogenezis veya neovaskularizasyon denir. (26) Doérdincti gunde
belirginlesir ve yara iyilesmesinin sonuna kadar devam eder. Primer
uyaricist vaskuler endotelyal buytme faktért (VEGF) ’dur. (39) Erken
dénemde trombositlerce salgilanan timoér biiytime faktérii-Beta ve PDGF de
dolayli olarak anjiogenezi uyarir. (14) Makrofajlar salgiladiklar1 TNF-a ve
fibroblast buyume faktorti gibi buytme faktorleriyle anjiogenezde de
anahtar rol oynarlar ve NO sentezini saglarlar. (35) Yara iyilesmesinde etkili

olan sitokinler ve islevleri Tablo 2.1’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.1: Yara iyilesmesinde sitokinler (40)

Biiyiime Kaynak Yara iyilesmesindeki islevleri Faktirleri

PDGF Trombositler, makrofajlar, Kemotaksi, fibroblast proliferasyonn, kollajenaz iiretimi
endotel hilcrelen, redelenmis hilcreler

TGF-§ Makrofajlar, trombositler, néitrofiller,  Fibroblast proliferasvonn, kemotaksi, kollajen
lenfositler, epitel ve endotel hilcreleri.  metabolizmas
zedelenmis hilcreler

EGF Plazma, trombositler, makrofajlar, Epitel hiicre proliferasvonu, granulasyon doku formasyonu
epite] hiicreler:

VELF Endotel he. Anjiogener

GM-CSF Makrofaj, fibroblast.endotel he Makrafaj proliferasyonu,matiirasyonu ve akfivasyonu

TGF- a Aktive makrofajlar, rombositler, Epitel hiicre profiferasyonu, granulasyon doku formasyonu
epitel hiicreleri, zedelenmis hiicreler

KGF Fibroblastlar Epitel hiicre proliferasyonu

IL-1 Makrofajlar Fibroblast proliferasyonn

IL-4 T-hc,bazofil mast he Fibroblast proliferasyonn

IL-8 Monosit.ndtrofil, keratinosit PMN likosit aktivasyonn ile kemotaxisi baylabmak

FGF T-hc,makrofajlar, fibroblastlar, Fibroblast proliferasvonn, matriks depolanmast, vara
endotel hiicreler kontraksivonu, anjiogenes

TNF-u Makrofajlar, T lenfositler Fibroblast proliferasyonn

IGF-1 Plazma, karacifier, fibroblastlar Kollajen ve sentezi, Fibroblast proliferasyonu

IFNs Lenfositler, fibroblastlar Fibroblast proliferasvonn ve kollajen sentezinin inhibisyonn

PDGF ; Trombosit kaynakh bilyiime faktri, TGF-f; Tiimbr biiyiime faktbrii-Beta, EGF; Epidermal
biiyiime faktori, TGF-o; Timbr bilyiime faktdrii-alfa, KGF: Keratinosit biyiime faktori, IL-1
Interlikin=1 , IL-4 Interlokin-4; IL-8 ; Interlékin-8; FGF; Fibroblast biiyiime faktéirii, TNF-u; Tiimir
nekroz faktor- alfa, IGF-1; Insillin biiyiime faktorii, IFNs ; Interferonlar; VEGF; Vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii;GM-CSF; Graniilosit makrofaj koloni stimiile faktéri.
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Kapiller GAG Koliajen Fibrilleri  EpiteiHucreleri

Sekil 2.4: Proliferasyon dénemi
Remodeling (Olgunlasma ve Yeniden Yapilanma)

Kollajenin ortaya cikmasi ile baslayan bir strectir. Bu fazin ana 6zelligi
kollajen depozisyonu, organizasyonu ve iyi bir sekilde ag yap:
olusturmasidir. Bu faz sirasinda yogun hticresel ve vaskularitesi olan doku,
daha az hiicre ve damardan olusan skar dokusu ile yer degistirir. Fibroblast
ve inflamatuar hucreler giderek azalir. (16) (35) Yarada fibroblastlar
tarafindan sentezlenen ilk kollajen olan tip III kollajen, organize olmamais ve
daha cok jel benzeri yapidadir. Bu fazda tip III kollajen giderek yikilir ve
yerini tip I kollajene birakir. Olusan bu yeni kollajen lifleri uygulanan stres
cizgilerine uygun dizilirler ve organize olurlar. (34) Kollajen yapim ve yikimi
ekstraselliler matriksin yeniden yapilanmasiyla birlikte devam eder ve 21

gln sonra sabit bir dengeye ulasir.

Kollajen yikimi fibroblastlar, granulositler ve makrofajlarca salgilanan
matriks metalloproteinazlar1 (MMP) tarafindan saglanir. Bu enzimler doku
metalloproteinaz inhibitérleri tarafindan inhibe edilir (TIMPs). Doku
metalloproteinaz  inhibitérleri ve matrix metalloproteinazlari(MMP)
arasindaki denge TGF-B, PDGF ve IL-1 tarafindan regile edilir. (34)
Apopitotik mekanizmalar ve MMPlarin enzimatik aktivitesi bu dénemde

devreye girer. Apopitozisin gerceklesmedigi durumlarda, asir1 skatrizasyon,
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fibrozis ve keloid olusumu gibi patolojik iyilesmeler goérulebilir. (41) (42)
Yeniden yapilanma safhasinda, 6zellikle MMP-1, 2, 3, 7, 8, 9, 10 ve 12’nin
rolt vardir. Kollajenazlar (MMP-1, MMP-8, MMP-13); tip [, II ve III kollajeni,
jelatinazlar (MMP-2 ve MMP-9); tip I, V, VII, X kollajeni, elastin ve diger
bazal membran proteinlerini, stromelizinler (MMP-3, MMP-10 ve MMP-11);
kollajen IV, V, X ve elastini, matrilisinler (MMP-7); fibronektin, jelatin ve
elastini parcalar. Membranéz tip MMPlar (MMP-14 ve MMP-17) , hiicre
membrani Uzerinde bulunur, diger MMPlarin aktivasyonuna ve hticre
ylUzeyine baglanmalarina yardim ederler. (43) Huicrelerdeki ve ekstraseltiler
matriksteki abartili artisin ortadan kaldirilmasi ve yaralanmadan onceki
duruma doénebilmesi icin, dokunun yeniden yapilandirilmas1 gerekir.
Dokunun yeniden yapilandirilmasi, yara kontraksiyonu ve kollajenin
yeniden sekillendirilmesi sUrecleri ile karakterizedir. (43) Bu surecte,
fibronektin komponentleri, hiyaltironik asit ve proteoglikanlar, kollajen ve
miyofibroblastlar devreye girer. (41) Yaranin kontraksiyonu islemi,
miyofibroblastlar tarafindan yapilir. Bunlar; bélinme ve matriks
kontraksiyonunu gerceklestirme potansiyeli olan, intraseltiler aktin
mikrofilamentlerine sahip fibroblastlardir. Miyofibroblast diferansiyasyonu,
fibroblastlar ve diger htucreler tarafindan salgillanan TGF-B tarafindan
induklenir. Fibroblastlar, yara bolgesine geldikten sonra fibronektin
Uretirler. Fibronektin Uretimi, basta TGF-B olmak Uzere bircok bUlytme
faktoérti tarafindan tetiklenir. (44) (45) Matriksin 6nemli bir bileseni olan
hiyaltironik asit, hlicre hareketlerinde belirgin bir kolaylagsmaya neden olur.
Grantllasyon dokusundaki fibroblastlar, bol miktarda hiyaltironik asit
Uretirler. Yeniden yapilandirma  gerceklesirken, hiyaluronik asit,
hiyaltironidazlar tarafindan yikilir ve yerini daha guclti bir yapiya sahip

olan, ancak huicre hareketlerini yavaslatan, stlfatli proteoglikanlar alir.

Iki temel proteoglikan olan kondroitin-4-stilfat ve dermatan stlfat, olgun
skatris fibroblastlar1 tarafindan Uretilirler. Bunlar onarimin 2. haftasinda
yara alanina gelir ve matriksin esnekligini saglar. (46) Kollajen, yeniden
sekillendirme asamasinin en karakteristik proteinidir. Yarada olusan yeni
kollajen lifler, 6énce kendi aralarinda kovalent baglarla baglanirlar. Yara
cevresindeki eski kollajen liflerine baglanma ise sonradan gerceklesir.
Yaranin gerginligi, saglamligi ve mekanik etkilere verdigi cevapta en énemli

faktéor kollajen miktar1 ve bunun niteligidir. Kollagen miktari, capraz
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baglanma yogunlugu ve yapim yikim arasindaki dengesi yaranin gicint
belirler. Kopma kuvveti ile kollajen fibrillerinin kalinligi arasinda dogru
orant1 vardir. Kollajen fibrillerin yerini daha fazla molektuller arasi baglar

iceren organize fibrillerin almasi ile gerilim kuvveti yavas yavas artar. (35)

Olgunlasma fazinin slresini hastanin yasi, genetik yapisi, yaranin tipi,
vicuttaki yerlesimi ve inflamasyon periyodunun stlresi/yogunlugu gibi
coklu degiskenler belirler. lyilesme ilerledikce kollajende artis, fibroblast ve
damar sayisinda azalma gerceklesir. Damarlarin btiytik kisminda trombozis
ve dejenerasyon gelisir. Sonucta, grantilasyon dokusu inaktif gérintimde
igsi sekilli fibroblastlar, yogun kollajen demetleri, elastik doku parcalari,
ekstraselliler matriks ve az sayida damarlardan olusan skar dokusuna
donusur. Gelisen skar dokusu baslangicta pembedir, damarsal yapilarin
azalmas: ile ileri aylarda giderek solar. (14) Cerrahi acidan yara
iyilesmesinde meydana gelebilecek buttiin morfolojik ve kimyasal olaylarin
en Onemli sonucu, yara gerilim kuvvetinin normal doku dizeyine
gelmesidir. Skar dokusundaki proteinin %50°den fazlasini kollajen
olusturur. lyilesen yaranin direnci, bu slire¢ boyunca yavas yavas artar.
Uctincti haftada, yara direnci, saglam dokudakinin %20’si civarindadir.
(47) Ancak yara gerilim kuvveti hicbir zaman normal derinin %80’ini
gecmez. Deri elastisitesi ve enerji absorbsiyon kapasitesi normale dénmez.
(34) Gerilim kuvveti; her kesit alan1 birimine uygulanan kuvvettir. Yaranin
yapisal kuvveti olarak da tanimlanir. Kopma kuvvetiyle koreledir. Yeni
kollajen sentezi miktarini ve yara iyilesmesinin erken fazinin iyi bir sekilde
devam ettigini yansitir. (48) Kopma kuvveti, 1960’1 yillardan bu yana yara
iyilesmesinde objektif bir kriter olarak kullanilir. (49) Yara kopma kuvveti,
iyilesen yaray: ayirmak icin gereken kuvvet miktarinin direkt dlcimudur.
Yaranin kollajen icerigi ile baglantilidir ve en 6énemlisi klinik durumu tam

yansitir.

Yara iyilesmesinde buitin bu safhalarin sonunda yaralarda morfolojik
olarak Ui¢c ana 6zellik olan yara kontraksiyonu, epitelizasyon ve bag dokusu

birikimi saglanarak yara iyilesmesi tamamlanmais olur. (14) (16) (35)
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2.1.4. Yara Iyilesmesini Etkileyen Faktorler

Yara iyilesmesini etkileyen faktorler lokal ve sistemik faktdrler olarak iki

baslik altinda toplanabilir. (50)

Lokal faktorler:

Zayif cerrahi teknikler (asir1 gerilim veya asir1 61t doku)
Vasktler bozukluklar (arteriyoskleroz veya vendz yetmezlik)
Doku iskemisi

Enfeksiy6z durumlar

Bazi topikal ilaclar (potent kortikosteroidler, iyot)
Hemostatik ilaclar (aluminyum klorid, ferrik subsulfat)
Yabanci cisim reaksiyonlari

Yara yerinin 6zelligi: basing, néropati, kronik radyasyon hasari, 6dem

Sistemik Faktorler:

10-

11-

12-

Malnutrisyon ve beslenme bozukluklar:
Protein eksikligi ve vitamin eksiklikleri (vitamin A, vitamin C)

Sistemik ilaclar (Kortikosteroidler, penisilamin, nikotin, NSAII,

antineoplastik ilaclar)

Kronik debile edici hastaliklar (hepatik, renal, hematopoetik,

kardiyovaskiiler, otoimmuin, onkolojik)

Endokrin hastaliklar (Diabetes mellitus, Cushing Sendromu)
Metabolik hastaliklar

Sistemik vasktuler hastaliklar (vasktlit, ateroskleroz)

Genetik bag doku hastaliklar1 (Ehlers-Danlos Sendromu, Werner

sendromu)

Konjenital yara iyilesme bozukluklari
Alkolizm

Sigara kullanimi

Uzak malignite
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13- Radyoterapi
14- Kanser kemoterapisi
15- ileri yas

Yara bolgesi yara iyilesmesinde 6nemlidir. Kanlanmasi glclil olan santral
bolgedeki yaralar akral alanda olanlara gére daha hizl iyilesirler. En hizh
iyilesme yUz bolgesinde olur. (51) Doku oksijen seviyeleri yara
iyilesmesindeki morfolojik bulgular ile iliskilidir. Hipoksi hiicre migrasyonu
ve anjiyogenezise katkida bulunmakla birlikte, htlicre proliferasyonu,
kollajen sentezi ve  bakteriyel direncte bozukluga yol acar.
Vazokonstruksiyon veya vazodilatasyon etkileri olan bazi ilaclar doku
oksijenizasyonu ve beslenmesini bozarak yara iyilesmesini etkileyebilir.
Epinefrin kanlanma ve oksijenizasyonu bozabilir. Doku pH’sindaki asiri
degisikliler dokuda hasara neden olabilir. Doku pH’sindaki degisikliklere
bagli dokuda bakteri hasari olabilir. Pseudomonas, klebsiella ve proteus
alkali pH’da gelisen organizmalardir. Pseudomonas aeruginosa ile enfekte
yaralar asetik asitin seyreltik sollisyonlar: ile yapilan topikal tedaviye yanit
verir. Nekroz durumunda anoksi, siddetli inflamasyon ve enfeksiyon icin
artmis riskten dolay1 yara iyilesmesi bozulur. Acik yaralarda antiseptiklerin

kullanimi 614 dokularin olusmasina yol acar. (52)

Hematomlar, yara iyilesmesini olumsuz etkilerler. Hematomlar
mikroorganizmalarin  bUylUmesi i¢cin uygun ortam  olustururlar.
Antikoagulan ve antitrombositer ilaclar da hematom olusumunu artirir.

(52)

Enfeksiyon inflamasyon suresini uzatir ve yara iyilesmesi gecikir. Bakteriyel
kolonizasyon ise yara iyilesmesini geciktirmez. Enfeksiyon olup olmadigina
bakteri kulttirleri degil, klinik bulgularin olmasi ile karar verilir. (53) Klinik
olarak enfeksiyon goruilebilmesi icin dokuda gram basina 100 binden fazla
bakteri olmas:i gerekir. Enfeksiyon proteolitik enzimlerin salinimi ve hiicre
lizisine yol acarak laktik asit birikimi ve lokal doku hipoksisi yapabilir.
Ayrica bakteriler tarafindan Uretilen proteazlar ve toksinler aracilig ile direk
doku hasari olabilir. Bakteriler alternatif kompleman yolagini aktive ederek
yara iyilesmesinin inflamatuar fazinda uzamaya ayrica doku yikimina

neden olurlar. (52)
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Yabanci cisimler yara iyilesmesine zarar verir. Doku oksijeni ve pH’1 yabanci
cisim varliginda azalir. Alternatif kompleman yolaginin aktivasyonu ile yara
iyilesmesinin inflamatuar fazini uzatarak yara iyilesmesinde gecikmeye
neden olur. (52) ilaclar, yara iyilesme stirecini cesitli evrelerde engelleyerek
ve siklikla durdurarak yara iyilesmesini geciktirir. Kortikosteroidler,
prostasiklin sentezini inhibe ederek inflamatuar fazi1 suprese ederler.
Granulasyon dokusu olusumunu, epidermal rejenerasyonu, makrofaj
kemotaksisini, fibroblast proliferasyonunu, kollajen sentezini ve
glikozaminoglikan sentezini inhibe ederler. Metalloproteinaz ekspresyonunu
suprese ederek kollajenin yikimini inhibe ederler. Topikal florlu
kortikosteroidlerin kullanimi ise reepitelizasyonu azaltabilir. (S3) Aspirin ve
NSAII gibi anti-trombositer ilaclar yara iyilesmesinin koagiilasyon fazini ve
inflamatuar fazini etkiler. Aspirin trombosit agregasyonunu geri
déntstimstiz olarak inhibe eder. Aspirin ve NSAII, trombosit agregasyonunu
ve arasidonik asit metabolizmasindan kaynaklanan inflamatuar
medyatérleri inhibe ederler. Warfarin, heparin gibi antikoagtlanlar
koagtilasyonu inhibe ederek hematom olusum riskini artirma sureti ile yara

iyilesmesini etkilerler. (52)

Radyoterapi uygulanmasinin yara iyilesmesi tizerine olumsuz etkileri vardir.
Radyoterapi uygulama zamanina gore yara iyilesmesinin gecikme derecesi
farkhidir. Radyoterapi inflamasyon evresinde uygulanirsa grantlasyon
dokusunun olustugu bu dénemde kapiller ve fibroblastik proliferasyonda
azalma ve ayrica hilicre sayisinda azalmaya neden olur. Yara iyilesmesinde
en fazla gecikme radyasyona duyarliligin en fazla oldugu proliferasyon
evresindeki uygulamalarda olur. Yaralanmadan aylar veya yillar
oncesindeki radyoterapi uygulamalarinda iyilesme surecini olumsuz
etkileyen, geri déntisimstiz dermal fibrozis, vaskiuler tromboz, doku atrofisi
gibi baz1 degisiklikler meydana gelir. (54) Yara iyilesmesi sirasinda protein
sentezi ve glukoneogenez icin aminoasitlere ihtiyac vardir. Protein eksikligi
durumunda humoral immunite, hlicresel immunite, fagositoz ve bakteri
inaktivasyonu bozulur. Kronik protein eksikligi 6zellikle kollojen sentezini
ve depolanmasini azaltir. Ayrica hipoalbiminemiye bagli gelisen 6dem,
sekonder olarak boélgede beslenme bozukluguna neden olur. Arjinin
aminoasitinin destek olarak verilmesi kollajen depolanmasini artirarak yara

gerilme glicinu artirir. (55)
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Cinko, demir, bakir, manganez eksiklikleri de yara iyilesmesinde
bozukluklara yol acar. Cinko pek cok koenzim kompleksinin bir parcasi
olup, fonksiyon yapabilmesi icin ¢inko gereken 70’den fazla metalloenzim
saptanmistir. Bu enzimlerden bazilar1 nukleik asit ve protein sentezinde
anahtar role sahiptir. Ayrica immun fonkiyonlarin idamesi ile dermal ve
epidermal fonksiyonlar icin gereklidir. Ciddi eksikliklerinde lenfosit
fonksiyonlarinda bozulma, enfeksiyonlara yatkinlik ve yara iyilesmesinde
bozukluklar  ortaya  cikar. Epitelizasyonda  gecikme, fibroblast
proliferasyonunda ve kollajen sentezinde azalma goériiltir. Demir eksikligi ise
anemi ve doku oksijenlenmesinde azalmaya yol acarak yara iyilesmesini
geciktirir. Ayrica kollajen sentezinde lizin ve prolinin hidroksilasyonunda
kofaktér oldugu icin kollajen sentezinde bozukluk ve lenfosit
proliferasyonunda bozukluklara yol acar. (56) Diabetes mellitusta kan
viskozitesinde artis ve mikrovasktler trombozlarla kan akimi bozulur, buna
bagli olarak humoral ve huicresel immunite zayiflar. Yara iyilesmesi icin
gerekli olan inflamatuar yanit azalir. Fibroblast ve endotelyal hticre
proliferasyonu azalip epitelizasyon ve kollajen sentezi bozulur. Ayrica
siddetli ve tedaviye direncli enfeksiyonlarin gelisimi de diyabetik hastalarda

yara iyilesmesini geciktiren faktérlerdendir. (55)

Sigara birka¢ mekanizma ile yara iyilesmesinde olumsuz etkiler gosterir.
Sigara icenlerde kan damarlarindaki hasara bagli yara bélgesinde perflizyon
azalir. Ayrica kollajen tUretiminde azalma ve keratinosit migrasyonunda

bozukluk yapar. (56)
2.1.5. Fetal hayatta yara iyilesmesi

Skarsiz iyilesme, iyilesme sonrasinda nedbe dokusunun olusmamasi ve deri
eklerinin yeniden olusmasiyla karakterizedir. Sicanlar Uzerinde yapilan
calismada 16,5 ginltk fettislerde olusturulan tam kalinlikta yaralar skarsiz
iyilesebilmis fakat ayni yaralar 18,5 guinliuk fettislerde olusturuldugunda
skarsiz iyilesmenin saglanamadig goértulmustir. (57) Fetistin bulundugu
ortam, yani amniyotik sivi, erken fetal dénemde gortilen skarsiz iyilesme
stirecinin kaynagi olarak kabul edilmekteydi fakat yapilan calismalar ile bu
gorusten uzaklasildi. Eriskin atimik fareye greft olarak aktarilan insan fettis
derisine lineer insizyon yapilarak olusturulan skarlarin iyilesmesi

incelendiginde greft kutandz bolgeye yerlestirildiginde skar ile iyilesme
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oldugu, subkutandéz bodlgeye yerlestiginde ise skarsiz iyilesme oldugu
gorilmusttir. Bu dokulardan elde edilen oOrneklerde skarh iyilesmedeki
kollajenin kaynag: fare ve skarsiz iyilesmedeki kollajenin kaynag: ise fetlis
olarak tespit edilmistir. Sonug¢ olarak skarsiz iyilesmedeki ana unsurun
embriyonik fibroblastlar oldugu ortaya atilmistir. (58) Bununla birlikte fetal
dokularin eriskin dokulara gére yiksek miktarda kék hiicre icermesinin ve
fetal dokularin iyilesme hizinin skarsiz iyilesmeye katkis1 konusunda

literattirde herhangi bir bilgi yoktur.

Tablo 2.2: Epitelizasyonda etkili matriks proteinleri (59)

Kompatent Kaynak Lokasyon : Etki
Kollajen tip I Fibroblastlar Derm1s : Epitel hticre birlesmesi
ve migrasyon
, . Epitel hticreleri Bazal membran : Epitel htiicre
KollQap v Fibroblastlar birlesmesi ve migrasyon
Kollajen tip V Epitel hiicreleri Bazal membran : Bilinmiyor

Yarada bazal membran : hilicre

Fibronektin Fibroblast Makrofaj .
adezyonu ve migrasyonu
Bazal membran : Epitel hiicre
Laminin Epitel hticreleri adezyonu ve migrasyonu inhibe
eder
Vitronektin Serum Be:Ih degil : Hlicre adezyonu ve
migrasyonu

2.1.6. Yara Iyilesme Bozukluklar1
Hipertrofik skar ve keloidler

Artmis skar dokusu ilk olarak MO 170011 yillarda Smith papirtistinde
tanimlanmistir. 1962'de Mancini, bu skarlar1i HS ve keloid olarak
siniflandirmistir.  (60) Literattirde bu iki hastaligi, yara iyilesmesinde ayni
bozulmanin farkli gériintimleri olarak kabul edenler ve hatta bu iki terimi
ayni anlamda kullananlar da vardir. (61) (62) (63) Ancak cok sayida
morfolojik ve histolojik farkliliklarin varligi bu iki artmis skar tipinin
gelismesinde farkli mekanizmalarin sorumlu oldugunu desteklemektedir.
(61) (64). Semptomlar farkli hastalar 5 arasinda degiskenlik goésterir; kasinti
(en sik, ~ % 27), agri, hassasiyet, yanma, eklem hareketlerinin kisitlanmasi,
enfeksiyon, ulserasyon gorulebilir. (63) (65) (66) HS'lar travmadan sonra
genellikle ilk dért hafta icinde gelisen, orijinal lezyon sinirlarini asmayan,
zaman icinde bir miktar gerileme goésteren artmis skar dokusudurlar.

Keloidler ise travmadan aylar hatta yillar sonra gelisebilen, lezyon sinirlarini
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asan anormal skar dokusudur. (60) (61) (67) Keloid terimi Yunanca yengec¢
kiskaci anlamina gelen 'chele'den tlretilmistir ki bu skar dokusunun
normal dokulara lateral invaziv bliylme paternini tanimlar. (60) (61) Bu
lezyonlar lokal olarak invaziv benign neoplastik skar ttimoérleri olarak da
tanimlanabilir. (68) HS ve keloidler her iki cinste esit olarak, daha cok geng¢
yaslarda ve her irkta goérulebilir. Ancak keloidler koyu tenli kisilerde bes —
onbes kat daha fazla, zenci ve Asyali kisilerde (~%%,5-16) daha sik gorulur.
(69) (63) HS'larin insidansi keloidlerden daha fazladir. Yaranin derinligine
bagli olarak olusum sikliklari cerrahi sonrasi %39-68, yanik sonrasi ise
%33-91 arasinda degisir. (60) (69) (70) Yanik hastalarinda ve sekonder
iyilesen yaralarda HS gelisiminde en 6nemli risk faktérii yara iyilesmesi icin
gecen sUredir. (71) (72) Bu sure eger ondoért — yirmibir giin ise hastalarin
1/3'inde, yirmibir ginden fazla ise hastalarin %78'inde HS gelisimi
gozlenir. (72) Keloidler siklikla kulak memesi, omuz, sirt, presternal
bolgede gorultir, kontraktiirler goérilmez. Keloidlerde cerrahi sonrasi
genelde daha buiytuk bir sekilde rektirrens gozlenir. HS'lar boélgesel yatkinlik
acisindan belli bolgeleri olmamakla birlikte hareket ve gerilimle iliskili
olarak en sik eklemlerin fleksér ytlizlerinde gelisirler ve uygun cerrahi
tedaviden genelde fayda gorulir. (73) (74) Keloid ve HS’larda normal deri ve
skara kiyasla artmis bag doku depolanmasi, kan damari yogunlugu ve
hticre sayis1 mevcuttur. Deri ekleri kaybolmustur, endotel htcreleri
yuvarlak ve damar limenine dogru kabariktir. HS ve keloid arasinda bag
doku organizasyonu ve hucrelerin oryantasyonu bakimindan da
histopatolojik farkliliklar vardir. HS'larda en belirgin patolojik 6zellik;
fibroblastlar ve ince rastgele organize olmus kollajenden olusmus nodullerin
varhgidir. Sadece bu nodillerde a-SMA iceren myofibroblastlar mevcuttur.
Keloidlerde ise yogun, kalin, soluk boyanan, birbirine paralel ve rastgele
yerlesmis kollajen liflerinin olusturdugu rolatif olarak avasktler ve

hiposelliler kitleler gérultur. (62) (68) (67)

Keloid ve HS olusumuna neden olan mekanizmalar kesin olarak
bilinmemektedir. Keloid hastalarinin cogunda aile éyktisiiniin bulunmasi,
keloidin  genetik  yatkinlign  olan  kisilerde  gelisimi  gbéristnu
desteklemektedir. Keloidler siklikla puberte caginda olusur, gebelikte buyur
ve menapozda gerilerler; bu da yas ve hormonal faktorlerin keloid

olusumunda rol oynayabilecegini dustndirmektedir. (60) (66) Keloid
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hastalarinda atopik semptomlar, HS hastalarina kiyasla daha siktir.
Skleroderma, Ehlers-Danlos hastaligi gibi baz1 kalitsal bag doku
hastaliklarinda keloid olusumu sik goézlenmektedir. (61) HS'lar derin
dermise ulasan 6zellikle travmatik yaralanmalar ve uzamis inflamasyon ve
fibroplazi gésteren yaralarin sonucunda, sistemik veya lokal yara faktérlerin
katkisiyla ortaya cikarlar. (65) (72) Uzun slUren inflamasyon sonrasi gelisen
bliytik 7 skarlarin hepsi keloid degildir. Ornegin kulak delme sonrasi uzun
stiren inflamasyona baglhh gelisen kulak memesi keloidlerinin c¢ogu
vicudunun diger bdélgelerinde normal skar olusturan kisilerde gorultir ve

bu nedenle inflamasyona bagli HS olarak degerlendirilmesi daha uygundur.
2.1.7. Deride Yara Iyilesmesini Degerlendirmede Hayvan Modeli

Yara iyilesme stireci kompleks bir yapiya sahiptir. Bu streci incelemek ve
uygun sonuclar: elde etmek icin modellerin kullanilmas: ise hem gerekli
hem de kacinilmaz hale gelmistir. Bu kadar énemli olan yara iyilesmesinin
anlasilmasi konusunda bilim dinyasinin elindeki veriler genellikle hayvan
deneylerine dayanmaktadir. Son dénemlerde hayvan yara modelleri disinda
daha gelismis, ilave uzmanlklar ve teknik gereksinimleri olan modeller de
ortaya konmustur (75). Deneysel modellerin olusturulmasi bir tirtin ya da
maddenin bu stlrece etkisini ve klinik kullanimda etkinligini saptayabilmek
amaciyla da oldukca gereklidir. Ilaclarin kesfi, toksik maddelerin
saptanmasinin Otesinde modeller farmakokinetik parametreleri
tanimlamak, klinik endikasyonlari, uygun formulasyonlari saptamak icin de
kullanilabilmektedir (76) (77). Deneysel hayvan modeli; kalitimsal, dogal
kazanilmis veya tetiklenmis patolojik streclerde, bir veya daha cok boyutta
insana en yakin benzerligi gésterecek yasayan organizma olarak tanimlanir
(77). Deney hayvanlari insanlardaki iyilesme sUrecine gbére cok daha
hizlandirilmis modlara sahiptirler bu yltizden insan deneylerine gére glinler
veya haftalar icinde kiyaslamaya ve arastirmaya imkan tanirlar. Yara
modeli disinda deneysel olarak diabet, obezite ve cesitli immunsupresif
durumlar olusturulabilmektedir. Normal bir yara iyilesmesinde altta yatan
ve bu sureci kontrol eden molekliler ve htuicresel mekanizmalar:1 ortaya
koymak icin, degisik hayvan modelleri gelistirilmistir. Hem saglikli hem de
bozulmus veya degistirilmis iyilesme durumlar ile karakterize hayvan
modelleri tizerinde, eksizyonel yara iyilesmesindeki molektler, hiicresel ve

doku duzeyinde degisiklikler incelenmistir. Literatiirde yayinlanmis
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calismalarda bozulmus veya degistirilmis yara iyilesmesi durumlari, genetik
olarak defektli hale getirilmis veya transgenik olan hayvanlar Uizerinde
calisilmistir (75). Hayvan modelinde hemoraji, grantlasyon dokusu
olusumu ve anjiogenik strecler gibi tamir mekanizmalari ile birlikte gériilen
kompleks doku degisiklikleri arastirilabilir. Hayvan deneylerinde,
kiyaslanabilirligi ve yinelenebilirligi garanti altina almak icin, her bir
deneyde belirli bir yas ve agirliktaki hayvanlar kullanilmalidir. Yaralanmais
fareler olusturulan hasara dayaniklidir ve anestezinin etkisi gectikten
hemen sonra hareketlenerek, temizlenme ve beslenmeye baslarlar (77) (78)
(79). Yara modeli olusturulurken baz: élctitler sorgulanmalidir. Bu 6l¢ttler,
lezyonun tam olarak kopyalanabilmesi, bircok arastirmanin yapilabilmesi,
cok sayida biyopsi alinabilmesi, deney dis1 birakilabilmesi, hayvan aktivitesi
ile uyumluluk gosterebilmesi, ugrasmada zorluk ¢ikarmamasi, kullanilabilir
sonuclara ulasacak zamana imkan saglamasi ve birden c¢ok tlre
ulasilabilmesi olarak siralanabilir. Uygun hayvan modeli secilen yaranin
etyopatogenezini yansitmali ve klinik duruma wuygun bir benzerlik
sergilemelidir (79). Yara iyilesmesinde hayvan modelleri secilirken
sicanlarin kullanim1 oldukc¢a yaygindir. Kolay tUreme, soy devamliligi
saglama ve agirlik olarak en buylk deney sicani olma o6zellikleri ile tim
cinsler arasindan Sprague-Dawley cinsi sicanlari bircok yara yeri modelinde
tercih edilmektedirler. Obezitenin ve ileri yasin yara iyilesmesinde olumsuz
etkilerinin olmasi nedeniyle U. S. FDA tarafindan yara modellerinde belirli
agirliklar ve kilo arasinda sicanlar oOnerilir ve calismalarda dikkate alinir
(79) (80). Deri morfolojisindeki farkliliklara bagli olarak sicanlarda yara
iyilesmesi insan derisindeki iyilesme paterni ile tam benzerlik gdstermez.
Yara kontraksiyonu sicanlarda pannikulus karnosus kasi ve endojen
vitamin C kaynagi nedeniyle daha hizli iken, insanlarda epitelizasyon daha
hizlidir. Avantajlar1 arasinda uzun yillardir arastirmalarda kullanildigi icin
cok iyi bilinen bir model olmasi, lezyon olusturmak icin uygun alan
buytkltigiine sahip olmasi ve kolayca denetlenebilir modeller olmasi
sayilabilir  (79). Yapilan bircok arastirmada sicanlar Uzerinde
gerceklestirilen yara modellerinde en sik lokalizasyon sirttir. Bunun nedeni
ylzey genisligi, hayvanin tatbik edilen ilaca kolay ulasamamasi (tirnak veya
yalama sureti ile) ile aciklanabilir. Sprague-Dawley cinsi sican kolay tireme,

soy devamlilign saglama ve agirlik olarak en buyldk deney sicani olma
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ozellikleri ile yara iyilesmesi modellerinde en sik kullanilan cinstir. Cinsiyet
seciminde androjenin yara iyilesmesi Uizerine olumsuz etkileri bilinse de
yapilan calismalarin cogunlugunda erkek sican kullanilmaktadir. Ancak
Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilac Idaresi (U. S. FDA) tarafindan son
yillarda 6nerilen klinik calismalarda disi sican secilmesidir. Yara iyilesmesi
modellerinde 6nerilen sican agirliklar: yara iyilesmesine obezitenin olumsuz
etkileri olmasi1 sebebi ile 150-299 g arasindadir. 3-6 aylik sicanlar
insanlarda genc poptlasyon ile bagdastirilmaktadir. Eger calismalarda 6zel
yas smirlamasit gerektiren parametreler yok ise genc sicanlar
onerilmektedir. Anestezi uygulamasinda maliyet, uyuma suresi ve yara
iyilesmesine olumsuz etkilerinin olmamas:1 dikkate alinmalidir ve bu
nedenlerden o6tird en sik Na-pentobarbital, ketamin ve xylazin
kullanilmaktadir (79). Epidermis ve tUist dermisi iceren kismi kat yara
olusturabilmek icin hayvan modellerinde 100-150 mm kalinliginda deri
ylUzeyine paralel kesiler uygulanir. Deri eklerinde hasar olusturulmadan
birakilir. Bu kesiler icin deri grefti almak icin kullanilan elektrik veya
mekanik dermatomlar kullanilabilir. Kemirgenlerde bu sekilde yara
olusturmak derileri ince oldugu igin zordur. Yara yerinde iyilesmeyi
hizlandirmak amaci ile yara 6rttisti kullanilabilir ancak bu durum tercihe
baghdir. Yara olusturmada cesitli modeller s6z konusudur. Bunlardan en
sik kullanilanlar ise eksizyonel yara modeli, insizyonel yara modeli, 6111 alan

bosluk modeli ve yanik modelidir (79).
Eksizyonel yara yeri modeli:

Eksizyonel yara yeri modeli genellikle dorsal torasik bdlgede, vertebral
kolondan 1-1,5 cm, kulaktan ise 5 cm uzaklikta yapilan yaralardir. Gereken
alan hazirligi yapildiktan sonra 2,5 cm capinda steril bisttliri veya 5-8 mm
punch biopsi aleti ile énceden belirlenmis ve traslanmis alandan yuvarlak
tam kat kalinlikta deri ¢cikarilir. Bir sonraki asamada ise oral veya topikal
uygulamalar yapilir. Kollajen doku olusumu, yara kontraksiyon orani ve
epitelizasyon parametreleri calisilir. Yaralanmadan birka¢c saat sonra
yaranin Uzeri ince bir kabukla ortulir ve bu kabuk onarimin ilk iki
gununde daha gtclu bir hale gelir. Fareler genellikle yaralanma sonras: 1,
3, 5, 7 ve 13. glnlerde, yarali dokudan numune almak icin sakrifiye
edilirler. Bu gunler, enflamasyon, keratinosit gécti ile proliferasyonu ve yeni

stromanin olusumunu da iceren tamir sUrecinin merkezi zamanlarini
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yansitirlar. Yara sakrifiye edilmis hayvandan bir makas yardimiyla
cikartilir. Burada 6nemli olan yara kenarlarini cevreleyen yeterli derecede
doku cikarilmasi ve alttaki derin dokularin da buna ilave edilmesidir.
Boylece olusan granulasyon dokusunun tamaminin ¢ikarilmasi saglanmis
olur. Yara kenarlar1 ve grantilasyon dokusu tamir slrecinin merkezi
oldugundan, daha sonra yapilacak olan yara kaynakli gen ekspresyonu ve

histopatolojik incelemeler icin kritik éneme sahiptir (79).
Insizyonel yara yeri modeli:

Insizyonel yara yeri modeli olusturmak icin ise; alan hazirhgindan sonra
traslanmis ciltte, vertebral kolonun her iki yaninda ve 1. Scm lateralinde
steril bisttiri ile 2 adet longittidinal paravertebral insizyon yapilir. Her bir
insizyon 4-6 cm genisliginde olup tam bir kanama kontroli saglandiktan
sonra ayrimis olan deri 0. 5-1 cm araliklarla tekrar suture edilir. Yara
agzinin her iki yaninda suregelen iplikler iyi bir kapanma icin mutlaka
dikkatlice sabitlenmelidir. Yara acik birakilir, istenen uygulamalar yapilir.

Suttrler 7. glin alinir.

Epidermisin bazal htcreleri mitotik aktivite ile cogalir ve zamanla
granilasyon dokusu gelisip, kollajen fibriller ortaya cikar. Kollajen fibriller
arasinda olusan capraz baglar ile yara direnme glicti ticincti ayda 6nemli
oranda normale doner. Yara direnme gliclne iliskin deneysel calismalar
siklikla yine domuzu, sican ve farelerde yapilmistir (79) (80). Bu hayvan

modelleri, insandaki yara iyilesmesini tam olarak karsilamaz.

Hayvanlar yara enfeksiyonlarindan insanlar kadar cabuk etkilenmezler ve
skar olusumu da daha azdir. Yara gerilimi ise 8. ve 10. glinler arasinda
olculur (80) (81).

Olii bosluk yara yeri modeli:

Bu modelde grantlom dokusu tUzerinde fiziksel ve mekanik degisiklikler
calisihr. Ol bosluk modelleri yara dokusu olusumu ve maddelerin
etkilerini incelemek amaciyla kullanilan yapay goézenekli implantlar vardir.
Yaygin olarak kullanilan 614 bosluk yara modeli ¢alismalar: polivinil alkol
(PVA) stingerler, celik hasir silindir, genisletilmis politetrafloroetilen (ePTFE)
malzeme ve Cellstick icerir. Bu modelde hayvanin aksilla veya ingualindeki

subkutan dokusunda c¢alisilir (79).
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Yanik modeli:

Termal yaralanma, hticresel koruma mekanizmalari, hipermetabolizma,
uzamis katabolizma, organ disfonksiyonu ve immuinstpresyon gibi lokal ve
sistemik yanitlarla karsimiza cikabilir. Uygun bir yanik modeli  su
elementleri icermelidir. Yanigi olusturmakta kullanilacak aletler, ilgili aletin
sicaklik derecesi ve temas sUresi, termal yaralanmayil uygulama metodu;
yanik derecesini etkileyecektir. Yanik icin kullanilan herhangi bir havan
modeli tekrar edilebilir ve gtivenilir olmalidir. Deneyde ayni temas stiresi ve
sicaklik uygulanmali, benzer hasar ile sonuclanmalidir (79). Yara yeri
modeli olusturmak isteyen arastirmaci amacina ve imkanlarina uygun

olarak yukardaki modellerden birini secebilir.

MATRIKS PROTEINLERi, METALLOPROTEINAZLAR VE
INHIBITORLERI

Yaradaki normal ekstraselliiler matriks miktari, matriks sentezi, birikimi ve
yikimi arasindaki dinamik denge tarafindan belirlenir. Hticre dis1 matriksin
proteolitik yikimi derinin tamirinde ve yeniden yapilanmasinda 6nemlidir.
En son kanitlar yara bolgesindeki proteolitik yikimin iyilesme
bozuklugunun ana nedenlerinden biri oldugunu gostermektedir. Matriks
metalloproteinazlar(MMP) , ECM bilesenlerini yikma yetisine sahip bir grup
enzim olup substratlara olan 6zglinlikleri ile ayrilirlar ve TIMP’leri ile inhibe
olurlar. TNF-a’nin MMP’larinin Uretimini arttirirken TIMP’lerinin Uretimini
inhibe ettigi gézlenmistir. Tersine MMPlarinin inhibisyonu, yara sivisindaki
TNF-a duiizeylerinde azalmaya ve inflamatuar hiicrelerin sayisinda dustse
neden olurken, yaranin gerilim gticiinde ve TGF- dlizeylerinde artisa sebep
olur. Hem insan hem hayvan modellerindeki calismalar, bas1 ulserleri gibi
kronik yaralarda MMP duizeylerinde, 6zellikle de MMP-1, MMP-2, MMP-8 ve
MMP-9’da artis ve TIMP duzeylerinde azalma oldugunu sergilemistir. Bu
bulgular pek cok arastirmacinin kronik yaralarin MMP duizeylerindeki inatgi
yuksekligi ve TIMP duzeylerindeki azalmanin sonucu oldugu neticesine
varmasina neden olmustur. Bu MMPlarinin htlicre gécinin adheziv
substratlarini ve bliytme faktoérleri ve sitokinler gibi sinyal molektullerini
yiktig1 gosterilmistir. Ek olarak asiri proteoliz, inflamatuar hiicre stireclerini

uygunsuz bicimde etkileyen bag doku yikim triinlerinin ytksek duizeylerde
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salinmasina neden olabilir. Yaradaki inflamasyonun artisi ile yaranin
iyilesme suirecine girme olasiligi azalmaktadir. Denge, kollajen sentezinden

kollajen yikimina dogru kaymaktadir. (82)
2.2.1. Matriks Metalloproteinazlarin Genel Ozellikleri

Ekstraselliler matriks yikimi, degisik fizyolojik ve patolojik durumlarda
gorulebilmektedir. ESM ve bazal membran yikimi baslica dért grup enzim

tarafindan gerceklestirilir:
1) Sistein proteazlar

2) Aspartik proteazlar

3) Serin proteazlar

4) Metalloproteazlar

Buttin gruplardaki proteolitik enzimlerin timoér invazyonu ve metastaz
slUreclerinde gorev alabilmelerine karsin, serin proteazlardan MMPlerin
daha aktif rol oynayabilecekleri ortaya konmustur. (83) MMPler, cinko
iceren noétral endopeptidaz enzim ailesi olup, ESM’in tim elemanlarini
yikma Ozelligine sahiptirler. MMPler fetal gelisim, postnatal doku tamiri gibi
fizyolojik durumlarda ve ESM’in yeniden yapilanmasinda o6nemli rol
Ustlenirler. Periodontit, derinin otoimmuin olaylari, dermal foto-yaslanma,
romatoid artrit, osteoartrit ve kronik tUlserasyonlar gibi patolojik
durumlarda da ESM’in MMP’ler tarafindan artmis yikimi séz konusudur.
Serum MMP seviyelerinde artisa yol acan en 6nemli patolojilerden biri de

kanserdir. (84) (85) (86) (87) (88)

Matriks metalloproteinazlar ilk defa 1962 yilinda Jerome Gross ve Charles
Lapiere tarafindan tanimlanmistir. (89) Yapilarina ve substrat

ozgulliklerine gore S alt grupta incelenebilirler:
1-Kollajenazlar

2-Stromelisinler

3-Jelatinazlar

4-Membran tipi MMPler (MT-MMP)

5-Siniflandirilamayan MMPler
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Matriks Metalloproteinazlarin Yapisi Yapisal olarak incelendiginde MMPler

S ana kisimdan olusur:

1-Sinyal peptit

2-Propeptit

3-Zn baglayici bolge iceren katalizér kisim

4-Hemopeksin benzeri kisim (substrat spesifitesini belirler)

5-Katalizér kismi hemopeksin benzeri kisma baglayan prolinden zengin
bolge. (85)

MMP’ler cesitli yapisal ortak Ozelliklere sahiptirler. Sinyal peptit
endoplazmik retikulumdan ilk sentezlenen proteindir. Propeptit bolge,
katalitik cinko baglayan bolge ile etkileserek enzimin inaktif formda
kalmasini saglayan boélgedir. Katalizor bolge propeptit bélgenin ayrilmas: ile
yapisindaki cinko iyonlar1 sayesinde enzim aktivitesini saglayan bodlgedir.
MMP-7 ve MMP-26 disindaki diger MMPler C terminalinde
hemopeksin/fibronektin benzeri boélge icerirler. Bu bdlge aslinda hem
baglayan bir peptiddir ve endojen doku inhibitérleri olan TIMP’lerin
jelatinaz grubu MMPlere (MMP-2, MMP-9) ve MMP-13’e baglanmasi ile
iliskilidir. (90) Metalloproteinaz Doku Inhibitérleri (TIMP) Matriks
metalloproteinazlarin proteolitik aktiviteleri hem spesifik olmayan (a-2
makroglobilin, a-1 antiproteaz gibi) hem de spesifik olan inhibitérler (TIMP)
ile engellenebilir. (84) TIMPler bag dokusu metabolizmasinin
dizenlenmesinde temel rol oynarlar. Pek cok dokuda ve viicut sivilarinda
bulunurlar. MMP’lere irreversibl ve non-kovalent bicimde baglanarak latent
enzim formunun aktivasyonunu ve katalitik aktivitenin strdurtilmesini de
inhibe ederler. Boylece TIMPler MMP enzim aktivitesini ve MMP/TIMP
dengesini siki kontrol altinda tutarlar. Insanlarda TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3
ve TIMP-4 olmak tUzere bugline dek tanimlanmis doért TIMP tart
bulunmaktadir. TIMPler de MMPler gibi vasktler diiz kas huicreleri, endotel
hicreleri, kan htuicreleri, bag dokusu htucreleri ve makrofajlar tarafindan
sentez edilirler. TIMPler MMP aktivitesini inhibe etme y6ntnden benzerlik
gostermekle beraber matriksteki lokalizasyonlar1 ve gen ekspresyonunun

duzenlenmesi yontnden aralarinda farklar vardir. Ayrica degisik MMP
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tirlerine gore de 6zgullik gosterirler. Ornegin; Jelatinaz A (MMP-2) tercihen

TIMP-2 ile Jelatinaz B (MMP-9) ise TIMP-1 ile inhibe edilir. (90)
2.2.2. Matriks Metalloproteinazlarin Fizyolojik Fonksiyonlar1

Normal fizyolojik kosullarda, MMPler embriyonik buyume, doku
morfogenezisi ve bliylimenin devamlilig: icin bag dokusunda tretilmektedir.
Bu turetim, trofoblast implantasyonu, mensttirel siklus, ovulasyon, doku
hasarinin tamiri ve yara iyilesmesi gibi fizyolojik streclerde oldukca 6énem
tasimaktadir. (91) MMPlarin dokularin yeniden yapilandirilmasindaki
rollerini gosteren calismalar bildirilmistir. (92) MMP genlerinin, mensttirel
siklus, ovulasyon gibi reproduktif durumlar ile uterus, meme ve prostat
involusyonu sirasinda yiksek dtizeyde eksprese edildigi bildirilmistir. (93)
(94) Ornegin, kollojenaz 2 ve kollejenaz 3 postpartum uterus
involusyonunda up-216 Matriks Metalloproteinaz reguile olmaktadir. (95)
(96) Ayrica gonadotropinin indukledigi ovulasyonda MMP genlerinde
ekspresyon oldugu ve MMP’ larin follikiiler duvar yikimina yol actigi
bildirilmistir. (97) MMP-2 ve MMP-3 pubertede meme bezlerinin
morfogenezisini diuizenlemektedir. MMP-2 ve MMP-9 adiposit
differansiyasyonunu saglayarak adipogeneziste rol almaktadir. (98)
MMP’lar ayni zamanda yara iyilesmesinde yara kenarlarindaki hasarh
yluzeyde reepitelizasyonu gerceklestirmek icin keratinosit migrasyonunu
saglar. Hucre kultlirlerinde yapilan calismalarda MMP-1 in proteolitik
aktivitesinin keratinosit migrasyonu icin gerekli oldugunu goéstermistir. (2)
MMP’ larin yara iyilesmesindeki roli MMP-3 defisitli farelerde yara
kontraksiyonundaki bozulmas: ile gosterilmistir. (99) Kollojenaz resistans
farelerde yara iyilesmesinde gecikme gbdzlenmistir. (100) MMP’lar vasktiler
fonksiy onlar1 da reglile etmektedirler. Ornegin, MMP -2 6nemli
vazokonstruktor ajanlardan endotelinin salinimini arttirirken,
vazodilatasyona yol acan kalsitonin geni ile iligkili peptidin (calcitonin gene
related peptide) duizeyini azaltmaktadir. Yapilan bir calismada farelerde
MT1 -MMP geni inaktive edilmistir. Bu inaktivasyonun iskelet ve konnektif

dokuda 6zellikle anjiogenezde defektlere yol actigr gérulmustir. (101)
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2.2.3. Matriks Metalloproteinazlarin Siniflandirilmasi

MMP’lerin Siniflandirilmasit MMP“ler substrat 6zgtilligi ve homolojisne gore
6 gruba ayrilirlar: kolajenazlar, jelatinazlar, stromelisinler, matrilisinler,

memran-tip MMP“ler (MT-MMP) ve diger MMP“ler (Tablo 2. 3) (102)

Tablo 2.3: MMP larin Siniflandirilmasi

[ Ho MMP T Erzim “Substratiar
. o —— i Eailajen (W11, V11, W11 ve %), |elalin, agrekan, Leseiekin,
L-1p, provecglianiar, entaktin, ovostatin, MVE.2, MMP-g
Fi T rstraal 7 W, L, vl
2 Follyenaz.Z oadlajen (I, we K., jelaan, agresan,
' kodajenar fibroneidin
adl I,
N 13 —— ajen (117, I, % we XIV), jelaan, plazminojen, agrekan,
pereian, fibronekiin, asteoneklin, MMF-3
) TAMP- 18 Folajenaz Follsenaza. Tip 1 kallen
[] MM-F-.Z Jelannaz Jelatiraz-a Jelatin, kollapen [0, X, elasting, Sbronektin
5 MMP-3 Jelaanaz Jelatiraz-A R L T
elastin, it E MES, IL-1P
Elodlajen {1\ e L), jelatin, agrekan, pedekan, dekorin,
7 R & \sinder - larminin, elasin, kansin, osieoneidn, ovostating entaikdn,
plazmincgen, MEP, IL-1}, MMP.ZITIMP-2, MMP-7, MMP.
&, MWF-E, MMP3
. - Fallajen (11, [elzan, kazein, agrekan, slasin, MAE-1,
[T ¥ ]
] MMP=11 Sircmelisinker Eiromelisineg Blinmiyor [kazein)
Eirornelinn.z ye
10 MMPAT Strormedisinksr nomeich
{51.6%)
- adlajen (I, ), jelatin, agrekan, gekonn, NDonekin,
1 MMP.T Matnilisinier UMY larminin, elastin, kazein, ransferin, phzmincen, MEBP,
Bé-inegrin, MMP.1, MMP.Z, MMP-9, MWESTIMP.1
12 MP.ZE Matnlisinier Marilisin.? oV, - L -
it
13 MMP-14 MT-MMP MTLMME [mempeantgy | e I el n !
witroneictin, ertaktin, protecghiantar, MMP-2Z, MMP-13
[T MMP-1E MT-NP WIZMMP Fibrenakin, erakin, [aminn, sorekan, perekan; MRP-2 |
KB MMP-15 MT-MNP W 3-MMP Hallagen [II, jeiaan, kazein, oronekan, MMP-2
ES MMP-17 MT-TANP WTEMMP
17 MMP.Z4 MT-MMP MT5-MMP Fibronekdin, kollajen fip 1 ya da laminin yok
KD MMP-25 MT-TANP WIG-MMP Frogiatinaz &
Hallaen I, ¥azein, Abnorsesdin, iironekin
13 MMP-1Z Difjer enzimier Makrota) metalosastas A IV, Jeiatin, etastin, . !
laminin, rtaitin, MEF, Abrnajen, dban, plazmingien
2 MRP=13 Tiger erzimier ] Tip 1 kolizjen
ED MMP-Z0 Ciger enczimier enamelizin Amelojenin, agrekan, COMP
1 krormozomda tanimb
= MMP.Z1 Difjer encimier
MM
n MMP-Z2 Diger enzimier e fanimi
[ g+
MNP
B MhP-23 Tiger enzimier Tnsan cver cONASINGS
FI3 M2 Ciger encimier Epilsn
B3 MRP-22 Bimendinimermy

2.2.4. MMP Enzim Aktivitesinin Inhibisyonu

MMP*lerin spesifik doku inhibitérleri olan TIMP*“ler enzim aktivitesinin
duzenlenmesinde anahtar rol oynarlar. Bunula birlikte a2-makroglobulin,
heparin, tetrasiklinler ve sentetik inhibitdérler de MMP inhibitorlerindendir
(Sekil 2. 2). TIMP “ler bag dokusunun duiizenlenmesinde temel proteinlerdir.
MMP”

Pek cok wviicut dokusu ve swilarinda bulunurlar. lere geri

32



Genel Bilgiler

doéntistiimsiz ve non-kovalent bicimde baglanarak latent enzim formunun
aktivasyonunu ve katalitik aktivitenin stUrdirtlmesini de inhibe ederler.
Boylece TIMP“ler MMP enzim aktivitesini ve MMP/TIMP dengesini siki
kontrol altinda tutarlar. insanlarda TIMP-1, 2, 3 ve 4 olmak tizere bugiine
dek tanimlanmis 4 TIMP tart bulunmaktadir. TIMP“ler de MMP*ler gibi
vasktler diiz kas htcreleri, endotel hucreleri, kan hucreleri, bag dokusu
hiicreleri ve makrofajlar tarafindan sentez edilirler. Ayrica degisik MMP
tirlerine gore de 6zgulliik gosterirler. Ornegin; Jelatinaz A (MMP-2) tercihen
TIMP-2 ile Jelatinaz B (MMP-9) ise TIMP-1 ile inhibe edilirler (103) (104).
TIMP*“lerin klinik yansimalarina bakildiginda; Timoér dokusunda ytiksek
seviyede TIMP1 bulunmasinin klasik adjuvan kemoteropi Ustlinde azaltici
yararinin oldugu ve primer meme kanserinde timoér dokusunda artmis
TIMP1*in ko6t prognoz ile iligkili oldugu belirtilmis, yine CD63%e
baglanmasi ile hiicre gelisimi ve apopitozisi inhibe ettigi ama TIMP“lerin
fonksiyon goésterme mekanizmalarinin doku mikrocevresine bagh oldugu
bildirilmistir. 50 Belirli hticre tiplerinde TIMP1 ve TIMP2"nin buytme
faktori gibi aktivite gosterdigi ve kanser hucrelerinin timorojenik ve
metastatik fenotiplerini inhibe edebildigi de ayrica saptanan bulgular
arasindadir (102). TIMP1 ve TIMP2*‘nin eritrosit Uretimini arttirmasi ve
hiicre gelisimi gibi dlizenleyici aktivitelerinin oldugu, TIMP1/TIMP2/TIMP3
overekspresyonunun timor gelisimini azalttigi, TIMP3“ln proapopitotik
aktivite, TIMP1 ve TIMP2“nin ise antiapopitotik aktivitesinin oldugu
bilinmektedir (105). TIMP4*“tn plazma konsantrasyonunun kalp yetmezligi
tanisinda bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi rapor edilmistir (102). Son
yillarda peptid ve non-peptid yapida sentetik MMP inhibitérleri de
Uretilmistir. Bu inhibitérler en c¢ok kanser tedavisinde olmak tUzere
kardiyovaskuiler hastaliklar, artrit, psoriyazis, peridontal hastalik ve
makula dejenerasyonu gibi farkli hastaliklarin tedavisinde denenmistir. Bu
ilaclarin diiz kas hucre proliferasyonu ve migrasyonunu azalttiklari,
dolayisiyla ateroskleroz gelisimini inhibe ettikleri de deneysel calismalarda
gosterilmistir (106). Kolesterol biyosentezinde anahtar enzim olan HMGCoA
rediktaz enzimini inhibe ederek etki gosteren statinlerin de lipid district
etkilerinden farkli olarak MMP sentez ve aktivitesini ve bdylece
aterosklerotik plak olusumunu azalttiklar1 bildirilmistir. Son yillarda

ozellikle makrofajlar tarafindan gerceklestirilen MMP sentezine PGE2“ye
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bagli bir yolagin aracilik ettigi ve buna siklooksijenaz (COX) ve PGE sentaz
(PGES) enzimlerinin katildigi bildirilmistir. Bu nedenle spesifik COX-2
inhibisyonunun MMP ekspresyonunu inhibe edebilecegi ileri stirilmektedir.
Ateroskleroz ve kanser gibi MMP aktivitesinin arttigi patolojik durumlarda,
endotelin (ET) reseptér antagonistlerinin, ET ile uyarilan MMP ekspresyon

ve aktivitesini de inhibe ettikleri gosterilmistir (106).
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GEREC ve YONTEM

3.1. ARASTIRMA TiPi, YERI VE ORTAMI

Deney hayvanlari Calismamiz Acibadem Universitesi Tip Fakuiltesi Etik
Kurulu'nun HDK-2016-32 sayili onay: ile 01. 02. 2017 - 02. 03. 2017
tarihleri arasinda Acibadem Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma
Merkezi’nde (ACU-DEHAM) gerceklestirildi (Proje No:31). Calismada 250-
400 gr. agirliklari arasinda 40 adet sprague dawley sican kullanildi.
Sicanlar, 1’erli kafeslerde, standart sican yemi ve musluk suyu ile 12 saat
gece, 12 saat glindliz ortaminda, stirekli 20°C oda sicakligl saglanarak ve

klimayla havalandirilarak muhafaza edildi.

3.2. ANESTEZI VE CERRAHI ONCESI HAZIRLIK

Anestezi, 100 mg/kg ketamin hidroklorir (Ketalar® EWL Eczacibasi
Warner Lambert ilac Sanayi ve Ticaret A. S., Istanbul) ve 5 mg/kg
klorpromazin (Rompun® Bayer Istanbul) intraperitoneal verilerek sagland.
Cerrahi Oncesi profilaksi icin 83 mg sefazolin intramuskuler olarak
uygulandi. Cerrahi 6ncesinde deneklerin sirt bélgelerindeki ttyler elektrikli
tras makinesi ile kesildi. Cerrahi saha standardize povidon iodinli soliisyon

ve serum fizyolojik ile temizlendi.
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Sekil 3.1: Deneklerin cerrahi islem 6ncesi hazirlanmasi

3.3. YARA MODELLERI

Deneklerin her birinin sirt bélgesine 4 mm’lik punch biyopsi aleti ile

dairesel tam kat 4 adet eksizyonel yara modellerine uygun olacak sekilde

(79) acik yaralar olusturuldu.

Sekil 3.2: Deneklerde 4 mm lik punch biyopsi ile acik yara olusturulmasi
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Sekil 3.3: Denekte olusturulan acik yara yerlerinin gérintimut

3.4. MMP 1’IN INTRALEZYONEL VE SISTEMIK UYGULANMASI

Deney icin temin edilen MMP-1 (Sigma Aldrich MMP-1 HumanR) , cam sise
icerisinde toz halindeydi. Uretici firmanin énerisi dogrultusunda MMP-1
enzimi uygulama o6ncesinde serum fizyolojik icinde 0. 5-1. Omg/ml
oraninda ¢o6zlinerek hazirlandi. Yine Uretici firmanin 6nerisi dogrultusunda

-20 oC’lik buzlukta saklanda.

Deneyde kullanilacak enjeksiyonlar icin 2 dizyem MMP-1, 3 cc serum
fizyolojik icinde 300 ng (0. 0003 mg MMP 1) cozdurulerek hazirlandi.
Hazirlanan karisimdan, ilk 7 giin, punch biyopsi ile olusturulan tam kat 4
mm lik acik yaralara, intralezyonel olarak yara tizerine homojen olarak 1’er
dizyem uygulandi. Sistemik uygulama icin yine 3 cc icinde 300 ng (totalde
0. 0003 mg) MMP 1 cozdurulerek sivi hale getirildi. Sistemik uygulamalar
intraperitoneal uygulandi. IP uygulama ila¢ dozlar1 her bir sican icin, lokal
gruplara uygulanan toplam ila¢ dozuna esit olacak sekilde ayarlanda.
Firmanin 6nerisi tizerine ilac -20 C de saklandi. Ila¢ hazirlamalari, giinliik

yapilarak ila¢ etkinlikleri korundu.
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Sekil 3.4: Acik yaraya MMP 1 enzim enjeksiyonu

3.5. DENEY GRUPLARI

Deneyde kullanilan sicanlar her grupta 8 sican olacak sekilde 5 gruba
ayrildi. Her bir grubun sirt kismindan uygun saha temizligini takiben 4 er
adet 4 mmlik punch biyopsi ile acik yaralar olusturuldu. 5 grubun 3 adeti
kontrol grubu olarak 2 adeti de deney grubu olarak belirlendi. Bunlardan
kontrol grubu 1’deki sicanlara yara iyilesme surecinde herhangi bir
sistemik ya da lokal muidahalede bulunulmadi. Kontrol grubu 2 deki
sicanlarin sirttaki acik yaralarina intralezyonel olarak 1 er dizyem serum
fizyolojik enjeksiyonu uygulanirken, kontrol grubu 3 teki sicanlara sistemik
olarak, kontrol grubu 2 deki sicanlara intralezyonel olarak uygulanan
serum fizyolojik dozu toplami kadar serum fizyolojik, intraperitoneal olarak
uygulandi. Belirlenen 2 adet deney grubundan deney grubu 1 deki
sicanlarin olusturulan acik yaralarina birinci glinden itibaren ilk 7 gln,
gunde bir defa olmak Uuzere, 1 er dizyem (3 cc icinde 300 ng = 0. 0003 mg
MMP 1 cozdurulerek) MMP 1 intralezyonel olarak instlin enjektorti

yardimiyla enjekte edildi. Deney grubu 2 ye ise yine birinci glinden itibaren
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ilk 7 glin, glinde bir defa intraperitonal olarak (sistemik) , 3cc icinde O.
0003 mg MMP 1 cozindurtlerek 1 dizyem MMP 1 coézeltisi uygulandi.
Cerrahi sonrasi1 21 giin boyunca denekler giinltik olarak takip edildi. Her
bir grubun 4 adet biyopsi yerlerinden; 1 nolu biyopsi sahasindan 4. gtinde,
2 nolu sahadan 7. giinde, 3 nolu sahadan 14. giinde, 4 nolu sahadan 21.
ginde tekrar biyopsiler alindi. Tim deneklerin yaralarn acik birakildi.
Pansuman uygulanmadi. Deney muddetince herhangi bir denekte
enfeksiyonla karsilasilmadi. Deney calisma plani Tablo 3. 1 ’de

O6zetlenmistir.

TABLO 3. 1:Deney calisma plant

8 adet sicanda tarif edildegi sekilde sirt derisine 4 adet 4 mm lik acik yara
olusturuldu.
Ardindan;
1 nolu biyopsi alanindan 4. gtinde
GRUPLAR 2 nolu biyopsi alanindan 7. glinde
3 nolu biyopsi alanindan 14. ginde
4 nolu biyopsi alanindan 21. gtinde
Epitelizasyon seviyeleri ve yara iyilesme hizlarin1 karsilastirmak tizere
tekrar doku biyopsileri alinmistir.

Gruptaki tim sicanlara lokal veya sistemik bir mutidahalede
Kontrol grubu 1 bulunulmamustir.

Gruptaki tiim sicanlarda bulunan 4 adet yara bolgesine 1 er dizyem SF
Kontrol grubu 2 jlk 7 gtin intralezyonel enjekte edilmistir.

Gruptaki tim sicanlara intraperitonel olarak intralezyonel SF uygulanan
Kontrol grubu 3 gruba uygulanan ila¢ dozu toplami kadar serum fizyolojik enjekte
edilmistir.

Gruptaki tim sicanlarda bulunan 4 adet yara boélgesine 1 er dizyem MMP
Deney grubu 1 1 ilk 7 glin intralezyonel enjekte edilmistir.

Gruptaki tim sicanlara intraperitonel olarak, intralezyonel MMP 1
Deney grubu 2 uygulanan gruba uygulanan ila¢ dozu toplam: kadar MMP1 maddesi
enjekte edilmistir.

SAKRIFIKASYON YONTEMI VE ORNEKLERIN TOPLANMASI

Yirmibir glin stiren calismamizin sonunda sicanlar, yiksek doz anestezik

madde uygulanarak 21. glin sakrifiye edildi.

Allnan tim o6rnekler histopatolojik olarak incelenmek tizere Umraniye
Egitim ve Arastirma Hastanesi Patoloji Anabilim Dalindan bir patologa

teslim edildi. Tim incelemeler tek bir patolog tarafindan gerceklestirdi.
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3.7. HISTOPATOLOJIK INCELEMELER

3.8

Butin deneklerden 4.,7.,14. ve 21. glinlerde yara yeri kenarindan 4mm’lik
punch biyopsi ile alinan o6rnekler, %107Tuk tamponlanmis , formaldehit
icerisinde fikse edildi. Histopatolojik incelemeler icin dokulardan 5-7 pm
kalinligina kesitler alindi. Ornek kesitlere, dokunun genel &zelliklerinin
arastirmak amaci ile Hemotoksilen —-Eosin (H&E) , kollajen dagilimini
saptamak amaci ile Massonun U¢ld boyast uygulandi. Tdm
degerlendirmeler patologla 6énceden belirlendi ve incelendi. Patolog; gruplar
ve kullanilan ilaclar hakkinda bilgi verilmeksizin sadece Ornegin yara
iyilesmesinin hangi giinde alindigi konusunda bilgilendirildi. Her 6rnekte
daha Onceden belirlenen parametreler degerlendirildi. Bu
degerlendirilmelerde, bir bliytitme alanindaki (1 BBA) yogunluga goére hic
yogunluk olmamasi1 O, hafif yogunluk olmasi 1, orta yogunluk olmasi 2 ve

siddetli yogunluk olmasi1 3 olarak derecelendirildi.

Epidermis en ince alan, fibrozis ve grantilasyon dokusu en kalin alan tespit
edildi. Onceden olusturulmus , histopatolojik inceleme formunda krut
siddeti (0-1-2-3) , lenfositik yanit (0-1-2-3) vaskuler proliferasyon (0-1-2-3) ,
fibroblast proliferasyonu (0-1-2-3) , epitel hiperplazisi (0-1-2-3) , yabanci
cisim reaksiyonu (0-1-2-3) , tlser olusumu (0-1-2-3) , akut inflamasyon (0-
1-2-3) , keloid skar olusumu (var-yok) ve hipertrofik skar olusumu (0-1-2-3)
olmak Uizere on adet parametre g6z 6niine alinarak degerlendirmeye alindi
ve kaydedildi. Biyopsinin alindig1 giin disinda bilgi sahibi olmayan patologla

degerlendirmeler yapilda.

ISTATISTIKSEL YONTEM

Nitel degiskenlerde bagimsiz gruplar arasindaki denetim 2*2 disindaki
tablolarda Likelihood- ratio testiyle yapildi. Sirali degiskenlerin es
ktimelerdeki degerlendirilmesi Friedman testiyle saglandi. Anlamlilik sinir

degeri 0,05 olarak kabul edildi.
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Tamruplar 4.,7.,14. ve 21. gunlerinde alinan biyopsiler baz alinarak
dokunun krut siddeti, lenfositik yanit, vasktiler proliferasyon, fibroblast
proliferasyonu, epitel hiperplazisi, yabancit cisim reaksiyonu, ulser
olusumu, akut inflamasyon, keloid skar olusumu ve hipertrofik skar

olusumu acisindan birbirleriyle karsilastirildilar.
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BOLUM 4

BULGULAR

Calismamizda Subat 2017 ile Mart 2017 tarihleri arasinda, Acibadem
Universitesi Deneysel Tip Arastirma Merkezi Hayvan Deneyi Laboratuarinda
gerceklestirildi. Toplam Ui¢ kontrol ve iki deney grubu olmak tizere 40 adet,
250-400 gram agirhginda Sprague-Dawley cinsi, 4 aylk erkek sicanlar
kullanildi. Gruplara sirasiyla sadece yara, yaratsistemik SF, yara
+intralezyonel SF, yara +intralezyonel MMP1, yara + sistemik MMP 1
uygulanarak, tam kat yara yeri biyopsi 6rneklerinin 4., 7., 14. ve 21.
ginlerdeki makroskopik ve histopatolojik degisikliklerinin karsilastirilmasi
amaclandi. Incelenen parametrelere gore elde edilen bulgular asagida

sunulmaktadair.

HiSTOPATOLOJIK BULGULAR

Histopatolojik bulgular tiim gruplardan 4., 7., 14. ve 21. Gunlerde alinan
yara yeri biyopsilerinin, krut siddeti, lenfositik yanit, vasktiler proliferasyon,
fibroblast proliferasyonu, epitel hiperplazisi, yabanci cisim reaksiyonu,
ulser olusumu, akut inflamasyon, keloid skar olusumu ve hipertrofik skar
olusumu olmak Uizere on adet parametrenin gruplar arasi kiyaslanmasiyla

belirlenmistir.

Bulgularda yer alan tablolarda kontrol grubu 1, grup 1 olarak; kontrol
grubu 2, grup 2 olarak; kontrol grubu 3, grup 3 olarak; deney grubu 1,

grup 4 olarak; deney grubu 2 ise grup 5 olarak isimlendirilmistir.
4.1.1. Krut Siddetinin Gruplar Arasinda Degerlendirilmesi

Biyopsi alinan gtnlere gore; kontrol ve deney gruplarinin, krut siddeti
karsilastinlldiklarinda 4., 7., 14. ve 21. glinde anlamli farkhilik

gozlenmemistir.
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silastirildiklarinda 4., 7., 14. ve 21. giinde anlaml farklilik gézlenmemistir.
(4. gin: p=0,1,7. giin:p=0,313, 14. gun: p=0, 21. GUn p=0)

4.1.2. Epitel Hiperplazisinin Gruplar Arasinda Degerlendirilmesi
Biyopsi alinan glinlere goére; kontrol ve deney gruplarinin, epitel hiperplazisi

karsilastirildiklarinda 4. ve 7. glinde anlamli farklilik gézlenmemistir (4.

gun: p=0,091, 7. giin: p=0,115).

Biyopsi alinan glnlere gore; kontrol ve deney gruplari, epitel hiperplazisi
acisindan karsilastirildiklarinda 14. ve 21. glinde anlamli farklilik
go6zlenmistir (14. giin: p<0,001, 21. gin: p<0,001)

14. giinde siddetli hiperplazi varlig1 sadece 2. Deney grubunda 2 hayvanda
mevcuttu. Kontrol grubu 3’teyse hicbir hayvanda epitel hiperplazisi

izlenmedi.

Tablo 4.1: 14. Guinde, gruplar arasi epitel hiperplazisi gosterilmektedir

EOP EOP EOP EOP
SIDDETI  SIDDETI  SIDDETI  SIDDETI ~ TOTAL
0 (Yok) 1 (Hafif) 2 (Orta) 3 (Siddetli)
S/Ix%?gl 0 4 4 0 8
GRUP 1
0,0% 50,0% 50,0% 0,0% 100,0%
gz%g 4 4 0 0 8
GRUP 2
50,0% 50,0% 0,0% 0.0% 100,0%
S}\%‘I‘g 8 0 0 0 8
GRUP 3
100,0% 0,0% 0,0% 0,0% 100,0%
S}\%‘I‘g 7 0 1 0 8
GRUP 4
87.5% 0,0% %12. 5 0,0% 100,0%
gﬁ‘g 2 3 0 2 7
GRUP 5
28.6% 42,9% 0,0% 5,1% 100,0%
g}gg 21 11 5 2 39
TOTAL
53,8% 28.1% 12.8% 5.1% 100%

21. glnde siddetli hiperplazisi varligi hicbir grupta goézlemlenmemistir.
Kontrol grubu 1 ve 2 ’deyse 11 hayvanda hafif derecede epitel hiperplazisi

izlenmistir.

43



Bulgular

Tablo 4.2: 21. glinde, gruplar arasi epitel hiperplazisi gosterilmektedir.

EHP SIDDETI EHP SIDDETI

TOTAL
0 (Yok) 1 (Hafif)
SICAN SAYISI 0 8 8
GRUP 1
0,0% 100,0% 100,0%
SICAN SAYISI 5 3 8
GRUP 2
62,5% 37,5% 100,0%
SICAN SAYISI 8 0 8
GRUP 3
100,0% 0,0% 100,0%
SICAN SAYISI 7 0 8
GRUP 4
100% 0,0% 100,0%
SICAN SAYISI 7 0 7
GRUP 5
100% 0% 100,0%
SICAN SAYISI 28 11 39
TOTAL
71,8% 28,2% 100%

4.1.3. Vaskiiler Proliferasyonun Gruplar Arasinda Degerlendirilmesi

Biyopsi alinan gunlere gore; kontrol ve deney gruplari, vaskuler
proliferasyon acisindan kargilastirildiklarinda 4.,7. ve 21. glnlerde
istatistiksel olarak anlaml farklilik gésterdiler. (4. glin p<0. 001, 7. glin p<
0,005, 21. gtin p=0,013)
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Tablo 4.3: 4. giinde, gruplar aras1 vaskuler proliferasyon gdsterilmektedir.

VASKULER VASKULER VASKULER VASKULER
PROLIFERASYON PROLIFERASYON PROLIFERASYON PROLIFERASYON TOTAL
0 (Yok) 1 (Hafif) 2 (Orta) 3 (Siddetli)
SICAN
GRUP SAYISI 0 4 4 0 8
1
0,0% 50,0% 50,0% 0,0% 100,0%
SICAN
GRUP SAYISI 1 2 5 0 8
2
12,5% 25% 62,5% 0,0% 100,0%
SICAN
GRUP SAYISI 1 1 3 3 8
3
12,5% 12,5% 37,5% 37,5% 100,0%
SICAN
GRUP  SAYISI 2 4 1 1 3
4
25% 50,0% %12. 5 %12.5 100,0%
SICAN
GRUP  SAYISI 7 0 0 0 7
5
100% 0,0% 0,0% 0,0% 100,0%
Szlx%\gl 11 11 13 4 39
TOTAL
28,2% 28,2% 33,3% 10,3% 100%

4. ginde siddetli vaskuiler proliferasyon kontrol grubu 3’te 3 hayvanda
deney grubu 1’de 1 hayvanda goézlemlenirken; deney grubu 2 ‘de hicbir

hayvanda gézlenmemistir.

14. glin vaskuler proliferasyon dagilimlari arasinda istatistiksel olarak

anlaml farklilik gézlenmemistir. (p=0,602)
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Tablo 4.4: 14. gliinde, gruplar arasi vaskiiler proliferasyon goésterilmektedir.

VASKULER VASKULER VASKULER VASKULER
PROLIFERASYON PROLIFERASYON PROLIFERASYON PROLIFERASYON TOTAL
0 (Yok) 1 (Hafif) 2 (Orta) 3 (Siddetli)
SICAN
GRUP SAYISI 0 8 0 0 8
1
0,0% 100,0% 0,0% 0,0% 100,0%
SICAN
GRUP  SAYISI 5 1 2 0 8
2
62,5% 12,5% 25% 0,0% 100,0%
SICAN
GRUP SAYISI 4 1 3 0 8
3
50,0% 12,5% 37,5% 0,0% 100,0%
SICAN
GRUP SAYISI 1 6 1 0 8
4
%12. 5 75% %12. 5 0,0% 100,0%
SICAN
GRUP SAYISI 1 3 2 1 7
5
14,3% 42,9% 28,6% 14,3% 100,0%
Szlx%\gl 11 11 13 4 39
TOTAL
28,2% 28,2% 33,3% 10,3% 100%

14. glinde siddetli vasktuler proliferasyon sadece deney grubu 2 de 1

hayvanda gézlenmistir.

21. gunde siddetli vaskuler proliferasyon sadece kontrol grubu 2 de 1

hayvanda gézlenmistir.
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Tablo 4.5: 21. glinde, gruplar arasi vaskuler proliferasyon goésterilmektedir.

VASKULER VASKULER VASKULER
PROLIFERASYON PROLIFERASYON PROLIFERASYON  TOTAL
0 (Yok) 1 (Hafif) 2 (Orta)
Savist s 3 0 ;
GRUP 1
62,5% 37,5% 0,0% 100,0%
Savist 3 4 ! ;
GRUP 2
%37,5,5 50,0% 12,5% 100,0%
Savist 8 0 0 ;
GRUP 3
100% 0,0% 0,0% 100,0%
SAvist 8 0 0 8
GRUP 4
100% 0,0% 0,0% 100,0%
SAvIsI 7 0 0 7
GRUP 5
100% 0,0% 0,0% 100,0%
S/I\%{?gl 11 11 13 39
TOTAL
79,5% 17,9% 2,6% 100%

Vasktler proliferasyonun; 7. giinde kontrol grubu 3 ve deney grubu 1 in
karsilagstirilmasinda; deney grubu 1 de anlamli olarak artmis oldugu

goruldu. (p:0,031)

Vasktuler proliferasyonun; 7. gtinde kontrol grubu 2 ve deney grubu 1 in
karsilastirilmasinda; deney grubu 1 de anlamli olarak artmis oldugu

goruldu. (p:0,027)

Vasktler proliferasyonun; 7. glinde deney grubu 1 ve kontrol grubu 1,

deney grubu 2 karsilastirilmasinda; anlamli bir fark saptanmamastir.
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4.1.4. Lenfosit Yoneliminin Gruplar Arasinda Degerlendirilmesi

Biyopsi alinan glinlere gére; kontrol ve deney gruplari, lenfosit infiltrasyonu
acisindan karsjlastirildiklarinda 4., 14., ve 21. giinlerde istatistiksel olarak

anlaml fark gosterirken

Tablo 4.6: 4. glinde, gruplar arasi lenfosit yonelimi gésterilmektedir.

LENFOSIT LENFOSIT LENFOSIT

YONELIMI YONELIMI YONELIMI TOTAL
0 (Yok) 1 (Hafif) 2 (Orta)
SICAN SAYISI 0 8 0 8
GRUP 1
0,0% 100,0% 0,0% 100,0%
SICAN SAYISI 0 8 0 8
GRUP 2
0,0% 100,0% 0,0% 100,0%
SICAN SAYISI 0 1 7 8
GRUP 3
0,0% 12,5% 87,5% 100,0%
SICAN SAYISI 6 2 0 8
GRUP 4
75% 25% 0,0% 100,0%
SICAN SAYISI 1 6 0 7
GRUP 5
14,3% 87,5% 0,0% 100,0%
SICAN SAYISI 7 25 7 39
TOTAL
17,9% 64,1% 17,9% 100%

(4. gin p<0. 0001, 14. gtin p<0. 001, 21. glin p<0,0001) 7. glinde ise
anlaml istatistik gozlenmedi. (7. glin: p=0,099).
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Tablo 4.7: 14. glinde, gruplar arasi lenfosit yonelimi gosterilmektedir.

LENFOSIT LENFOSIT
YONELIMI YONELIMI TOTAL
0 (Yok) 1 (Hafif)
SICAN SAYISI 0 8 8
GRUP 1
0,0% 100,0% 100,0%
SICAN SAYISI 0 8 8
GRUP 2
0,0% 100,0% 100,0%
SICAN SAYISI 6 2 8
GRUP 3
75% 25% 100,0%
SICAN SAYISI 4 4 8
GRUP 4
50,0% 50,0% 100,0%
SICAN SAYISI 4 3 7
GRUP 5
50,0% 42,9% 100,0%
SICAN SAYISI 14 25 39
TOTAL
35,9% 64,1% 100%

4. glinde siddetli lenfosit infiltrasyonu kontrol grubu 3’te 7 hayvanda

gozlemlenirken; diger gruplarda hicbir hayvanda gézlenmemistir.

14. glinde siddetli lenfosit infiltrasyonu tim gruplarda hicbir hayvanda
gozlenmemistir. En yogun lenfosit infiltrasyonuysa kontrol grubu 1 ve 2 de

gbzlenmistir.

21. glinde siddetli lenfosit infiltrasyonu tim gruplarda hicbir hayvanda
gozlenmemistir. En yogun lenfosit infiltrasyonuysa kontrol grubu 1 de
gozlenirken deney grubu 1 de sadece 1 hayvanda deney grubu 2 deyse

hicbir hayvanda gézlenmemistir.
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Tablo 4.8: 21. giindeki gruplar arasi lenfosit infiltrasyonu

arasi farklar gosterilmektedir.

LENFOSIT LENFOSIT
YONELIMI YONELIMI TOTAL
0 (Yok) 1 (Hafif)
SICAN SAYISI 0 8 8
GRUP 1
0,0% 100,0% 100,0%
SICAN SAYISI 3 S 8
GRUP 2
37,5% 62,5% 100,0%
SICAN SAYISI 3 S 8
GRUP 3
37,5% 62,5% 100,0%
SICAN SAYISI 7 1 8
GRUP 4
87,5% 12,5% 100,0%
SICAN SAYISI 7 0 7
GRUP 5
100,0% 0,0% 100,0%
SICAN SAYISI 20 19 39
TOTAL
51,3% 48,7% 100%
4.1.5. Yabanci Cisim Reaksiyonunun Gruplar Arasinda
Degerlendirilmesi

Deney ve kontrol gruplarinin butintnde, hicbir glinde yabanci cisim
reaksiyonu gozlenmemistir. Biyopsi alinan glinlerde gruplarda yabanci
cisim reaksiyonu  karsilastirildiginda  istatistiksel @ anlamh  fark

bulunmamastir.
4.1.6. Fibroblast Proliferasyonunun Gruplar Arasinda Degerlendirilmesi

Biyopsi alinan gunlere gore ve gruplar arasinda fibroblast proliferasyonu
varligi karsilastirildiginda 4. ve 21. glinlerde gruplar arasinda istatistiksel

anlamlilik saptanmistir. (4. gin p<0. 0001, 21. gtin p=0,0004)
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Tablo 4.9: 4. gtindeki gruplar arasi fibroblast proliferasyonu

farklar gosterilmektedir.

FIBROBLAST FIBROBLAST FIBROBLAST FIBROBLAST
PROLIFERASYONU PROLIFERASYONU PROLIFERASYONU PROLIFERASYONU  1oTAL
0 (Yok) 1 (Hafif) 2 (Orta) 3 (Siddetli)
SICAN
SAYISI 0 6 2 0 8
GRUP 1
0,0% 75% 25% 0,0% 100,0%
SICAN
SAYISI 2 2 2 2 8
GRUP 2
25% 25% 25% 25% 100,0%
SICAN
0 1 7 0 8
SAYISI
GRUP 3
0,0% 12,5% 87,5% 0,0% 100,0%
SICAN
SAYISI 0 ¢ 0 0 8
GRUP 4
0,0% 100% 0,0% 0,0% 100,0%
SICAN
SAYISI 6 L 0 0 7
GRUP 5
87,5% 14,3% 0,0% 0,0% 100,0%
g\%lxgl 8 18 11 2 39
TOTAL
20,5% 46,2% 28,2% 5,1% 100%

4. ginde siddetli fibroblast proliferasyonu sadece kontrol grubu 2 de 2
hayvanda gdzlemlenirken; diger gruplarda hicbir hayvanda gézlenmemistir.
Ayrica deney grubu 1 ve 2 de fibroblast proliferasyonu 6 hayvanda hic
fibroblast proliferasyonu goézlenmezken; 9 hayvanda sadece hafif derecede

fibroblast proliferasyonu goézlenmistir.

21. gunde en siddetli fibroblast proliferasyonu kontrol grubu 1 de 1

hayvanda goézlenirken diger gruplarda hicbir hayvanda gézlenmemistir.
4.1.7. Ulser Varliginin Gruplar Arasinda Degerlendirilmesi

Biyopsi alinan 4.,7.,14. ve 21. gunlerde tulser olusumlarina bakildiginda
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmemistir. (4.

gin p=0,124, 7. glin p= 0,253,14. giin p=0 21. gtin p=0).
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4.1.8. Akut inflamasyonun Gruplar Arasinda Degerlendirilmesi

Biyopsi alinan glinlere gore; kontrol ve deney gruplari, akut inflamasyon
acisindan kargilastirildiklarinda 7.,14. ve 21. glinlerde istatistiksel olarak
anlamh farklilik gézlenmemistir. (7. gin p=0. 544, 14. gin p= 0,545, 21.
gin p: 0,445)

4. gtin akut inflamasyon dagilimlari arasinda istatistiksel olarak anlaml

farklilik gézlenmistir. (p<0,001)

Tablo 4.10: Glindeki gruplar arasi akut inflamasyon

farklar gosterilmektedir.

AKUT AKUT AKUT
INFLAMASYON INFLAMASYON INFLAMASYON  TOTAL
1 (Hafif 2 (Orta) 3 (Siddetli)
By 4 3 1 8
GRUP 1
50,0% 37.5% 12.5% 100,0%
SAYISI 2 2 4 8
GRUP 2
25% 25% 50,0% 100,0%
SICAN
1 6 1 8
GRUP 3 SAYISI
12,5% 75% 12,5% 100,0%
SAYISI 0 1 7 8
GRUP 4
0.0% 12.5% 87.5% 100,0%
SAYIS! 6 0 1 7
GRUP 5
87.5% 0,0% 14.3% 100,0%
gi\%*gl 13 12 14 39
TOTAL
33.3% 30,8% 35,9% 100%

4. gtinde siddetli akut inflamasyon kontrol grubu 4’te 7 hayvanda grup 2’te
4 hayvanda gézlenmistir.

4.1.9. Keloid Formasyonunun Gruplar Arasinda Degerlendirilmesi
Biyopsi alinan 4.,7.,14. ve 21. glinlerde keloid olusumlarina bakildiginda

hicbir grupta keloid olusumuna rastlanilmamaistir.
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4.1.10. Hipertrofik Skar Olusumunun Gruplar Arasinda

Degerlendirilmesi

Biyopsi alinan glinlere gore; kontrol ve deney gruplari, hipertrofik skar
olusumu acgisindan karsjlastirildiklarinda 7., 14., ve 21. glinlerde
istatistiksel olarak anlamli fark gésterirken (7. gin p<0. 0001, 14. gtin p=0.
005, 21. gin p<0,0001) 4. giinde ise hicbir grupta hipertrofik skar olusumu

gozlenmedi.

Tablo 4.11: Gluindeki gruplar arasi hipertrofik skar olusumu

farklar gosterilmektedir.

HIPERTROFIK HIPERTROFIK

SKAR SKAR TOTAL
0 (Yok) 1 (Hafif)
SICAN SAYISI 2 6 8
GRUP 1
25% 75% 100,0%
SICAN SAYISI 2 6 8
GRUP 2
25% 75% 100,0%
SICAN SAYISI 8 0 8
GRUP 3
100,0% 0,0% 100,0%
SICAN SAYISI 8 0 8
GRUP 4
100% 0,0% 100,0%
SICAN SAYISI 7 0 7
GRUP 5
100% 0% 100,0%
SICAN SAYISI 27 12 39
TOTAL
69,2% 30,8% 100%

7. gunde kontrol grubu 1 ve 2’de skar olusumu goézlenmistir.
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Tablo 4.12: Gundeki gruplar aras: hipertrofik skar olusumu

farklar gosterilmektedir.

HIPERTROFIK HIPERTROFIK

SKAR SKAR TOTAL
0 (Yok) 1 (Hafif)
SICAN SAYISI 4 4 8
GRUP 1
50,0% 50,0% 100,0%
SICAN SAYISI 8 0 8
GRUP 2
100,0% 0,0% 100,0%
SICAN SAYISI 8 0 8
GRUP 3
100,0% 0,0% 100,0%
SICAN SAYISI 8 0 8
GRUP 4
100% 0,0% 100,0%
SICAN SAYISI 7 0 7
GRUP 5
100% 0% 100,0%
SICAN SAYISI 35 4 39
TOTAL
89,7% 10,3% 100%

14. giinde sadece kontrol grubu 1 ‘de skar olusumu goézlenmistir.
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Tablo 4.13: Gluindeki gruplar arasi hipertrofik skar olusumu

farklar gosterilmektedir.

HIPERTROFIK HIPERTROFIK

SKAR SKAR TOTAL
0 (Yok) 1 (Hafif)
SICAN SAYISI 3 5 8
GRUP 1
37,5% 62,5% 100,0%
SICAN SAYISI 8 0 8
GRUP 2
100,0% 0,0% 100,0%
SICAN SAYISI 8 0 8
GRUP 3
100,0% 0,0% 100,0%
SICAN SAYISI 8 0 8
GRUP 4
100% 0,0% 100,0%
SICAN SAYISI 7 0 7
GRUP 5
100% 0% 100,0%
SICAN SAYISI 34 5 39
TOTAL
87,2% 12,8% 100%

21. glinde sadece kontrol grubu 1 de skar olusumu gézlenmistir.

Hipertrofik skarin; 7. glinde kontrol grubu 1 ve deney grubu 1 in
karsilastirilmasinda; deney grubu 1’de anlamli olarak azalmis oldugu
goruldu (p:0,007). Fisher testiyle hesaplanan roélatif risk: 0,25 bulundu.
Kontrol grup 1’deki deneklerde, deney 1’deki deneklere goére 4 kat fazla skar

gelisimi gozlendi.

Hipertrofik skarin; 7. Gunde kontrol grup 2 ve deney grubu 1
karsilastinnlmasinda; deney grubu 1 de anlaml olarak azalmis oldugu
goruldu (p=0,007). Fisher testiyle hesaplanan rélatif risk: 0,2 bulundu.
Kontrol grup 2’deki deneklerde, deney grup 1’deki deneklere gore S kat fazla

skar gelisimi gozlendi.

Hipertrofik skarin; 7. glinde deney 1 ve deney 2 ve kontrol grubu 3

karsilastirilmasinda; anlaml bir fark saptanmamastir.
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Sonuclara bakildiginda kurut siddeti, tlser olusumu, akut inflamasyon,
keloid olusumu ve epitel hiperplazisi arasinda anlamli bir fark
saptanmamistir. Ayrica deney gruplari kendi aralarinda tuim biyopsi
gunlerinde kiyaslandiginda hicbir parametrede gruplar arasi anlamli bir

fark saptanmamuistir.

Sekil 4.1: Deneklerin 7. Gtin ve 21. Gun Fotograflan

Sekil 4.2: Grup 1 den alinan biyopsilerin 4. (sol) ve 7. (sag) gin

histopatolojik gérintmleri
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Sekil 4.3: Grup 1’den alinan biyopsilerin 14. (sol) ve 21. (sag) giin

histopatolojik géortintimleri

Sekil 4.4: Grup 4’ten alinan biyopsilerin 4. (sol) ve 7. (sag) giin

histopatolojik gérintmleri

Sekil 4.5: Grup 4’ten alinan biyopsilerin 14. (sol) ve 21. (sag) gin

histopatolojik gértintmleri
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BOLUM 5

TARTISMA ve SONUC

5.1. TARTISMA

Normal fizyolojik kosullarda, MMPJlar embriyonik bulytume, doku
morfogenezisi ve bliyimenin devamlilig: icin bag dokusunda tretilmektedir.
Bu turetim, trofoblast implantasyonu, mensttirel siklus, ovulasyon, doku
hasarinin tamiri ve yara iyilesmesi gibi fizyolojik stireclerde oldukca 6nem
tasimaktadir. (91) MMPlarin dokularin yeniden yapilandirilmasindaki
rollerini go6steren calismalar da bildirilmistir. (92) Ayrica matriks
metalloproteinazlarin, yara iyilesmesinde, yara kenarlarindaki hasarh
yluzeyde reepitelizasyonu gerceklestirmek icin keratinosit migrasyonunu
sagladigt da gosterilmistir. Kees S. ve arkadaslar1 1997 de hitcre
kulturlerinde yaptiklar1 bir calismada, matriks metalloproteinaz enzim
grubunun bir Uyesi olan MMP-1 enziminin proteolitik aktivitesinin

keratinosit migrasyonu icin gerekli oldugunu goéstermislerdir. (2)

2013 yilinda X Mu ve arkadaslarinin MMP 1 enzimi ile yaptiklar1 baska bir
calismada kismi rejenerasyon saglanmistir. Farelerle yapilan calismada
deneklerin ayak 1. parmaklar1 intertarsal eklemden ampute edilmis
ardindan yara yerine ilk yedi gln intralezyonel MMP 1 enzimi
uygulanmistir. Calisma bitiminde ampute distal falanksin rejenere olarak
tekrar ciktign goézlenmistir. Ancak ayni prosediir proksimal intertarsal
eklemlerden uygulandiginda rejenerasyon gerceklesmemistir. (107)Yine
ayni calismada ilk 24 saat icinde tim acik yarada epitelizasyon
tamamlanmistir. Biz de literattirdeki bu bilgileri g6z éntinde bulundurarak
MMP 1 enziminin uygun denekler Uizerinde olasi rejenerasyon, skarsiz yara

iyilesmesi ve epitelizasyon Uizerine etkilerini incelemeyi amacladik.
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Tartisma ve Sonug

Soylu A. ve arkadaslarinin 2006 da yaptiklar1 bir calismada, MMP’ larin
yara iyilesmesindeki rold, MMP-3 defisitli farelerde yara
kontraksiyonundaki bozulma ile gosterilmistir. (99) Flataue ve
arkadaslarinin yaptiklari bir calismada da kollojenaz resistans farelerde
yara iyilesmesinde gecikme go6zlenmistir. (100) Bettina Harteinstain ve
arkadaslarinin yine kollejenaz ailesine mensup MMP-13 enziminin defisiti
olusturulmus farelerde yaptiklari bir calismada yara kontraksiyonundaki

bozulma goésterilmistir. (108)

Mitsuse Inoue ve arkadaslar1 1995 te; MMP-1 enzimi ve epitelizasyon
arasindaki etkilesimi anlamak icin in vitro ve in vivo baska bir calisma
yapmislar. In vivo calismalarinda 3 adet saglikli géonulli kullanilmis.
Gonulltilerin bacaklarinda 6 mmlik punch biyopsi ile acik defektler
olusturulmus. Bu yaralardan 1.,2.,3.,4.,6.,14. glnlerde tekrar biyopsiler
alinmis. Histopatolojik inceleme sonrasi Fisher testiyle analizler yapilmais.
Calismada yara kenarlarindaki bazal keratinositlerde, kollejenaz sentezinin
ilk gtin pik yaptig1 ve 9. giine kadar azalarak, yara iyilesmesini takiben yok
olduklar1 goézlemlenmis. Ayni calismada baska hastalardan, meme
ktictiltme operasyonlarinda alinan derilerle, kollejenazlar in vitro olarakta
gozlemlenmis. Yapilan in vitro calismada ise in vivoya benzer olarak, yara
kenarindaki keratinositlerde yine kollejenazlazlarin 4 ila 6 saatte ortaya
ciktiklari, 12-24 saatte pik yaptiklari, izleyen birka¢c gln icerisinde
azaldiklar ve epitelizasyonu takiben ortadan kaybolduklar gézlemlenmistir.

(110)

Nwomeh ve arkadaslarinin, yara yerini kapattiklar1 oklusiv bandajlarin
altinda biriken koleksiyonlarla yaptklar1 baska bir calismada da, MMP-8
enzimi en yogun olarak 4. glin goérilmus ve 1 hafta streyle yuksekligi
devam etmis. Ayni1 calismada MMP-1 enzim seviyeleri ise birka¢ ayri
zamanda farkli yogunluklarda saptanmis. (109) Biz calismamizda normal
yetiskin yara iyilesmesinden farkli olarak, MMP 1 enzimini yara yerinde ilk
7 gin muddetince bulundurmayi amacladik. Béylece MMP 1 enzimi
etkisiyle inflamasyonu baskilayip, epitelizasyonu hizlandirmayi, bdylece

olusacak skar1 azaltmaya calistik.
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Saarialho-Kere UK ve arkadaslarinin 1993 yilinda yaptiklar: calismalarinda
yaralanmis insan cildinde, MMP-1 enziminin, dermisteki tip 1 kollojene
bagli yara kenarindaki keratinositler araciligiyla, alfa 2 beta 1 Uzerinden
uyarildiklar1 ve reepitelizasyonda bu yolak tUzerinden gorev aldiklar
gozlemlenmis. (111) (112) (113) (114) Bizim calismamizda intralezyonel
MMP-1 wuygulanan ve uygulanmayan gruplar arasinda epitelizasyon
hizlarinda anlamli bir fark tespit edilmemistir. Intralezyonel MMP-1
uygulamasiyla epitelizasyon hizi degismemistir. Bu da bize normal yara
iyilesmesinde Uretilen MMP-1 enziminin, epitelizasyon icin, yeterli oldugu
takdirde, epitelizasyonun saglandigini ve ortama daha fazla MMP 1 enzimi
eklenmesinin epitelizasyon Uzerine herhangi bir etkisi olmadigini

distndurda.

Beare AH ve arkadaslarinin 2003’te yaptigi bir baska calismada ise
kollejenaz resistans farelerdeki yara iyilesmesi incelenmis. Oncelikle
kollejenaz rezistans farelerin yara olusturulmadan o6nceki deri
kalinliklarindaki artis dikkati ¢cekmis. Daha sonra kontrol ve kollejenaz
rezistans farelerde yaralar olusturulmus; burdan 1 ve 6. saatlerde;
1.,2.,3.,7.,10.,14. ve 70. glinlerde tekrar biyopsiler alinmis. Yara iyilesmesi,
kollejenaz rezistans farelerde 2 hafta kadar geriden takip etmis ve kontrol
gruplariyla kiyaslandiginda 7 gtiinltik bir gecikme saptanmistir. (115)Bu da
bize kollejenazlarin yara iyilesmesindeki énemini gésteren bir baska calisma

olmustur.

Ozlem Oztiirk ve arkadaslan kollejenazlarla ilgili 2013 te yazdiklan
makalelerinde MMP7larin vaskuler fonksiyonlar1 da regule ettiklerinden
bahsetmislerdir. Ayn1 makalede, MMP-2 6nemli vazokonstriktér ajanlardan
endotelinin salinimini arttirirken, vazodilatasyona yol acan kalsitonin geni
ile iliskili peptidin (calcitonin gene related peptide) dlizeyininin azalmasina
da deginmislerdir. (116)Ayrica Glikson M. ve arkadaslarinin MT1 -MMP
geni inaktive edilmis farelerle yaptiklar: bir baska calismada da, deneklerde
iskelet ve konnektif dokuda 6zellikle anjiogenezde defektlerin ortaya ciktig
goérulmustar. (101) Bizim calismamizda da vasktler proliferasyonun;
literatiirle uyumlu olarak; intralezyonel MMP-1 enzimi ve sistemik MMP-1
enzimi uygulanan deney gruplarinin her ikisinde de, kontrol gruplariyla

kiyaslandiklarinda anlamli olarak artmis oldugu goérulmustir(p: 0,031).
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Intralezyonel MMP-1 uygulamasinin yara yerinde vaskiiler proliferasyonu

hizlandirdig: dikkati cekmistir.

Saliha Apakkan Aksun ve arkadaslarinin 2000’de yaptiklar1 bir calismada,
MMP ve TIMP arasinda bulunan oranin, cesitli fizyolojik ve patolojik
durumlarda degismekte oldugu ve bunlar arasindaki dengedeki olasi
oynamalarin, degisik patolojik durumlarin patogenezinde Onemli bir rol
oynadigi gosterilmistir. Ornegin hepatik dokularda yara iyilesmesi
stirecinde TIMP:MMP oranindaki artis, ECM nin MMPs araciligi ile
parcalanmasini 6nleyerek fibrozisi kolaylastirabilecegi belirtilmistir. (117)
(111) (112) (8) (114). Bizim calismamizda intralezyonel MMP-1 enzimi
uygulanan ve uygulanmayan gruplar arasinda yapilan histopatolojik
incelemede yaralardaki fibroblast sayis1 ve fibrozis gelisiminde anlamli bir
fark tespit edilmistir. Tim gruplar arasi fibroblast proliferasyonu varligi
karsilastinldiginda 4. ve 21. gunlerde gruplar arasinda istatistiksel
anlamhlik saptanmistir. (4. gin p<0. 0001, 21. giin p=0,0004) 4. gliinde
siddetli fibroblast proliferasyonu sadece kontrol grubu 2 de 2 hayvanda
gozlemlenirken; diger gruplarda hicbir hayvanda goézlenmemistir. Ayrica
deney grubu 1 ve 2 de fibroblast proliferasyonu 6 hayvanda hic fibroblast
proliferasyonu goézlenmezken; 9 hayvanda sadece hafif derecede fibroblast
proliferasyonu gozlenmistir. Bu da bize MMP 1 enziminin fibroblast
proliferasyonunu ve fibrozisi baskilayarak, skar gelisimini azalttigim

distindirmustar.

JF Denis ve arkadaslarinin 2013 yilinda axolotl ve skarsiz yara iyilesmesi
hakkinda yaptiklari deneysel calismada farelerin ve axolotllarin yara
iyilesmelerini kiyaslamislardir. Yaptiklari calismada ekstremite
ampuUtasyonu sonrasi 1. saatte alinan Orneklerde farelerde notrofil
gozlemlerken,axolotlarda hi¢c noétrofil gozlemlememislerdir. 6. saatte yara
yerinde sadece birkac¢ tane makrofaj gozlemlemis ve axolotllarin skarsiz
yara iyilesmesinde c¢ok hafif bir inflamasyon sureci oldugunu
belirtmislerdir. (118)Bizim yaptigimiz calismada ise MMP 1 enziminin akut
inflamasyonu baskilayacagini diistintirken tersine, 4. giinde siddetli akut
inflamasyon deney grubu 2’de 7 hayvanda kontrol grubu 2’de ise 4
hayvanda go6zlenmistir. Bu yuksek inflamatuar yanitin her iki lokal
uygulama grubunda diger kontrol ve sistemik MMP 1 uygulanan gruplara

gore yuksek cikmis olmasi1 bize lokal ilag reaksiyonuyla veya lokal
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irritasyona bagh uyarimla iligkili olabilecegini dustndirmustiir. Ayrica
calismamizda 4. gliinde siddetli lenfosit infiltrasyonu kontrol grubu 3’te 7
hayvanda goézlemlenirken; diger gruplarda hicbir hayvanda gézlenmemistir.
14. ginde siddetli lenfosit infiltrasyonu tim gruplarda hicbir hayvanda
gozlenmemistir. En yogun lenfosit infiltrasyonuysa kontrol grubu 1 ve 2 de
gozlenmistir. 21. giinde siddetli lenfosit infiltrasyonu tim gruplarda hicbir

hayvanda gézlenmemistir.

Teresa Di Colandrea ve arkadaslar1 1998 de yaptiklar bir calismada, MMP-1
enzim regllasyonundan sorumlu geni etkileyecek degisimleri saglayarak
transgenik fareler Uretmislerdir. Bu transgenetik farelerde tam kalinlikh
acik yaralar olusturmus ve belirli glinlerde biyopsiler tekrarlanarak yara
iyilesmelerini kontrol gruplariyla kiyaslamislardir. Calisma sonucunda
MMP-1 reguilasyon defekti olan transgenik farelerin yara iyilesmesinin giin
ve faz olarak daha geride kaldigini tespit etmislerdir. (119)Bizim
calismamizda MMP-1 regllasyon defekti olan transgenik fare grubu
kullanilmamstir. Ancak deney gruplarina sistemik ve intralezyonel MMP-1
uygulanmistir. Sistemik ve intralezyonel MMP-1 uygulanan deney

gruplarinda yara iyilesme hizlarinda artis gézlemlenmemistir.

2012 yilinda Seifert ve arkadaslarinin suda ve karada yasayan ayn iki grup
axolotllarla yara iyilesmesi Uizerine yaptiklari bir calismada dikkatleri yine
skarsiz yara iyilesmesi Uzerine cekmislerdir. Her iki gruptaki axolotllarin
sirtlarinda 6 adet 6 mm punch biyopsi yardimiyla tam kat acik yaralar
olusturmus ve yara iyilesmesini incelemislerdir. Yetiskin yara iyilesmesine
gore daha glclu bir hemostaz, azalmis bir inflamasyon, daha gecikmeli bir
ECM tretimi goézlemlemislerdir. Ayrica suda yasayan axolotllarda skarsiz
yara iyilesmesi gozlemlenirken karaya cikanlarda minimal skar olusumu
gozlemlemislerdir. Yaptiklari calismada suda yasayan axolotllardaki MMP
larin fibrotik cevabi kontrol ederek skar olusumunu engelledigi yontunde
tahmin yurtitmus ancak calismay: daha ileri géttirmemislerdir. (120)Biz de
bu bulgulardan cesaret alarak MMP 1 enziminin lokal enjeksiyonla skar
formasyonunu azaltabilecegini dustindik ve calismamiza basladik.
Calismamizda bekledigimiz gibi biyopsi alinan gunlere gbére ve gruplar
arasinda fibroblast proliferasyonu varligi karsilastirildiginda 4. ve 21.
gunlerde gruplar arasinda istatistiksel anlamlilik saptandi. (4. gin p<O.

0001, 21. gtin p=0,0004) 4. glinde siddetli fibroblast proliferasyonu sadece
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kontrol grubu 2 de 2 hayvanda goézlemlenirken; diger gruplarda hicbir
hayvanda go6zlenmemigtir. Ayrica deney grubu 1 ve 2 de fibroblast
proliferasyonu 6 hayvanda hic¢ fibroblast proliferasyonu goézlenmezken; 9
hayvanda sadece hafif derecede fibroblast proliferasyonu goézlendi. Ayrica
fibrozisle baglantili olabilecegi diistintilen hipertrofik skar formasyonunun;
7. ginde kontrol grubu 1 ve deney grubu 1 in karsilastirilmasinda; deney
grubu 1’de anlamli olarak azalmis oldugu goéruldu (p:0,007). Fisher testiyle
hesaplanan roélatif risk: 0,25 bulundu. Kontrol grup 1’deki deneklerde,
deney 1’deki deneklere gore 4 kat fazla skar gelisimi gézlendi. Hipertrofik
skarin; 7. Gunde kontrol grup 2 ve deney grubu 1 karsilastirilmasinda;
deney grubu 1 de anlamli olarak azalmis oldugu gortlda (p=0,007). Fisher
testiyle hesaplanan rolatif risk: 0,2 bulundu. Kontrol grup 2’deki
deneklerde, deney grup 1’deki deneklere gore S5 kat fazla skar gelisimi

gozlendi.

Yara bakiminda esas amacg¢, yarada en iyi kozmetik ve fonksiyonel
sonuclarin saglanmasi ve yara iyilesmesinde rol alan faktorleri (inflamatuar
hticreler, trombositler, mediatérler, hticre disi1 matriks vb. ) etkileyerek bu
streyi kisaltmak ve ideal en az skar olusturmay: saglamaktir (121) (122)
(123) (124) (125) (126). Biz de calismamizda, acik yaraya lokal uygulamayla
kullandigimiz MMP-1 enziminin, hipertorfik skar formasyonunu anlaml
olarak azalttigin1  godzlemledik. Calismamizda  hipertrofik  skarin;
intralezyonel MMP-1 enzimi uygulanan deney 1 grubunda her 3 kontrol
gruplariyla kiyaslandiginda anlamli olarak azalmis oldugunu goérduk. (p:
0,007) Istatiksel analize goére 3 kontrol grubunda bulunan tiim deneklerde,
intralezyonel MMP-1 uygulanan deney grubu 1’deki deneklere gore 4 kat

fazla skar gelisimi gozlemledik.

Sonug olarak; calismamizda elde ettigimiz bulgular sistemik ve intralezyonel
enjeksiyonla uygulanan MMP-1 enzimi kullaniminin yara yeri iyilesmesi
lUzerinde olumlu etkilerinin oldugunu ve uygun bir formda verilmesi
durumunda klinik, histolojik ve immunhistokimyasal anlamda vaskuler
proliferasyonda artis saglanabilecegi ve skar formasyonunda azalma

olabilecegini gdstermistir.
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Bu da bize yara iyilesmesinde MMP-1 enziminde herhangi bir eksikligi
olmayan hastalarda, lokal MMP-1 enzimi uygulanarak yara yerinde
fazladan enzim olusturulmasinin, yara iyilesmesinde, kurut siddeti, Ulser
olusumu, akut inflamasyon, keloid olusumu ve epitel hiperplazisini
etkilemeyecegini, ancak vaskuler kaynakli bir yarada yara iyilesmesini
olumlu yo6nde etkileyecegini ve lenfositik yo6nelimi, fibroblast
proliferasyonunu baskilayarak skar formasyonunda azalma saglayacagini

distndurdd.

TEZIN KISITLILIKLARI

Calismamizi sunarken; calismanin sahip oldugu olumsuz yo6nlerdende
bahsetmek gerektigini distinmekteyiz. Calismamizin MMP-1 enziminin
intralezyonel olarak uygulandig: ilk calisma olmasi unutulmamalidir. MMP-
1 enzimi; olasit skar1 6nlemesi, epitelizasyonu hizlandirmasi, anjiogenezi
arttirmasi ve onkoloji alanindaki etkileri nedeniyle devam etmekte olan
bircok calismanin da konusu olmaya devam etmektedir. Fakat bu
calismalarin cogu hayvan calismalar: ile kisithdir. Ayrica calismamizda
kullanilan MMP-1 enzimi literatlir verisi ve uretici firmanin Onerileri
dogrultusunda cesitli c¢oOzeltilerde hazirlanip uygulanmistir fakat bu
maddelerle ilgili standart bir verilis yolu bulunmayis: etkilerini tam

anlamiyla degerlendirmemizi kisitlamis olabilir.

MMP 1 enziminin verilis stiresi, calismamizda 7 gin olarak belirlenmistir,
bunun yani sira sican yara iyilesmesinin tim proliferasyon safhasina
tamamen yayimis oldugundan emin olunamamistir. Bu da skar

formasyonunu ve inflamatuar fazi etkileyebilecek unsurlardan olabilir.

Ayrica maddi kisitlamalar nedeniyle calismamizda elde edilen patolojilerde
metalloproteinaz tayin yontemleri (monoklonal antikorlar kullanilarak tek
basamakli sandwich enzim immun assay, in situ hibridizasyon, polimeraz
zincir reaksiyonu, Northern blotting, Zimogragfi, Western immunoblotting
analizleri) kullanilamamistir. Ancak her ne kadar MMP-1 varlig
immunohistokimyasal olarak degerlendirilemesede, calismadaki tim
biyopsiler genis kapsamli histopatolojik incelemeye tabi tutulmus ve

eksiklikler giderilmeye calisilmistir.
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Tam bu kisitlamalara ragmen biz calismamizda, sayilari oldukca cok olan
bilimsel verilerden cesaret alarak daha o6nce literatiirde rastlamadigimiz,
actk yarada intralezyonel MMP-1 enzimi etkilerini, deneysel hayvan

modelleri kullanarak degerlendirmeye calistik.

Calismamiz; intralezyonel MMP-1 enzimi uygulanmasinin; yara yeri
iyilesmesi Uzerindeki etkilerini bu denli genis bir kiyaslamaya olanak
verecek ilk calisma olmasi acisindan degerli olabilir fakat bu maddenin yara
yerindeki etkilerini anlamada gene de yetersiz kalacaktir. Bu nedenlerle
calismamizin ileride molektler diizeyde ve insan calismalarini kapsayacak

calismalar icin bir adim olabilecegini distinmekteyiz.

5.3. SONUC

Intralezyonel olarak uygulanan MMP-1 ve intraperitonel verilen MMP-1’in
yara iyilesmesi Uzerine olan etkilerinin arastirildigi calismamizda

gozlemledigimiz sonuclara gore;

1. Intralezyonel ve sistemik uygulanan MMP-1 enziminin fibroblast

proliferasyonunu baskiladigi,

2. Intralezyonel ve sistemik uygulanan MMP-1 enziminin anjiogenezi

arttirdigy;

3. Intralezyonel ve sistemik uygulanan MMP-1 enziminin lenfositik

yonelimi baskiladigi,

4. Intralezyonel ve sistemik uygulanan MMP-1 enziminin skar olusumunu

azalttig1 tespit edilmistir.
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