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ONSOz

Selektif olarak induklenebilir nitrik oksit sentaz (iINOS) enzim
aktivitesini inhibe eden aminoguanidin (AMG) antioksidan o6zellikte bir
maddedir. AMG lokal ve sistemik inflamasyonlarin azaltiimasinda kullani-
labili, AMG uygulamasi, yanik yarasinda, kemik iyilesmesinde, nonsteroid
antienflamatuvar ilaglara bagli Ulser yaralarinda iyilesme Uzerinde kolay-
lastirici etki yapmistir. AMG yara iyilesmesinde; bliylume faktér TGF- 3 1’in
ekspressiyonunu ve kollajenin ultra yapisini korumus ve yaranin histamin

icerigini de artirmistir

Ligatdr ile olusturulan periodontitiste, gingivomukozal doku-
larda anlamli bir inflamasyon olusmus ve AMG bu inflamasyonu dolayisi

ile doku hasarini azaltmistir.

Biz de galismamizda AMG’nin agiz kesi yarasinda iyilesme

uzerine olan etkisini oksidatif stres parametreleri yonu ile inceledik.



GiRiS VE AMAG

Dis hekimligi uygulamalarinda dis ¢ekimi, mukozada kesi ya-
rasi ve dig implanti igin alveol kemigine yuva yapilmasi gibi islemler sira-
sinda dokuda travma meydana gelmektedir. Ayrica da bu bdlgede ki pato-
lojilere bagli doku hasari olugsmaktadir. Yara iyilesmesinin saglanabilmesi,
kollajen sentezinde artig, epitel olusumu, yara dokularinin birlesmesi gibi

olaylar sonunda miimkiin olmaktadir'.

Yara iyilesmesi ile ilgili arastirmalarda genellikle yaranin hizla
normal dokuya donlisumuinl saglayan sartlarin ve faktorlerin saptanmasi

amaclanmaktadir.

Yara iyilesmesi; hemostazis, inflamasyon, proliferasyon ve
yeniden modellenme gibi fazlarin yani sira biyokimyasal ve hicresel bir-

¢ok mekanizmayi da igeren bir sijregtirz.

Reaktif oksijen urtnleri (ROS) yara iyilesme slrecinin tim
basamaklari ile ilgilidir. ROS normal yara iyilesmesi surecinde inflamatuar
hacreler tarafindan olusturulur ve bu suregte batunleyici rol oynar. Ancak
ROS yapiminin artmasi iyilesmeyen yaralar ile sonuglanir. Nétrofiller ve
makrofajlar ROS ‘un kaynaginin gogunu olusturur®. Oksidatif yaralanmanin
derecesi antioksidan-oksidan sistem dengesine baghdir. Antioksidanlarin
uygulanmasi yara iyilesmesinde vyararlidir*>®. Aminoguanidine (AMG)
selektif olarak indiklenebilir nitrik oksit sentaz (INOS) aktivitesini inhibe

eder ve antioksidan 6zellikte bir maddedir’.

AMG uygulamasi, nonsteroid antiinflamatuvar (NSAI) ilaglara
bagli Ulser yaralarinda iyilesme (izerinde kolaylastirici etki yapmaktadir®®.

Lipit peroksidasyonun gdstergesi olarak malondealdehit

(MDA), antioksidan olarak glutatyon (GSH) parametresi kullanilabilir. Total



nitrik oksit (NOx) duzeye bagh olarak farkh etkilere sahiptir. Lokal
formulasyon uygulamalari kontroll ilag salinimi ile son zamanlarda 6nem
kazanmaktadir. Bu calismada selektif INOS inhibitdri ve antioksidan 6zel-
ligi ile AMG’nin lokal formulasyonu ve subkutan (sc) uygulamasinin tavsan
agiz yara dokusu ve kanda NOx, MDA, GSH duzeylerine olan etkisinin

arastiriimasi amaclanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yara lyilesme Siireci

Yaranin kaynagi, travma, fazla sicak ya da soguk,

inflamasyon, enfeksiyon, metabolik ya da beslenme bozuklugu olabilir.

Yara iyilesmesi; hemostazis, inflamasyon, proliferasyon ve
yeniden modellenme gibi fazlarin yani sira biyokimyasal ve hucresel bir-
¢ok mekanizmay! da igeren bir surectir. Yara iyilesmesi inflamasyon ve
angiogeneze baglhdir. Ayrica sitokinler ile sikica kontrol edilir’. Yara iyi-
lesmesi epitelyal, endotelyal, inflamatuvar hucrelerin, trombositlerin ve
fibroblastlarin bir araya gelerek belli bir sira ve dizen igerisinde fonksiyon-

larini yapmalariyla gergeklesir3.

2.1.1. Yara lyilesmesinde Hiicre Tipleri

Yara iyilesmesi bir dizi safha icerir ve her safhada degisik
hiicreler vardir. inflamatuvar cevapta trombositlerin pihti olusturmak icin
aktive olmasiyla pihti formasyonu vazokonstriksiyonu, trombositllerin
agregasyonu ve blyume faktorlerinin savunmasiyla karakterizedir.
inflamatuvar infiltrasyonun erken dénemlerinde, pihti formasyonunu ve
sivi kaybini takip eden vazodilatosyon safhasi olusur. inflamatuvar ceva-
bin sonraki safhasi monositlerin infiltrasyonudur. Monositler, makrofajlara
differansiye oldukdan sonra makrofajlarda, deprisin uzaklastiriimasina yar-
dimci olurlar. Boylece infeksiydoz mikroorganizmalari zararsiz hale getirir-
ler. Yara cevresinde fibroblastlar kollajeni bélmek, kollajeni ve yaranin ta-
miri igin gerekli diger yapisal komponentleri olugturmak igin aktive olurlar.
Fibroblast proliferasyonu ve migrasyonu ile birlikte yara bolgesine yeni kan
ulasimi da saglanmalidir. Bu sure¢ angiogenesizdir. Endotelyal hucreler

hicre sinyali olarak nitrik oksitin bulunusunda 6énemlidir. ClnkU bunlar nit-



rik oksit (NO) e duyarl reseptore sahiptir. NO endotelyal hicrelerde ve
ndronlarda hicre sinyali molekild oldugu gibi ayni zamanda I6kositlerde ki

mikrobisidial aktivitide de baslica rol oynar'®"". Sekil 1
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Sekil 1 : Yara iyilesmesi ve hicre tipleri. A) Evre: Yaralanma. Huicresel: yara alaninda
hicrelerin ~ fiziksel olarak ayrilmasi, yaranin debris ve mikroorganizmalarla
kontaminasyonu. Sinyaller: Trombositlerin aktivasyonu, primer immin cevap. B) Evre:
Pihtilasmaya bagh olarak kan kaybinda durma. Hlcresel: Kan yara alanini doldurur, kan
pihtisi olusturur ve ileri kan kaybini hafifletmek icin ¢evre kan damarlarinda
vazokonstriksiyon meydana gelir. Sinyal: Sinyaller spesifik bir yerde yaralanma oldugunu
belirterek c¢evre endotelyuma gonderilir. Notrofiller hizla sirkiilasyonu terk ederler ve
yaralanma alanina gecerler. C) Evre: Notrofil aktivasyonu. Hiicresel: Noétrofiller hizla yara
alanina hareket ederler, mikrobisidal aktiviteye ve debrisin uzaklastiriimasina olanak
tanimak i¢in selller mekanizmalarini baglatirlar. Sinyaller: Primer kan kaybi kontrol altina
alindiginda vazokokstriksiyon zayiflar.  Nétrofiller  goérevlerini  tamamladiklarinda
dolasimdaki monositler yara alanina ulasir ve makrofajlara dénismek igin diferansiye
olurlar ve immin cevabin sonraki evresine baglarlar. D) Evre: Makrofaj infiltrasyonu.
Hucresel: makrofajlar nétrofillerden sayica fazla hale gelmeye baslarlar, fibroblastlar
yara alanina hareket ederler ve epitelyal hlcreler kan pihtisinin Uzerinde fakat yara
kabugunu altinda yuzeyi direkt olarak kapatmak igin hizla biydrler. Sinyal : Fibroblastlar
tamir icin gerekli yapisal komponentleri Uretirler. Endotelyum hUcreleri yaralanma
alaninda yeni kan destegine izin vermek igin angiogenezisi baslatirlar. Epitelyum ve
keratinositler dis derideki yeni ylzeyi olustururlar. E) Evre: Fibroblast proliferasyonu:
Hucresel: Fibroblastlar yara alanina dogru hareket ederler, epitelyal hiicreler yaranin disg
tabakasini kaplarlar ve angiogenezisle yeni kan damarlarinin olusur. Sinyaller: Fibrobilast
blyime faktért, vaskiler doku aktivitesi gelisir ve epitelyal hlcreler yiizeyin Uzerine
dogru blyur. F) Evre: Isinin sona ermesi: hicresel: Alan oksijenlenir, I6kositler artik
yoktur, kollajenin polimerizasyonu tamamlanirken alanin uzunlugu artar. Sinyaller: Hicre-
hicre sinyalleri artik komsu bdlgelerle ayn|d|r1°.



2.1.2. Yara lyilesmesinde Rol Oynayan Hiicrelerin

Fonksiyonlart:

1. Fagositoz: Fagositozda gorev alan polimorf nuveli 16kosit-
ler ve makrofajlar primer fagositik hucrelerdir.

2. Kemotaksis: Hucrelerin kimyasal maddeye dogru gogudur.
inflamatuvar hicreleri, fibroblastlari ve angiogenezde rol oynayan hiicrele-

ri etkileyen kemotaktik ajanlar iyilesme olayina katkida bulunurlar.

3. Mitogenez: Mitogenezi uyaran ajanlar yara iyilesmesi igin

gerekli hucre bolunmesini sagdlar.

4. Kollajen sentezi: Esas olarak fibroblastlarca sentezlenen
protein ve glikoproteinler; kollajen ve ara maddeyi olusturarak yara iyiles-

mesinde kritik bir noktanin tamamlanmasini saglar.

5. Diger matriks komponentlerinin  sentezi:  Yara
kontraksiyonu, skar formasyonu ve remodelling yara iyilesmesinin son ba-

samaklarini olustururlar.

Bu hucresel aktiviteler gelisi glizel degil duzenli ve uyumlu bir

sekilde surerler'®™,

lyilesen bir yara her zaman icin dogal bir olay olarak deger-
lendirilir.Bir takim filojenetik siralamalarda alt siralarda yer alan hayvanla-
rin kaybolan uzuvlarini tamamen rejenerasyonla yerine koyduklari bilin-
mesine karsin, insanlarda uzuv rejenerasyonu yoktur. Ancak ¢esitli doku-
larin iyilesmesiyle gerceklesen rejenerasyon s6z konusudur.Epidermis,
sindirim sistemi epiteli, trakeobronsial epitel, karaciger ve kemik bu tipte

rejenerasyon gosteren dokulara érnek gosterilebilir'.



Kismi deri kesi yaralarinin iyilesmesi; yarayr onarmak igin
epitelyal hicrelerin migrasyonu ve mitoz yolu ile epitelyal hiicre ylzeyinin
rejenerasyonu sayesinde olmaktadir. Hayvanlarla yapilan c¢alismalarda,
yara epitelizasyonunun epidermal bliyume faktoru ile arttinldigr gosteril-

mistir™ 7.

2.1.2.1.Hemostazis

Yaralanmada organizmanin birinci 6nceligi kanamanin kont-
roludur. Bu amagla oncelikle fibrin olusturulur. Zarar gérmis dokunun ona-
rimi yani yara iyilesmesi hayatta kalmada kritik olan biyolojik bir cevaptir.
AQiz mukozasinin iyilesmesi; diger dokulardaki yara buzilmesi ve doku
yenilenmesine ait hemostazis, pihti tesekkulli ve iltihaplanmadan oOnce
asilan safhalarla ayni genel kalibi izler. Bununla birlikte, agiz mukozasin-
daki yaralarinin iyilesmesi deri yaralarinin iyilestirimesinden daha hizl-

dir'®,

Cagdas’in ifadesine gore yara iyilesmesinde farkl bag doku-
su birikimi, epitelizasyon ve kontraksiyon vardir. Bu sureclerden her birinin
katkisi yaranin tipine ve doku hasarina gore degisir. lyilesme sureci karisik
hlcresel ve ekstraselller matriks bilesenleri ile birlikte doku hasarina karsi

gelisen organize bir cevaptir'.

2.1.2.2. inflamasyon

inflamasyon ve dzellikle makrofajlar yara iyilesmesinde kritik
bir rol oynarlar. Vazoaktif, kemotaktik, proliferatif ve diger faktorler degisik
inflamatuvar yolaklardan (6rnegin kininler ve kompleman kaskadi) ve akti-
ve hucrelerden (6rnegin trombositler ve makrofajlar) uretilirler. Bu faktorler
kemotaksisin uyarilmasinda ve fibroblastlarin endotelyal ve diger hicrele-

rin proliferasyonunda aktiftirler'®.



2.1.2.3. Yaralanma karsisindaki damar cevabi:

Normal kosullarda kesi yapilan yerde lokal mikro-dolagimda
vazokonstriksiyon meydana gelir. Trombositler hasarl kollajen ve diger
debris dokusuyla temas edince bir araya gelerek degranule olurlar. Sali-
nan alfa granuller hem pihtilagmayi etkileyen faktorleri hem de guglu
polipeptid bluyume faktorlerini icerirler®®. Pihtilasma olayini meydana ge-
tirmek icin trombositler agiga ¢ikan kollajene baglanirlar ve trombinle igbir-
ligi yaparlar. Sonugta meydana gelen kan pihtisi doku yapistiricisi olarak
etki gosterir ve sonraki olaylar igin adeta bir kalip ya da c¢ergceve 6devini
g'c';rUr21. Fibrinin depolanmasi ve polimerizasyonu gerceklesirken bir yan-
dan da trombositlerin agregasyonu devam eder; bdylece pihti olusur. Bu
trombus yara iyilesmesi i¢in bir omurga teskil eder. Ayrica enflamatuvar
hlcrelerin yapigsmasi ve yara alanina go¢ etmesi icgin bir substrat gorevi
yaparzz. Sekil 2 de Fibrin olusumunun yara iyilesmesinin enflamatuar ve

tamir fazindaki rolii sematize edilmistir®.

30. dakikadaki mast hiucrelerinden agiga ¢ikan histaminin et-
kisiyle aktif damar geniglemesine bagli gecirgenlik artar. Endotel hucreleri
histaminin ve damarlar tzerinde etkili diger maddelerin muhtemel etkisiyle
yuvarlaklasarak birbirlerinden ayrilirlar. Endotel hicrelerinin  bazal
membranlari agikta kalir ve plazma sizmaya baglar. lltihabi reaksiyonda
granulositlerin damar disina ¢iktigi daha ge¢ doneminde kallikrein sistemi
ve prostaglandinler mikrodamarlardaki genigsleme ve gecirgenlik Gzerinde
devamli kendini gdsteren bir etkiye sahiplerdir. Proteolitik enzimlerin agiga
¢cikmasi kiguk damarlarin bitiinligunt daha da bozar. Lenf damarlari kan
damarlarina oranla daha kolay zedelenebilirler. Fibrin lenf damarlarini ti-
kayarak yaralanma bodlgesinden olan lenf bosalimini engeller ve iltihabi
olayin yerel kalmasina yol agar. Fibrini yikan enzimler tikali lenf damarla-

rini tekrar acacaklardir'®?2,
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2.1.2.4. Anqgiogenesiz ve matriks deposizyonu (cokmesi)

Zedelenmeden 4 gun sonra anlamli angiogenesiz ve matriks
ve matriks deposizyonu (¢cokmesi) gézlenir. Angiogenesiz dokuda granuler
gorunuslu yeni kapiller mevcuttur. Fibroblast buyume faktora 2 (FGF;) ve
vaskuler endotelyal buyume faktortu (VEGF) ilerleyen angiogenesizin yara
bdlgesinde salinmaktadir. Reaktif oksijen drtnleri (ROS), FGF2'nin resep-
tore karsi affinitesini arttirir ve ekspresyonuna neden olur. Sen ve arka-
daslar keratonosit ve kutanoz yara iyilesmesi sirasinda Hidrojen Peroksit
(H202)' nin mikromolar konsantrasyonun VEGF ekspresyonuna neden ol-

dugunu bulmuslardir®®.

Fibroblastlar tarafindan Uretilen yapi molekillerinin Uretildigi
gegici matriks granulasyon dokusunun olugsumu igin destek saglar. Gegici
matriks yerine fibroblast aktivasyonu ile ¢apraz bagh kollejen matriks gel-
mektedir. H,O,, kollajen I, Il, Ill ve IV formasyonu ve sonradan olusacak
gapraz baglarin olusumuna neden olmaktadir. Fibroblast sentezi ve
kollejenden zengin matriks degisimi kadar bu fibroblastlarin
miyofibroblastlara donisumu de yara kugulmesine neden olmaktadir.
ROS, fibroblastlarin miyofibroblastlara dénlisumidnlt saglayarak yara
kontraksiyonuna yardim etmektedir. Bu yara kontraksiyonu yara kenarlari-
nin kiigliimesi ile daha hizli reepitelizasyonu saglanmaktadir®. Yara iyi-
lesme sureci sekil 3'te sematize edilmisgtir.

2.1.2.5. Yaralanma karsisindaki hlicre cevabi:

GCagdags’a gore pihtt  olusumunu takiben, sekonder
vazodilatasyon ve kapiller permeabilitede artis baslar, bdylece akut
enflamasyon baglayarak noétrofiller yara bolgesine girer”. Bu hdcreleri ya-
raya ceken faktorlerden Cb5a, prostaglandin E1 ve E2 ile fibrin

baslicalaridir. Notrofil infiltrasyonu yaralanmadan sonra, takriben 24 saatte
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pik yapar ve monositler yaraya ulasirken notrofiller de yavasga geri gekilir.
Dolasimdaki monositler, makrofajlara dénusiir®®. Wind’e gére makrofajlarin
OmrU polimorf nuvelilerden daha uzun oldudu igin Gglncld gunden sonra
yarada ortama hakim olan makrofajlar, nekrotik dokulari ve yabanci mad-
deleri ortadan kaldinrlar. Ayrica fibroblastlari o bolgeye ¢ekerler.
Fibroblastlar yaralanmadan sonraki ilk 24 saatte gorultrler ve muhtemelen
fibronektin araciligi ile fibrine veya kollajene baglanirlar. Endotel hicreleri
yaralanma bolgesine fibroblastlardan hemen sonra gog¢ ederler. Yaygin
kilcal damar alani meydana gelir. ilerleyen kilcal damarlar oksijen basinci-

nin diisiik oldugu bolgelere dogru giderler'?,

2.1.2.6. Tamir ve venilenme fazi (proliferasyon)

immiin sistem hiicreleri ve onlarin Uriinleri (sitokin ve biiyi-
me faktorleri) yara iyilesmesinin 6zellikle angiogenezis ve proliferatif fazin-
da etkilidir. Fibroblastlar endotelyal hlcrelerin kaynagi olarak angiogenez

surecinde neovaskularizasyonu olustururlar.

Fibroblastlar granilasyon dokusunun olugsumunda kritik huc-
relerdir. Fibroblastlar sadece kollajeni dedil ayni zamanda vyara
remodelinginde 6nemli olan elastini, fibronektini, sulfatlanmis yada sulfat-

lanmamislari ve kollejenaz gibi proteazlari iretirler'®.
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Yaralanmadan hemen sonra fibroblastlar ve perivaskuler
mezensimal hlcreler fenotip olarak farkli olan myofibroblastlara
perivaskuler olarak differansiye olurlar. Bu hidcrenin migrasyonu ve
proliferasyonu blyuk oranda konagdin kemotaktik ve buyume faktorleri
(GF) tarafindan yonlendirilir. Fibronektin sadece kemoatraktan olarak de-
gil, ayn1 zaman da fibrinle ¢apraz baglandiginda miyofibroblastin Gzerine
g6¢ edebilecegi ve daha sonra kollajeni sentezleyebilecegi adheziv bir

iskele olarak rol alir'®.

Cagdag’a gore yaranin derinliklerine go¢ eden fibroblastlar
basta kollajen olmak Gzere bad dokusu sentezine baslar. Nedbe dokusu

olusumunun bu devri fibroplazi olarak bilinir'.

Janquira’ya gore nekrotik doku ve debris temizlendikce
fibroblastlarin gogalmasi ve go¢ etmesi de kolaylasir. Go¢ eden epitel hiuc-
releri ve fibroblastlar debrisle temasa gectiginde kollajeni yikan bir enzim
olan kollajenazi meydana getirirler. Yaralanma sonrasi yaklasik 3-4 gunde
baslayan fibroblast infiltrasyonu ve proliferasyonu barizdir. lyilesme ola-
yinda yaraya fibroblastlarin girisi gok onemlidir, gunkl bu hucreler tamir

dokusunun primer yapisal bilegeni olan kollajeni sentezlerler'®,

Wind’e gdre bundan sonraki iki-dort hafta boyunca kollajen
olusumu hizla artar. Bu donemde olusan fazla kollajen bir gesit iyilesme
koprusudur. Bu donemin sonunda fibroblast sayisi azalmaya baglar. Buna
paralel olarak kollajen sentez hizi da duser. Kilcal damar agi da az sayida
ancak belirgin bir sistem halini almis damarlara dénlsur. Dérduncu hafta-

da yapim ve yikim olaylari arasinda bir denge kurulmus durumdadir'.

2.1.2.7. Kollajen sentezi ve olgunlasmasi

Cagdas’a gore fibroblastlarin farklilasmasina ve kollajen sen-

tezinin bagslamasina yol agan uyarinin ne oldugu bilinmemektedir. Kollajen
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molekullerin mekanik 6zellikleri nedbe dokusunun kuvvet ve sertliginden

sorumlu olan karmasik bir heliks yapisina sahiptir'.

Halkerston’a gore kollajendeki amino asitlerin dizilimi benzeri
olmayan, kendine 6zgu bir sekildedir; %33’Unu glisin, %10’'unu prolin,
%10’'unu hidroksiprolin ve %1’ini de hidroksilizin olugturur. Kollajen yapi-

sindaki esas birim tropokollajendir27.

Orten’e gore tropokollajenin prolinden zengin zincirleri helikal
bir yapi1 olustururlar, bu yapi alfa heliksten oldukg¢a farklidir, drnegin;
helikal yapi daha aciktir, ayrica zincir igi peptid hidrojen baglari olmadigi

gibi, heliks saat yoniiniin tersinedir®.

Halkerston’a gore tropokollajenin Ug¢ alfa zinciri birbiri etrafin-
da saat yonunde, yaklasik olarak her GU¢ amino asitte bir kivrim yapar.
Tropokollajendeki u¢ helikal zincirin birbirine yakinligini yiksek glisin iceri-
gi saglar. Bu bdlgedeki iplikgiklerin her biri baslangicta hem N terminal
ucunda hem de C terminal ucunda non-helikal boélgelere sahiptir. Bu bol-
geler helikal iplikgiklerin hucreden salgilanmasindan sonra matur kollajen

formasyonu sirasinda hidrolize olurlar®’.

Cagdas’a gore yaranin gerilme kuvveti fibroplazi devrinde
hizla artar ve bu artis kollajen senteziyle orantili bir sekilde yukselir. Yeterli
miktarda kollajen Uretildiginde yaradaki fibroblast sayisi azalir.
Fibroblastlarin kaybolmasi; fibroblastik fazin sona erdigini ve olgunlasma

fazinin basladigini gosterir'.

Halkerston’a gore tropokollajen heliksleri arasindaki
intermolekuler ¢apraz baglar kollajenin yavas olgunlagsmasi sirasinda kay-
da deger bir surede olugur. Kollajenin gerilme direncinin bir kismini disulfid
bagdi olmayan bu ¢apraz baglar saglar. Cesitli tiplerde ¢apraz baglar olu-
sur. Fakat bir tek enzimatik reaksiyon s6z konusudur. Bu reaksiyon lizil ve

hidroksilizil residullerinin  aldehit  olusturmak  Uzere  oksidatif
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deaminasyonudur. Enzim lizil oksidazdir. Reaksiyonun oksijen ve bakira

ihtiyaci vardir®’.

2.1.2.8. Remodeling (Yeniden Sekillenme)

Hucre ile ekstrasellilerin matriksin (ECM) iliskide olmasi or-
ganizmada normal gelisim ve fonksiyonun surdurilmesi igin gereklidir.
Matriks Metalloproteinazlar (MMPs) hlicre-matriks yapisini duzenleyen
baglica enzim grubudur. ECM yapisinin bilesimi ve iligkisini dizenleyen bu
enzim  sistemleri  matriks  molekullerinin  hicre  proliferasyonu,
diferansiyasyonu ve hlcre 6limunun dizenlenmesinde baglica roli oynar-
lar. MMPs ¢inko bagimli endopeptidazlar olarak bilinen ECM yapilarinin
birini yada bir ¢gogunu hatta matriks proteini olmayanlarini bile ayirma
Ozelligine sahiptir. MMPs embriyogenez, yara iyilesmesi enflamasyon,
artrit, kardiyovaskuler, pulmoner hastaliklar ve kanser gibi normal ve

anormal stireglerde rol alirlar®®.

Remodeling evrede gerceklesen temel olay kollajenin dina-
mik “yeniden modellenmesi” ve “matir skar” olugsmasidir. Aslinda yaralar
da dahil tum dokularda kollajenin birikimi kollajenolitik aktivite ile kollajen
sentezi arasindaki dengeye baglidir. Yapim ve yikim birlikte giden birbirine
zit olaylardir. Yaralanmadan 20 yil sonra bile yaralar da kollajenolitik akti-

vite de artis tespit edilmistir?®.

Bu arada unutulmamasi gereken konu, yara iyilesmesinin
fazlarinin, biri bitip biri baslar tarzda; kesin sinirlarla ayrilmis olarak gelig-
meyip olaylarin hep igcice gegmis sekilde seyretmesidir. Yara iyilesmesinin
bazi evrelerinde degigken faktorlerin her birine faydali girisimle midahale
edilebilir. Ornegin enflamatuvar cevabi uzatabilecek enfeksiyon ve
debrisle mucadele etmek, debridmana ydnelmek, fibroplazi fazini kisalt-

mak amaciyla agik yarayl kapatmak, kontrakttrleri dnlemek igin iyilesme-
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nin bir an once geligsebilmesini saglamak agisindan yapilabilecek en yararli

islemlerdir™.

Yeniden modelleme safhasi, ECM’ nin modellenmesi ve ge-
lismesi haftalar ve aylar surer. ECM’ nin yapisi degistikge Tip 3 kollejen ile
fibronektin Tip 1 kollejen ile yer degistirir. Boylece dokunun yara gerimi
artar. ECM’ nin yeniden modellenmesi ve birinci safhasinin tamamlanma-
s1, metalloproteinlerin doku inhibitorleri, matriks metalloproteinler ve
kollajenler tarafindan siki sekilde kontrol edilir. Sonunda yaral bolge yara-
lanmadan énceki direncine yaklasir®.

16



2.1.3. Yara Fizyolojisi

Yasayan dokunun temel fonksiyonu ¢ogalma ve kendini tamir
etmedir. Cogalma sureci (embriyogenezis) iyi tanimlanmig homeostatik
ortamda olugur. Organizmanin ¢gogalabilmesi i¢in bir zamana ihtiyaci var-
dir. Yara iyilesmesi embriogenesizi yansitir. Yara c¢evresi devamli olarak
degisir. Yabanci madde ile kontamine olur. Mikro organizmalarla enfekte
olabilir. Yaralanmada sivi kaybi yetersiz beslenme ve fiziksel ¢cevrede bu-
lunan diger faktorleri igceren stresler mevcuttur. Yara gevresi aneorobik
hale gelir. Anaerobik alan daha sonra aerobik olursa kollajen sentezi ve
yeni kan damarlarinin formasyonu hizlanir. Kronik yara iyilesmesi aslinda
ortamdaki oksijen konsantrasyonuna baglidir. Hiperbarik oksijen tedavisi
iyilesmeyen yaralarda yardimci olabilir. Yara kenarindaki epitelyal hucreler
neredeyse yaralanmadan hemen sonra proliferasyona baglarlar.
Proliferasyonu 4-6 saat iginde epitelyal mitoz, glikojen birikimi ve hucre
migrasyonu takip eder. Dermise dogru epitelyal hlcrelerin migrasyonu
gerceklesir. Dermisi epidermisten ayiran yeni bazal membran sentezi uya-
rilir. Bu hucreler granulasyon dokusunu olustururken, yeni olugan bazal
membrana penetre olmaz. Granllasyon dokusu makrofajlarin,
fibroblastlarin ve endotelyal hicrelerin karigimini igerir. Bu doku yuksek
derecede damarlanmaya sahiptir. Enfeksiyona direnclidir ve frajildir.
Granulasyon dokusu makrofajlarla yer degistirmis aktif mikrobisidial
noétrofilleri igerir. Uzun bir zaman periyodundan sonra granulasyon dokusu
yara kenarlarini bir arada tutan fibroskar dokusuna dogru degisiklik goste-
rir. Kronik irritasyon ve enfeksiyonda granulasyon dokusu aylarca ya da
yillarca kalabilir™.

Fibronektinler hicreleri bir arada tutan adezyonu uyaran en
onemli glikoprotein sinifidir ve kollajenin uygun deposusyonuna yardimci
olur. Bu da yara iyilesmesini saglar. ECM ‘de fibronektinlere ek olarak,

kollajenler, lamininler ve proteoglikanlar, mukopolisakkaritler ve
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glikoproteinler aktifdir. Bunlarin hepsi yara iyilesmesinde rol alirlar. Yara

iyilesmesinde asil dayaniklilik veren kollajendir®.

2.1.3.1. Hicre aktivasyonu sitokinler ve hiicre adezyonu

Yara iyilesmesi igin, oncelikli olarak sitokinler tarafindan olu-
san ve hulcre aktivasyonu ve hicre adezyonu gerektigi gériimastir. Sin-
yaller tarafindan olusturulan hlcre aktivasyonu sonucunda hicre
adezyonunda degisiklik meydana gelmektedir. Sinyallerin bazilari hicre-
lerle birlikte gelirken, sitokinler olarak adlandirilan hucre farklilagsmasi ve
aktivasyonunda 6nemli gérevi olan kuguk peptit aracilari da bulunmakta-
dir.

Hucre aktivasyonu terimi yara iyilesmesinde onemli bir yer
tutmaktadir. Programli hdcre 6lumu olan apoptozis, normal fiziksel hucre
¢ogalmasi veya hucre farklilagsmasindan daha degigsiktir. Yara iyilesmesin-
deki hucre aktivasyonu, hicrenin normal ¢ogalmasi yada normal ¢ogal-
masindan once yara bdlgesine dogru hareket etmesidir. Bu hlicre aktivas-
yonu ile artik madde veya mikroorganizmalarin yara bolgesinden uzaklas-
tirlmasi igin lifler ve materyal olusturulmasi saglanmaktadir. Bu aktivasyon
sureci hicreler arasi mesajlari igerir. Bu mesajlarin tamami bilinmese de
NO, HyO, ve O, gibi kiuglik molekdullerin rol oynadigi bilinmektedir.
Sitokinler ve reseptorleri yara iyilesmesi icin ideal hicresel iletisim sagla-
maktadirlar. Tablo 1'de yara iyilesmesinde buyume ve sinyal faktorlerini ve
rollerini géstermektedir. Bluylme faktori reseptorleri uzaktaki hicrelerin
blylme faktorli gérevini yerine getirmesi icin dnemlidir. insilin bagimi
bayime faktorinin (IGF) serumda c¢ozulebildigi bilinmektedir. Buayume
faktorlerinin reseptorleri, buyume faktorlerinin kendileri kadar bu gorevleri

yerine getirmekte 6nemlidir'®.

Daha 6nce tavsan agiz yara dokusunda yaptigimiz bir calis-

mada, epidermal buyume faktor (EGF)'nin titanyum uygulanmis kesi yara-
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sindaki etkisini arastirdik. Alinan doku orneklerinde, EGF’nin lokal uygu-

lamasinin yara iyilegsmesini hizlandirdigi tesbit edildi’.

Hucrelerin, yara iyilesmesinde adezyon sistemleri gegmiste
bir ¢cok arastirmada incelenmistir. Endotelyal hucrelerin, sitokinler, tumor
nekroz faktor-a (TNF- a), interkokin-1 (IL-1), bakteriyel lipopolisakkaritler
ile uyariimasi, I16kosit adhezyon ve migrasyonu yolu ile sonuglanir. Endotel
hicreler yuzey proteinlerin ekspresyonu ile adezyonu uyarir. Bunlar
selektinler (E ve P selektinler), interseltler adezyon molekul-1 (ICAM-1) ve
vaskiler hucre adezyon molekul-1(VCAM-1) olarak isimlendirilirler.
Stimule adezyon molekdllerinin salinimi E selektin, ICAM-1, VCAM-1 tara-
findan degistirilir. Kronik enflamasyonlarda daha uzun sure salinir. Adez-
yon molekulleri hicreler arasinda direk temas saglayacak ekstrasellUer
yapl komponentleri ile desteklenmigtir. Adezyon molekullerine iyilesme

bdlgesine énemli hiicrelerin gelmeleri icin ihtiyac duyulmaktadir'®.
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Tablo 1: Enflamasyon ve baglantili hiicre biiyiime faktorleri'

0

Buyume faktorleri

Kaynaklar

Hedefler

IGF

Insulin bagimh buyume fak-
torleri

Plazma, fibroblast, makrofajlar,
keratinositler

Bir ¢ok hucre tipi
icin mitojenik

TGF-a

Transforming buyime faktor
alfa

makrofajlar, keratinositler,
trombositler ve fibroblastlar

Keratinositler

mitojenik

TNF-a

TUmor nekroz faktor

Makrofajlar, lenfositler

Kemotaktik ve
angiojenik

EGF

Epidermal buyime faktori

Epitelyal hlicreler

Mitojenik

VEGF

Vaskular endothelial buyime

Makrofajlar, keratinositler

Anjiogenezisin

interferonlar

Lokositler, fibroblastlar

uyariimasi
faktord
IL . )
_ Makrofajlar, f!broblastlar, Coklu hedef
interlokinler endotelyal hiicreler
IF

Virtslere karsi sa-
vunmayi uyarir
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2.1.3.2. Yara iyilesmesini etkileyen faktorler

Blyume faktorleri, hiicresel fonksiyonlari endokrin, parakrin,
otokrin veya introkrin mekanizmalarla saglar. Buyume faktorlerinin her-
hangi bir hucreyi etkileyebilmesi, o hicrenin, o faktor i¢in reseptore sahip
olmasina baghdir. Reseptdore baglanma sonucu hucre iginde 6zgun bir
cevaba neden olan bir seri sinyal ortaya ¢ikar. Etki gogunlukla trozin kinaz
uyarilarak saglanir. Her hucrenin farkh bayume faktorleri icin farkl sayida
reseptord bulunur. Blyume faktorlerinin o bodlgedeki konsantrasyonu ve
reseptore baglanan miktari, elde edilecek sonucu belirler. Matriks de, bu-
yume faktorlerinin ¢dzinebilirligini degdistirerek, hicresel aktiviteleri duzen-
leyecek faktor konsantrasyonunun degdismesini sagdlayabilir. Ayrica
matriks, buyume faktorlerinin baglanip ¢ozulmesini ayarlayarak, ortamdaki
faktorler igin rezervuar gorevi gorur. Yine matriks, herhangi bir hucrenin

herhangi bir biiyiime faktdriine verecegi yaniti belirleyebilir'.
2.1.4. Yara iyilesmesi Tipleri
- Primer yara iyilesmesi
- Gecikmis primer yara iyilesmesi
- Sekonder yara iyilesmesi

- Yluzeyel yara iyilesmesi olarak siniflandirabiliriz.

2.1.4.1 Primer vara iyilesmesi:

Olusan yara 12-24 saat iginde kapandigi zaman meydana
gelir (6rnegdin, temiz cerrahi kesi, temiz yara) yara kenarlari, direkt sutlr
atilarak, doku tutkali, bantlari veya mekanik bir alet kullanilarak yaklagtiri-

lir. insizyon, epitelial bazal membranin devamliliginin sadece fokal olarak
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bozulmasina ve goreceli olarak daha az epitel ve altindaki konnektif doku
hdcrelerinin 6limine neden olur. Sonug¢ olarak epitel rejenarasyonu,
fibrozisi baskilar. Ayrica iyilesme slrecinin tim basamaklari arasinda uy-
gun bir denge oldugundan (hucresel ¢ogalma, kollajen metabolizmasi,
martiks metalloproteinaz aktivitesi, ekstraselller matriksin yikimi dahil),

yaralar iyi iyilesir ve tam kapanmaya dogru hizla ilerler®.

2.1.4.2. Gecikmis primer vara ivilesmesi

Kontamine olmus veya acik birakilan ancak daha sonra en-
feksiyonu engellemek igin kapatilan kéta bigimlenmis yaralarda meydana
gelir (6rnedin 1siriklar, peritoneal bulag). Deri ve subkutan6z dokular ya-
pismadan birakilmigtir (suturlar yerlestirilmis, ancak baglanmamig olabilir)
ve kapanma konak savunmasinin (savunma sisteminin) yarayi uzaklastir-

maya yardim etmesinden sonra gergeklesir.

3-4 gun sonra, fagositler lokal olarak yara bdlgesine gelir ve
inflamatuar hicreler, kontaminasyona neden olan bakterileri tahrip eder-
ler. Yara kenarlari, birkag gun gecikmeden sonra bile birbirine
yaklagtiralabilir. Kollajen metabolizmasi, genellikle etkilenmez dolayisiyla

yara kapanma sanki hemen olmus gibi gerim kuvvetini korur®,

2.1.4.3. Sekonder vara iyilesmesi

Blyuk travmalarda, agir yaniklarda ve bazi cerrahi islemler-
de (6rnegdin laporostomi) oldugu gibi, fazla miktarlarda yumusak doku ka-

yiplariyla olusan yaralarda goéruldr.

Epitel hucrelerin rejenerasyonu yalniz bagina orijinal yapiyi
tamir edemez. Kollajenle désenmis ekstraselller matriksin birikimini taki-
ben yara kenarlarinda igeriye dogru grantlasyon dokusu buylr. Bdylece

acik full-thickness yaralar, yara kasiimasini ve epitelizasyonunu takiben
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kapanirlar. Ornegin blylk deri hasarlari, alti hafta igerisinde blyiik oranda
kasilma ile orijinal boyutlarinin %5-10 oraninda kugullr. Fibroblast ile duz
kas hucresi arasinda yapisal 6zelliklere sahip miyofibroblastlar bu tip bir
iyilesmede anahtar rol oynadiklari dusunulmektedir. Yaralanmadan yakla-
sik U¢ gun sonra yara iginde gorunurler ve onuncu- yirminci gunler arasin-
da sayilari maksimum dizeye c¢ikar. Sekonder yara iyilesmesi yavastir;
istemsiz kasilmalara (6zellikle eklemlerde) ve fonksiyonel kisitlamalara

neden olabilir.

2.1.4.4. Yizeyel vara iyilesmesi

Yuzeyel yaniklarda, split-thickness donor graft boélgelerinde,
epitel ve dermisin yuzeyel (papillar) kismini iceren abrazyonlarda goruldr.
Hucrelerin bazal tabakasi hasarlanmamistir ve dermal gikintilar igerisinde-
ki epitel hacreleri, kil folikUlleri ve sebastz bezler agikta kalan dermisin
yeniden yapilanmasini saglarlar. Hlcreler, yarayi ¢evrelemek igin bazal
tabakadan birbirlerine dogru hareket ederler. lyilesme tamamen
epitelizasyonla olur. Anatomik ve fizyolojik restorasyon hemen hemen ta-

mamlanmistir®®.

2.1.5. Yara iyilesmesini Etkileyen Faktorler

Bir ¢cok faktor yara iyilesmesini etkilemektedir. Bunlar lokal ve
sistemik faktorler olarak siniflandirilabilir. Tablo 2 de bu faktorler gosteril-

mistir.

2.1.5.1. Lokal faktorler

iskemi, enfeksiyon, cerrahi teknikler, ddem ve yiiksek doku
basinci gibi bircok faktor yara iyilesmesini etkilemektedir.
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2.1.5.2 Sistemik faktorler

Diyabet, vitamin eksikligi, hipotroidizm, Ehler-Danlos send-
romu, koagulasyon bozuklugu, yas, genel travma, ates, sepsis, karaciger
bobrek hastaliklar, sigara, kortikoid kullanimi, kemoterapi, radyoterapi,
siklosporin A, malnurisyon, beslenme bozlukluklari yara iyilesmesini etki-

leyebilecek cesitli faktorlerdir.

Sistemik faktdrlerin immun fonksiyonlari ve kollejen Uzerinde
endojen etkileri oldugu gibi lokal faktorler Gzerinde de etkileri vardir. Bunlar

yara iyilesmesini geciktirirler®'.
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Tablo 2: Yara iyilesmesini geciktiren lokal ve sistemik faktorler®

Yara iyilegsmesini engelleyen lokal ve sistemik faktorler

Lokal

- yetersiz kan miktari
- artmis deri gerilimi
- zayIf vendz drenaj

- yabanci cisim ve yabanci cisim
reaksiyonlari

- deri doékidlmesinin varligi ve/veya
yasayacak durumda olmayan doku

- devamli mikroorganizma varligi

- fazla lokal mobilite
- altta yatan osteomiyelit

- enfeksiyon

- malign transformasyon
(Marjolin’s Ulser)

Sistemik

- ilerlemis yas ve genel hareketsizlik
- obezite

- malnaGtrisyon

- protein ve vitamin yetersizligi, (0zellikle A ve
C) velveya eser elementler (6rn; Zn)

- sistemik malignansi ve 6limcul hastaliklar

- herhangi bir sebeple sok
(6rn; hemoraji, sepsis)

- kemoterapi ve radyoterapi

- immuUnsupresan ilaglar, kortikosteroidler,
antikoagulanlar

- periferal vaskiler hastaliklar ve vaskdilitler
- vendz 6dem ve lenfédem

sistemik hastaliklar(érn; diabetes mellitus,
bag doku hastaliklari, romatid artrit, metabolik
hastaliklar)

konjenital ya da kazanilmig spinal kord
patolojilerine sekonder olarak néropati, lepra

kalitimsal nétrofil bozukluklari (6rn; 16kosit
adezyon yetmezIigi)

bozulmus makrofaj aktivitesi (malokoplaki)
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2.2. Serbest Radikaller ve Antioksidan Sistem

2.2.1. Serbest Radikallerin Olusumu

Aerobik canlilarda dnemli derisim ve gesitlilikte radikal Gretimi
ve yuksek derisimde nitrik oksid sentezi vardir. Nitrik Oksit (NO), oksijen
radikalleri ile tepkimeye girerek veya oksijenli ortamda oksitlenerek, kendi-
sinden ¢ok daha reaktif turlerin olusumuna neden olur. Oksijen radikalleri-
nin fazla yapiminin neden oldugu etkilerin toplami “oksidan stres” diye ad-
landirihir. Oksidatif hasar superoksitten kaynaklanan radikaller ile NO’in

reaktif tdrlerinin neden oldugu hasarlarin bir toplamidir®?.

Superoksitler

Aerobik canlilarda super oksitlerin hidrojen peroksiter ( H2O5)
cevrilmesi katalitik aktivitesi ¢ok yuksek bir enzim olan super oksit
dismutaz (SOD) tarafindan katalizlenir®?,

O,+0; +2H" — H,0,

Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektrona in-
dirgenmesi ya da suUperoksitlerin enzimatik dismutasyonu tepkimeleri so-
nucu olusur. H,O> ‘in pKsi 10.6 oldugundan, nétral ve asidik kogullarda net
yuk tagsimaz. Biyolojik zarlari kolayca gecgebilir. Yapisinda paylagsilmamis
elektron icermediginden radikal 6zelligi tasimaz, reaktif bir tir dedgildir.
H20,'in oksitleyici bir tlr olarak bilinmesinin nedeni, bakir, demir gibi metal
iyonlari varliginda hidroksil radikalinin ( OH ) 6nclll olarak davranmasi-

dir®?,

'OH radikali organizmada iki sekilde olusur.
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1-lyonlastirici radyasyonun etkisi ile sulu ortamda su mole-

kullerinin iyonlagsmasi,
2H,0 — H,0" +e” + HO
2-H,0; ‘in eksik indirgenmesi ile gerceklesir.
H20, + Askorbat (ya da O 2)Fe.C¢ OH+Semidehidroaskorbat

Haber-Weiss tepkimesi ya da Fenton tepkimesi olarak ad-
landinlan bu tepkime ile ne kadar 'OH olusacagi, vucutta Uretilen H20O,

derigsimi ve serbest metal iyonunun varligina baghdir.

Radikalik tepkimeler zincirleme tepkimelerdir. Bir tek OH ile
baglatilan tepkime, her seferinde katlanarak yayllma yetenegine sahiptir.
Hucre zarinda gergeklesebilen bu tur tepkimelere lipit peroksidasyonu de-

nir.

Nukleik asitler, proteinler ve lipitlerde baslatilan radikale bagh
tepkimelerde binlerce farkli ara urtin olusabilir. DNA tepkimesi sonucu baz
modifikasyonlari, baz delesyonlari, zincir kirilmalari gergeklesebilir; ileri
derecede ki DNA hasarlari tamir edilemediginden hicre olimine neden
olur. Proteinler Uzerinde olusan oksidasyonlar yap! degisimine neden ola-
cagindan, proteinler proteolitik yikima goéturtlir. Hucre zari su igermedi-
ginden "OH’in baslica hedefi yag asitleridir. Zar lipidlerinin peroksidasyonu
zarin yapisini bozar ve gegirgenligini artirip yine hucre 6lumune neden

olabilir®?.

2.2.2. Serbest Radikallerin Organizmadaki Etkileri

Serbest radikaler, 6zellikle antioksidanlarla dengelenmedigi
bazi durumlarda organizma igin zararli olabilmektedir. Oksijen

toksisitesinin kimyasal mekanizmasinda en populer teori hicre iginde
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olusmus O, radikalleri ve kimyasal olarak aktif diger oksijen
metabolitlerinin olusturdugu hicre hasaridir. Serbest radikaller sayilan re-

aksiyonlarin ya hepsini ya da bir kismini kapsarlar:
1. Diger molekulleri ayirt etmeksizin atake eder.

2. Oksijen tliketimi zincir reaksiyonunu basglatir. Ornegin; tek

serbest radikalin ¢ok sayida diger molekdulleri hasarlandirmasi gibi.

3. Yapisal proteinler, enzim ve DNA benzeri molekullerde

rastgele capraz bag ve fragmantasyona neden olur®.

Reaktif oksijen turleri (ROS) en 6nemli hasari lipidler tzerin-
de yapar. Poliansatire yag asitleri serbest radikallere karsi oldukga duyar-
hdir. Yag asitlerinin oksitlenmeye baslamasiyla birlikte bir dizi reaksiyon
sonucunda lipid peroksidasyon drunleri meydana gelir. Lipid

peoksidasyonun son iriinii ise malondialdehittir (MDA)>*.

2.3. Antioksidan Savunma Sistemi

Reaktif oksijen turlerinin olusumunu ve bunlarin meydana ge-
tirdigi hasari dnlemek igin vicutta birgok savunma mekanizmalari gelis-
mistir. Bunlar antioksidan savunma sistemleri olarak bilinir. Antioksidanlar,
peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif oksijen
stipiirerek lipit peroksidasyonu inhibe ederler’”.

Oksidanlarin zararli etkileri antioksidanlar tarafindan azaltilir.
Antioksidanlar; oksidanlari engellemeden 6nce canli biyolojik hedefler ile
reaksiyona girerler, zincir reaksiyonlarini ve oksijenin yuksek reaktif Grtn-

ler olusturmasini énlerler.

Hucreler oksidatif harabiyeti dnleyen, sinirlayan ya da kis-
men tamir eden koruyucu mekanizmalara sahiptirler. Antioksidan savun-

manin 6nemli bir kesimini superoksit ve H,O, temizleyen spesifik enzimler
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olusturur. Bunlar SOD, katalaz (CAT) ve glutatyon peoksidaz (GSH-Px)

enzimleridir® -3’

Canlilarin yasami igin glutatyonun redikte olan seklinin
(GSH) yuksek ve okside olan seklinin (GSSG) ise duguk konsantrasyonda
olmasi gerekir. GSH serbest radikaller i¢in proteinlerin sulfidril gruplarina
gbre daha fazla serbestlenen bir substrattir. Boylece proteinlerin sulfidril

gruplarinin oksidasyonu 6nlenir®®=°,

Glutatyon, glutatyon peroksidaz icin redukte formunu olugu-
munda bir substrat gibi kullanilir. H,O» ve lipid peroksitleri inaktive eder ve

radikal zincir reaksiyonlarin olusumunu 6nler®#°.

2.3.1. Yara lyilesmesi Tedavisinde Antioksidanlar

Cesitli dusuk molekul agirlikh molekullerin derideki yara iyi-
lesmesinin duzenlemesinde etkili oldugu belirtiimigtir. Bunlar, endojen mo-
lekdlleri, glutatyon, ubiquinon, Urik asid ve lipoik asidi icerir. Bunun yanin-
da E ve C vitaminleri karotinoidler fenolik bilesimler de bulunmaktadir. Ya-
ra igerisinde bu antioksidanlarin gorev olarak 6nemi derideki yara iyiles-
mesinde diizeylerinin azalmasidir. Ornegdin normal doku ile karsilastiginda
yara dokusunda vitamin E, askorbit ve glutatyon dizeyinin %60-70 azaldi-
g1 gortlmastir. Normal dizeylerine dénus ise glutatyon igin 14 gunu bul-
mustur. ilging olarak geng farelerle kiyaslandiginda yagh farelerde vitamin
E ve glutatyon seviyeleri daha fazla dugmustur. Bu yagli farelerde yaranin
iyilesmesinin gecikmesi ile uyumludur. Diyabetik farelerde ise glutatyon

dusiik seviyededir®.

Yuksek oksidatif stres nonenzimatik antioksidanlarin azalma-
sina yol acar. Bu etki daha ¢ok akut durumlarda gozlenir. Antioksidanlarin
yaraya eklenmesi hicrelerin oksidatif hasarini dnler ve iyilesmeyi arttirir.

Cilt iskemisi I6kositler tarafindan aktive edilen oksidatif stres igin uygun bir
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modeldir. E vitamini ve taurin yara iyilesmesinde etkilidir.Benzer olarak
taurin, kitosan jel olusumu olup antioksidan olarak kullanilir ve

reepitelizasyonu germe kuvvetini ve kollajen uretimini yara iginde uyar|r24.

Diyabetik yaralarda antioksidanlarin eklenmesi yara hucrele-
rini oksidatif stres karsisinda korur. Fibroblastlar yuksek glukoz altinda
blyudiugunde dusuk kontraksiyon kabiliyeti ve buyume faktorine karsi
direng olusturur. Bu da keratinosit artigina ve bu sayede apoptozise uygun
bir durum olugumuna neden olur. Glutatyon fiboblastlari yeniden dizenler
ve keratinositleri apoptozisden korur. Askorbik asit, selenyum, vitamin E,

karotenoid ve Q10 fibroblastlar Gizerinde etkilidir?.

2.3.2. Yara lyilesmesi, Reaktif Oksijen Uriinleri ve

Antioksidanlar

ROS olarak adlandirilan, organizmada surekli olarak fizyolo-
jik ve patolojik suregte rol alan bu Urlnler dzellikle antioksidanlarla denge-
lenmedigi bazi durumlarda organizma igin zararli olabilmektedir. ROS yara
iyilesme surecinin tum basamaklari ile ilgilidir. Migrasyon, adhezyon,
proliferasyon, neovaskularizasyon, yeniden modellenme ve apoptozis yara
iyilesme surecinde ROS tarafindan modiule edilir. ROS normal yara iyiles-
mesi surecinde inflamatuar huicreler tarafindan olusturulur ve bu surecte
batunleyici rol oynar. Ancak ROS yapiminin artmasi iyilesmeyen yaralar
ile sonuglanir. Notrofiller ve makrofajlar ROS® un kaynaginin gogunu olus-
turur*’. Vaskiller bozulma, inflamatuar yanit ve anjiojenez siiresince
reperflizyon ROS yapimina baglanabilir. Oksidatif yaralanmanin derecesi
antioksidan-oksidan sistem dengesine baglidir. Antioksidanlarin uygulan-

masi yara iyilesmesinde yararhdir®®.

iskemi ve inflamasyona bagli doku yaralanmalarinda ROS’un
asiri salinimi iyilesme sireci igin yikici ve zararh bir olgudur. Bu ylzden

ROS’un temizlenmesi normal yara tamirinde temel adimlardan biridir. Ya-
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pilan bir galismada periodental yara iyilesmesi boyunca antioksidan enzim
aktiviteleri calisiimistir. Doku 6rnekleri, kdpegin birinci kiiglk azi ile birinci
blyUk azi disleri arasindan flap kaldirilarak alinmistir. 3,12,21 ve 30 ncu
gunde biopsi yapilan bolgelerden dis eti drnekleri ile GSH-Px, CAT ve
SOD duzeyleri o6lgulmuagtur. Butun enzim aktiviteleri 3.ginde normal de-
gerlerin ylzde ylzunden daha fazla artmistir. 30 glnin sonunda SOD
aktivitesi normal deg@erinin altina dismus; CAT aktivitesindeki artis ise 21
gunden itibaren azalmistir. GSH-Px da ise 3ncu gunden sonra azalmis ve
30 ncu giinde normal degerinden de asagi diismistiir’®.

Serbest radikaller de yara iyilesmesinde varligi gosterilen
faktorler arasindadir. SOD anyonu NO ile birleserek peroksinitriti (ONOQO')
olusturmakta bu da lipid peroksidasyonuna neden olmaktadir. Tek basina
NO lipofilik  peroksil radikalleri ile reaksiyona girerek lipid
peroksidasyonunu Onlemektedir. SOD bu cgergevede protektif bir etkiye

sahiptir*?.

Vaskuler bozulma, inflamatuar yanit ve anjiogenez suresince
reperflizyon ROS yapimina baglanabilir. Oksidatif yaralanmanin derecesi
antioksidan-oksidan sistem dengesine baglidir. Antioksidanlarin uygulan-
masi yara iyilesmesinde yararlidir®. Rediikte glutatyonu azaltici maddeler-
le muamele edilen gingival fibroblastlar NO ya bagli olarak hasara ugra-
maktadirlar. Bu hasar askorbik asit L-sistein gibi antioksidanlarin verilmesi

durumunda azalmaktadir®®.

2.3.3 Oksidatif Stres ile ilgili Sitokinler, Biiyiime Faktorleri Ve

lyilesme

Blyume faktorleri ve sitokinler yara iyilesmesi sirasinda
diferansiyasyon ve hiicre cogalmasi fazinda yer alirlar. Ornegin Dénisti-
rucu buayume faktor alfa (TGF- a/ Transforming Growth Factor)

membrana bagl peptid olarak sentez edilir ve buyume faktorleri olarak rol
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alir. Sitokinlerin sentezi ve salinimi buyume faktor F aktivitesinde etkilidir.
Her sitokin bir reseptdre sahip olmalidir. Ayrica hem growth faktér de hem
de reseptoru aktif olmalidir. TGF-3 serine/threonin Uzerinden sinyal meka-
nizmasin da rol oynar. VEGF, kapiller yatagin rejenerasyonu igin
endotelyal hucreler prolifere olurken kritik rol oynar. TNF-a hicre dlumua,
apoptoziz, DNA fragmantasyonu, lipit peraoksidasyonu ve mitokondrial
elektron transportunun inhibisyonunu etkiler. IGF endogen asetil kolin re-
gulasyonun da gorevlidir. EGF differansiyasyon ve hucre proliferasyonun
da rol oynar. Kulturde EGF eklenmesi apoptosiz baglangicini 6nler.

IL-1 hicre profliferasyonu ve yara iyilesmesinde protein kinaz

C (PKC) uzerinden etkilidir. T hticre aktivasyonunda rol alir.

interferonlar viral ve parazitik enfeksiyonlara karsi defansta
rol alan polipeptit grubudur. Bunlar viral enfeksiyonlara karsi konagin
immn sistemini uyarir. interferon-y (IFN-y) uyarilabilir iNOS (retimini akti-

ve eder®.

2.4. Nitrik Oksit

NO, 1987 deki biyolojik tanimlanisindan sonra yogun ilgi ko-
nusu olmustur. NO birgok biyolojik sistemde kritik bir mediatér olarak ta-

ninmaktadir. Bir “Hizmetci “rolii vardir***°,

NO kucguk, difize olabilen ve NOS olarak adlandirilan enzim-
ler araciligi ile L-argininden sentezlenen serbest radikaldir. Makrofaj, len-
fosit, nétrofil ve monositlerde iINOS fonksiyonuna bagl olarak yogun mik-

tarda yapilmaktadir*®.

Yapilan c¢alismalarda, organizmada bir ¢ok fizyolojik ve
fizyopatolojik olaylarin regulasyonunda NO’un 6énemli rolleri Ustlendigi go-
rilmastir.  Molekller yapisinin kiglik olmasi nedeniyle NO ideal bir

interselliiler ve transelliiler araci molekldir***°.
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2.4.1. NO yapimi, NOS izoenzimleri ve Fonksiyonlari

2.4.1.1.Nitrik oksitin fonksiyonlari:

Damar duz kas tonusunu duzenler. Trombosit kimelenmesi-
ni inhibe eder. Bir norotransmitterdir. Enfeksiyonla savasta yararli olabile-
cek sitotoksik rolleri vardir. immunomodiilatordiir. Lenfosit fonksiyonu re-

giilasyonun da gérevlidir***°.

NO molekull pikomolar duzeylerde yapisal nitrik oksit sentaz
(cNOS) ile fizyolojik ve koruyucu etki gosterir.

NO, fizyolojik sartlarda mukus salgisini ve epitelyal hicreler-
de sivi sekresyonunu atrtirarak bakterilere, toksinlere ve safra tuzlari gibi

irritan maddelere kargi koruyucu etki gosterir.

Endotel kaynakli NO farkli organlarda kan basinci, kan akimi

ve vaskuler tonusun fizyolojik olarak duzenlenmesinde rol oynar.

NO nanomolar dizeylerde iINOS Uzerinden proinflamatuar ve

hasar olusturucu etkiler gosterir.

Oksidatif stres altinda NO'nun apoptozisi, sitotoksisiteyi,
mutagenezisi ve DNA hasarini arttirici etkisi vardir.

Ayrica NO demir sulfur iceren enzimlerin fonksiyonunu degis-

tirir, mitokondrial solunumu bozucu zararl etkiler gosterir.

NO'nun superoksit reaksiyonu peroksinitrit izerinden hidrok-

sil ve nitrojen dioksit radikallerini olusturur.

Olusan peroksinitrit hiicrede nukleer bir enzim olan poli ADP

riboz sentazi (PARS) aktive eder. PARS enzimi nikotinamid adenin
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dinukleotidi substrat olarak kullanir. Sonugta bu olay ATP tuketimine ve

hicrenin dlimune yol agabilir.

NO, kararsiz bir molekul olmasi nedeniyle daha kararli ancak
inaktif yapidaki nitrit (NO2) ve nitratlara (NO3) déniisiir*’. Bunlar sivi fazda
olup serum ve idrarda NO yapiminin gostergesi olarak kismen kullanilabi-
lirler***®, Hemoglobin olmayan doku kiiltiiriinde esas stabil biyoreaksiyon

Grand nitrittir*’.

Yapilan c¢alismalar organizmada bir ¢ok fizyolojik ve
fizyopatolojik olaylarin regulasyonun da NO’un 6nemli roller ustlendigi yo-

nundedir.

2.4.1.2. NO Sentezi Yapilabilen Hucreler

Makrofajlar, nétrofiller, mast hiucreleri, noradrenarjik kolinerjik
inhibitdér ndronlar, fibroblastlar, duz kas hicreleri, endotel ve epitel hicrele-

ri NO sentezi yapabilirler.
NO izoformlari
NO’nun 3 izoformu vardir.
* Neutral NO

* Nitrosonium katyonu

« Nitrosonium anyonu**#°

NO invivo kogullarda NOS enzimi araciligi ile sentez edilir.
Degisik izoformlari olan NOS enzimi yar1 esansiyel bir amino asit olan L-
arginin’ in 1 veya 2 terminal guanido gruplarinin oksidasyonu ile L-citruline
katalize edilirken NO sentezlenir. Bu reaksiyonda O, ve Nikotinamid
Adenin Dinukleotid (NADPH) kosubstrat, Tetrahidrobiopterin (BH4) ve
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Flavinoidler (FAD, FMN) ise koenzim olarak rol alirlar. NO unstable bir mo-
lekaldir ve kisa slrede daha stable ancak inaktif yapidaki nitrit ve nitratla-
ra donusurler. Bunlar sivi fazda olup serum ve idrarda NO yapiminin gos-

tergesi olarak kismen kullanilabilirler***.

Son yillarda oksijen radikalleri ile 6zellikle de superoksit an-
yonu (O27) ile olan karsilikli etkilesimler énemli bir hale gelmistir. NO ve
O, ¢ok sitotoksik olan ONOQO™; olusturmak Uzere birlesirler. Bu da lipit
peroksidasyonuna neden olur; oysa ki NO tek basina, lipofilik peroksil ra-
dikalleri ile lipit peroksidasyonunu onlemek icin reaksiyona girer. NO ve O
nin bire bir oldugu konsantrasyonlar da lipid peroksidasyonu meydana ge-
lirken NO fazlaligi olan durumlarda ise bunun tam tersi bir etki meydana
gelir. NO ve O, arasindaki reaksiyon ¢ok hizli bir sekilde meydana gelir.
Super oksid anyon vyakalayicisi olan SOD, endoteliyal hucrelerin
ekstrasellller yuzeyine badlanir ve bdylece endotelial NO olusumunun

kaynagini kapatir, bu da koruyucu mekanizmanin bir 6rnegi olabilir®®.

2.4.1.3 NOS Enzimleri

néral NOS (nNOS),
endotelyal NOS (eNOS),
indUklenebilir NOS (iNOS) ‘dur.

NNOS ve eNOS'a birlikte cNOS denir. INOS ise uyaranlarla
induklenme 0zelligine sahiptir. cNOS aktivitesi glukokortikoidlerden etki-
lenmezken, iINOS indliksiyonu glukokortikoidlerce inhibe edilir. Bununla
birlikte INOS eksprese edildiyse aktivitesi glukokortikoidlerden etkilenme-
mektedir. Endotoksin ve proinflamatuar sitokinlerin (bazi interlokinler, TNF
ve interferon) iINOS'u indukleyerek NO Uretimini arttirdigi gosterilmistir.
Lipopolisakkaritler ile uyarilan makrofajlarda 2 saat sonra mRNA ve 4 saat

sonra iINOS proteini meydana gelmektedir®”.
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Kalsiyum bagimli olan cNOS, piko molar duzeylerde NO Uure-
tir ve daha sonra nNOSve eNOS tiplerine farklilagir. nNOS insan beyninde
iskelet kasinda ve periferal sinir sisteminde genis olarak dagihm gosterir.
Ayrica fare epidermisinde ve kil kok kilifinin disinda da bulunur. eNOS ise
baglica dermal endotelial hucrelerde ve bazal keratinositlerin
stoplazmasinda  bulunmaktadir. iINOS ilk olarak kemirgenlerin
makrofajlarinda bulunmus, fakat daha sonra bir grup iINOS enziminin,
keratinositler ve Langerhans hucrelerinde de bulundugu gosterilmistir.
iINOS enzimi, Ca*? bagimsizdir. Buna ragmen kalmodulinin baglanmasi
¢ok guglu bir sekilde gergeklesir ve Ca*? konsantrasyonundan bagimsiz
gibi gérinmektedir. INOS'un ekspresyonu; dokuya 6zel bir uyari ile genel-
likle inflamatuar sitokinlerle veya bakteriyel lipopolisakkaritlerle (LPS) bas-
latilir. Bu cNOS’tan ¢ok daha fazla miktarlarda (nano molar duzeylerde)
NO salinimina neden olur ve bircok parazit, bakteri ve timor hicreleri Gze-

rinde daha guglu bir sitotoksik etkisi vardir.

Ayni molekulin fizyolojik, homeostatik regulator ve ayni za-
manda potansiyel biosid olusu ilgingtir. Bu fark NO ‘nun degisik konsant-
rasyonlar da degisik etkileri olmasi ve NO gibi davranan diger molekuller

yuzindendir.

NO’nun en iyi bilinen biyolojik fonksiyonu hem’e bagli yolda
Guanilat Siklazin aktivasyonuna neden bir sinyal molekulu olarak rol al-
masidir. Bdylece cGMP seviyesi yukselir ve Ribonukleotid Reduktazin
inhibisyonu ile veya akanitoz ve mitokondrial demir igceren sitokromlarin

inhibisyonu ile sitostatik /sitotoksik molekiil olarak rol alir**42.

insan dermal papiller hiicreleri, endotoksin ile inkiibe edilir
ise NO aciga cikarir ve cGMP bagiml fosforilasyon yolu ile K *1_Ca* ka-

nallarini modiile eder®®.

Polimorf nuveli l6kositler nekroze olmus dokulari ortadan

kaldirarak yaralanan bolgeden bakteri ve yabanci cisimleri uzaklastirirlar.
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Béylece enfeksiyon gelisimini engellerler*®. Bélgedeki makrofajlar fagosi-

toz yaninda biiylime faktorleri icerirler ve aktive olarak NO sentezlerler™.

Ayni anda farkli hlcre turlerinden sentezlenen, otokrin veya
parakrin mediator fonksiyonu géren NO, NOS enzimi ile sentezlenmekte-
dir. NOS stereospesifik olarak yari esansiyel aminoasit olan L-arjinini

substrat olarak kullanmakta ve sonugta NO ve L-citrulline olugmaktadlr‘”.

2.4.1.4. NOS inhibitorleri

L-arginin analogu olanlar:

Bu enzimlerden NG-monometil- L-arjinin (L-NMMA), N(G)-
nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) veya NG-nitro-L-arjinin (L-NNA)
gibi guanidin ucundaki degisiklik gosterenler,

L-arginin analogu olmayanlar:

7-NI(7-nitroindozol bu madde daha ¢ok néronal NOS’u inhibe
eder), 1400W, iminoetil L-ornitine (L-NIO), N-(1-iminoetil)-L-lizin,
merkaptoetilguanidine, aminoguanidine (AMG) ve L-canavanin (daha zi-
yada iINOS'u inhibe eder)*’.

2.4.2. Yara lyilesmesi ve NO

Yarada da arginin, NO ve sitrulline NOS araciligi ile
metabolize edilebilmektedir. Burada ki olusum sureci uzun donemde mey-
dana gelmekte ve makrofajlar olusan NO dan sorumlu tutulmaktadir®®. NO
yapimi uyarildiginda keratinosit gelisimi inhibe olmaktadir. EGF, NO ya-
pimini azaltarak iyilesmeyi hizlandirici etki gosterir. Bu nedenle yara iyi-
lesmesinde iki faz 6ngorulmektedir. Birinci fazda NO yapimi artigi ve en-
feksiyonun onlenisi, 2 nci fazda ise EGF yapiminin artisina bagl olarak

keratinosit gelisiminin hizlanigi esastir. NO, major histokompatibilite komp-
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leksi (MHC) molekullerini makrofajlarda azaltarak T hucrelerine antijen

sunulusunu inhibe etmektedir®'.

2.4.2.1. Yara iyilesmesinde nitrik oksit mekanizmasi

L-argininin biyolojik efektér molekdl NO ‘nun yapimi igin tek
substrat oldugu gosterilmistir. Arginin yara dokusunda NO sentaz ile
sitruline ve NO’ya veya arginaz ile Ure ve ornitine metabolize olmaktadir.
Arginin seviyesi yara dokusu sivisinda olgulemeyecek kadar dusik sevi-
yededir ve NO sentezi ve ornitin igin kullanilarak bu sentezleri destekle-
mektedir. Yara dokusunun NO ‘u sentezleyebildigi gosterilmistir. NO ‘nun
iyilesmedeki rolu konusundaki ¢galismalar geligkilidir. Yara iyilesmesinde rol
oynayan inflamatuar hucrelerin ve fibroblastlarin invitro inflamatuar
stimulasyon sonrasinda uyarilabilir NOS formunu olusturabildikleri gdste-
rilmistir. insan dermal fibroblastlarinin hem iINOS hem cNOS izoformlarini
serbestleyebildikleri gosterilmistir.

immiinoblotting yéntemiyle yara makrofajlarinda iNOS yapi-
minin arttig1 gdsterilmistir. LPS ve IFN-y ile yara makrofajlarinin stimile
edilmesi INOS yapiminin daha fazla artirmamaktadir. Bu da yara
makrofajlarinin NO sentezi icin maksimal olarak stimule olduklarini gos-

termektedir.

Yara iceren deri kesilerinde iINOS immunoreaktif makrofajlar
tesbit edilmistir. immunoreaktif inflamatuar yanit tesbit edilmemistir. Yara-
nin Uglncu glinunde ¢ok az yara hicresi, fakat yaranin 7. ve 10. glnlerin-
de yara makrofajlarinin buyuk bir kismi iNOS ile pozitif olarak boyanmisgtir.
Diger hucrelerden endotelial hucreler ve fibroblastlar da iINOS yoninden
pozitif olarak boyanmigtir. Yani bu hlcrelerde de iINOS aktivitesi gozlen-

mistir*®. Yara iyilesme siirecinde NO diizeyleri Sekil 4 te gosterilmistir.

NO sentezinin yara olusumundan once inhibe edilisi yara iyi-
lesmesinde gecikmeye neden olmaktadir®®. Tendon iyilesmesi siirecinde
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normalde ¢ok dusuk duzeylerde bulunan NO 6.ve 24. saatlerde artis gos-
termekte, 3. gln en Ust dizeye ulagsmakta 3-7 glin arasinda ise anlamli
olarak yuksek kalmaktadir’®. Deri yaralanmasini takip eden 24 saat igeri-
sinde yara dokusunda iNOS ekspresyonu artar, maksimal ekspresyon 1.
ve 5. gunler arasinda gergekle§ir53. Sekil 4 de yara iyilesmesi safhalarinda

NO’nun degisimi ve hiicrelerin faaliyetleri gosterilmistir®.

INOS’ un, eksizyonel yaranin iyilesmesinde énemli bir etkisi

oldugu halde; insizyonel yara iyilesmesinde higbir etkisi yoktur?*>*.
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Sekil 4: Yara iyilesmesi safhalarinda NO’nun degigimi ve hiicrelerin faaliyetleris.
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2.4.2.2. NO ve Angiogenezis

Yeni mikro damar olusturmanin sidreci olan angiogenezis
normal yara tamirinin dnemli bir komponentidir. NO, iskemik sican dokula-
rin da ki angiogenezisi artirdigi i¢in bu suregte esas bir rol oynar. Tersine,
NOS inhibitorleri gastrik Ulser iyilesmesinde granutlasyon dokusunda Ki
angiogenesizlerini bozar ve canlida ki kapiller organizasyonu baski altinda
tutar. NO ayni zamanda angiogenez oncesi sitokinlerin aktivitesi i¢in ¢ok
onemlidir. VEGF, NO generasyon modulasyonunu igeren guglu bir
angiogenik faktordir. VEGF, eNOS upregulasyonu ile NO dretimini artirir.
Tersine, NOS’un farmokolojik blokaji endotelyal hicre proliferasyonu in-
dirgendiginde hem VEGF, hem de aktive edilmis protein kinaz (MAP)
mitojeni Onlediginden VEGF’nin angiogenik etkisi ayni zaman da NO ya
baglidir. VEGF, adhezyon azaldiginda endotel hicre migrasyonu stimule
olur ve bu organizasyon ayni zaman da NO’ya bagldir. Keratonisitlerde,
sitokin uyarisi VEGF ekspresyonunu arttirir. iNOS inhibitorleri ise bloke
eder. ilging olarak, NO angiogenez mekanizmasindan bagimsiz olarak
VEGF yi de igerir®®.

2.4.2.3 NO ve inflamasyon

IL-8, TGF- B 1, monosit ve yara kemoatraksiyonuna katkida
bulunan notrofiller dahil olmak Uzere yara iyilesmesini baslatan
kemoatraktan sitokinleri module etmek icin NO gozlemlenmistir. Monositler
ve notrofiller bir yaranin alanina geldiginde bunlar da aktive olur ve yara
iyilesmesine karisan TNF-a ve |IL-1 keratonositler igin guglu bir
kemoatraktandir, NO tarafindan IL-1 ‘in modulasyonu keratonositlerin ye-
niden olusumunu, proliferasyonunu ve differasyonunu baslatabilir. Bunlar
birlikte degerlendirildiginde sitokinlerin eslik ettigi inflamasyonun NO mo-

dilasyonunu, yara iyilesmesinin inflamatuvar safhasini etkileyebilir®®.
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2.4.3. Agizda NO

Agizda da NO’nun varhdi pek ¢ok fonksiyona etki yapmakta-
dir. Son zamanlarda NO olusumunda enzimatik olmayan bir yol tanimlan-
migtir. Tkrik bezlerinde aktif transport bir sistem sayesinde plazma nitrati
on katina kadar konsantre edilebilmektedir. Dilin arka kisminin ylzeyinde
bulunan oral bakteriler, nitrati nitrite indirgeyen nitrat reduktazlari igerirler.
Nitrit yutulduktan sonra, midenin asidik ortaminda nitr6z aside indirgenir,

daha sonra da NO igeren nitrojen oksitlere indirgenir.
NO,+H" __ , HNO;
2HNO, —> H0 + N2O3

2N,0; — NO + NO,*.

NO yapimi uyarildiginda keratinosit gelisimi inhibe olmakta-
dir. EGF NO yapimini azaltarak iyilesmeyi hizlandirici etki gostermekte-

dir’'.

Bu cercevede tukrukteki NO antibakteriyal fonksiyonda ve

oral karsinojenlerin detoksifikasyonunda etkili gibi goriinmektedir®.

NO Urdnleri olarak meydana gelen nitrit dlgUmleri ile yapilan
bir calismada, liken planus ve aftoz ulserli hastalarin tukruk nitrit duzeyleri

yiksek bulunmustur®”.

Periodontitis olgularinda anlamli bir NO artisi vardir®,
Periodontitiste artan NO yapimi iNOS inhibitori ve peroksinitrit stpurtcui-
su merkaptoetil guanidin ile inhibe edildiginde; kemik dekstruksiyonunu ve
ekstravazasyonunu azaltti§i gdzlenmistir®®. NO sentezinin yara olusumun-
dan once inhibe edilisi yara iyilesmesinde gecikmeye neden olmaktadir.
Kdpekte olusturulan periodontal mukoperiosteal yarada antioksidan enzim

diizeyleri anlamli bir sekilde artmistir®®,
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Antioksidan olarak gorev yapan redukte glutatyon S-nitroso-
N-asetil-penisilamin (SNAP)’e maruziyeti sonucu azalir. Bu da SNAP’In
gingival fibroblastlar Uzerindeki hasarlayici etkisini arttinr. Bu hasar
askorbik asit, L-sistein gibi antioksidanlarin verilmesi durumunda azalmak-

tadir®.

Bir bagka galismada, tavsan agzindaki yumusak dokuda ke-
si yaras| yapilarak 5 nci ginde denekler feda edilmigtir. Calismada
nonspesifik NOS inhibitora olan L-NAME'i kullanilmistir i.p. uygulanan L-
NAME'li grup ile kontrolU karsilastirildiginda plazma NOx ve thiobarbittrik
asit reaktif substans (TBARS) duzeyleri istatiksel bakimdan anlamli olarak

dustik bulunmustur®.

2.5. Aminoguanidine

2.5.1 Kimyasal Yapisi

Aminoguanidine hemisulfatin formuli CHsN4.O.5H,SO4 olup
NO yolaginda uretilir. Uretim familyasi NOS inhibitéridiir. Molekil agirhg:
74.1.49.0 dir. Beyaz renkte olup kati halde bulunur ve suda ¢ézinur. Uzun

donem oda sicakhginda saklanir.

2.5.2. Aminoguanidin-inflamasyon Calismalari

Aminoguanidine(AMG) degisik deneklerde gunlik kullanim
dozlar ve uygulanma sekilleriile ¢alisiimistir. Farelerde 5-20, yine bagka
bir calismada fareler de 300 mg/kg intraperioteneal (ip), siganlarda ise 20
mg/kg ve 120 mg /kg sc gunlik verilerek yedi gun boyunca uygulanmistir.
Ayrica siganlarda 30, 50, 60, 100, 200, mg/kg ip olarak degisik ¢calismalar-
da da uygulanmigtir®®-®3. Tavsanlarda da AMG-HCI 300 mg/kg olarak

kalpte, ayrica AMG hydrogen carbonate 1 g/L igme suyunda verilmistir.
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AMG lokal ve sistemik inflamasyonlarin azaltiimasinda kulla-
nilabilir®*. AMG’nin lokal ve sistemik uygulamalarinda da yara iyilesmesin-

de faydali olduguna dair ¢alismalar mevcuttur.

Ornegin periodontitisi azalttigina dair ¢caligmalar yap|Im|§t|r65.
Yine kolesistit de®®, akut akciger zedelenmelerinde®, diyabete bagli
komplikasyonlarin tedavisinde®®, kokain hepatoksisitesinde®, spinal kord
zedelenmelerinde yararl olabilir. Yine travmatik soklarda énemli rol oy-
nar’®. Soguga bagl zedelenmenin tedavisinde rol oynar’'. Overleri
hasarlanmadan korur’?. Karaciger hasarinda iyilesmeye neden olan”
AMG, diabetik komplikasyonlari da antioksidan olarak yapilan bir ¢galisma-

da minimize etmistir’*.

2.5.3. Yara lyilesmesi ve Aminoguanidine

Selektif olarak iINOS aktivitesini inhibe eden AMG antioksi-
dan 6zellikte bir maddedir’. AMG vyara iyilesmesinde; growth faktér TGF-
R1’in ekspressiyonunu ve kollajenin ultra yapisini korumus ve yaranin
histamin igerigini de artirmistir’>’®. Deneysel sistemik inflamatuar yanit
sendromunda (Systemic inflammatory response; SIRS) c¢esitli organlarda

olusan histopatolojik hasar, AMG uygulamasi ile azalmistir*’.

AMG uygulamasi, yanik yarasinda, kemik iyilesmesinde,
nonsteroid antienflamatuvar (NSAI) ilaglara bagli Ulser yaralarinda iyiles-

me Uizerinde kolaylastirici etki yapmaktadir®%’""

Deneysel otoimmin 6n Gveit yapilan siganlarda 100 mg/kg
sc AMG uygulamasi klinik ve histolojik olarak Uveyitte duzelmeye yol ag-

mistir’®.

indomethazine bagl ince barsak Ulseri gelisen siganlarda 20
mg/kg sc AMG uygulamasinda 6 glnde barsak mukozasinda nitrit, nitrat

duizeyleri azalmistir®’®.
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2.5.4 Adiz da AMG

Siganlarin agzinda yapilan yara ¢alismasinda da 1nci blyuk
azi disinin etrafina ligatur yerlestiriimis ve denekler 8 nci ginde hayvan
feda edilmistir. Farelere 8 gun sureyle AMG (100mg/kg i.p.) uygulanmigtir.
AMG uygulamasi, ekstravazasyon ve kemik yikimi Uzerinde inhibitor etki
gOstermigtir. Ligatlr ile olusturulan periodontitiste, gingivomukozal doku-
larda anlamli bir inflamasyon olusmus ve AMG bu inflamasyonu, dolayisi

ile doku hasarini azaltmistir®®.

AMG uygulamasi iINOS enzim aktivitesini azaltarak; lokal ya
da sistemik inflamasyonlarin azaltiimasi igin yararl bir durum saglamistir.
iINOS aktivitesi daha ¢ok L-arjinin analogu olmayan L-canavanin ve AMG

tarafindan inhibe edilmektedir®’.

Tam bu bilgiler dogrultusunda ¢alismamizda AMG’nun lokal
ve subkutan. uygulamasindaki etkilerinin kan ve yumusak dokuda NOXx,

MDA, GSH dulzeylerine olan etkisinin arastiriimasini amagcladik.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calisma 27.12.2007 tarih ve G.U. ET-07.068 kodlu etik
kurul karari ile Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali'nda

gerceklestirilmigstir.

3.1. Kullanilan Geregler, Maddeler ve Denekler

3.1.1. Deney Hayvanlari

Tavsanlar Refik Saydam Hifzisihha Enstitisinden saglanmig
ve G.U. Laboratuvar Hayvanlari Yetigtrme ve Deneysel Arastirmalari
merkezi (GUDAM) da bakilmistir.

Deneylerde 5 aylik, 18 adet Yeni Zelanda tipi erkek tavsan

kullaniimistir.

Deney Oncesi ve deney suresince tavsanlar serbest yem ve
su ile beslenmigtir (Pelet yem). Deney suresince tek tek kafeslerde, 6zel

aydinlanan ortamda bakilmistir®.

3.1.2. Kullanilan Araclar ve Kimyasallar

Aminoguanidine hemisulphate (Sigma Chemical Co. (St.
Lois, MO),

AMG 1 denek igin, bir boncuk igcinde 12.7 mg olacak sekilde

doze edilmistir.

Subkutan uygulamada 100 mg/kg ginde 2 kez verilmig-

tir75,81 ,82

Polietilen glikol (PEG 6000, ort. 0.02 gr),
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+ Santrifuj: MPW-350 (sogutma sistemli)

» Homojenizatoér: HEIDOLPH - DIAX 900

* ELISA Okuyucu: BIOKIT EL x 800 Bioelisa Reader
* Elektronik tarti: SARTORIUS Basic

Arastirmada kullanilan AMG, MDA, GSH ve NOx tayinlerinde

kullanilan kimyasal maddelerdir.

Polietilen Glikol ve Aminoguanidin Formulasyonu :

Polietilen Glikol (PEG 6000) polimerleri etkin madde tasiyici-
sidir ve doku adezyonu igin kullaniimaktadir. Bu polimerler uygulanan
maddelerin lokal dagiticilari olarak kullaniimaktadir. PEG’Un toksisitesi
dusuktir ve hayvan yemleriyle igme sularina katilmasina izin verilmistir.
PEG, L-NAME’in salinimi ve taginmasi igin bir vektor olarak kullanilabil-

mektedir®3.

Aminoguanidine hemisulphate(Sigma Chemical Co. (St. Lois,
MO), 1 denek igin polietilen glikol (PEG 6000, ort 0.02 gr) boncuk iginde
12.7 mg olacak kadar doze edilebilmistir.

PEG boncuklar G.U.Eczacilik Faklltesi Farmasétik Teknoloji
Anabilim Dalinda hazirlanmistir. Hazirlama yéntemi; PEG eritilmistir. icine
12.7 mg AMG ilave edilmistir. Homojen sekilde karistiriimistir. insilin en-
jektoriine alinmis ve bir kalip iginde sekillendirilmistir®*®. Kontrollii ilag
salimi amaci ile kullanilan PEG formasyonuna ait daha once yaptigimiz

calismalar meveuttur'*"%,
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3.2. Uygulanan Yoéntemler

3.2.1. Arastirma Plani

Tam tavsanlarin agizlarinin sol Ust ¢genelerinin mukozasinda
standart kesi yarasi yapildi. Kesilerde 15 numara bisturi ucu, 5-0 ipek iplik
ve sutur igneleri kullanildi. Deneklerde kesici disleri ile azi disleri arasin-
daki diastema bdlgesinin en derin i¢ bukey yeri hizasi merkez olacak se-
kilde sol ¢enede kretin tepesine yaklasik 2,5 cm uzunlugunda posterio-
anterior yonde bisturu ucu ile kesi kemikle temas olacak sekilde tek islem-
de gerceklestirildi®®®’. Kesiden sonra mukozanin yara dudaklari vestibul
ve lingual yonde periost elevatorl ile kemik Uzerine AMG’lu PEG boncuk

yerlesecek sekilde ekarte edildi (Resim -1).

PEG boncuklar, yara dudaklari adapte olacak sekilde yerles-
tirildi ve kanama kontrolu yapildi. Bu iglem sirasinda 4 adet sutur atildi.

Ayni tavsanlarin sag Ust ¢enesi ise kesi yapilan tarafin kont-
roli olarak incelendi. Tavsanlar Tablo 1 de gosterildigi sekilde 3 gruba ay-
rildi.

Deney grubundaki tavsanlara ya toplam 100 mg/kg/gun
AMG gunlik 2 esit doza bdlinerek 3 gun sureyle subkitan (9.30- 16:30)
ya da lokal PEG icinde AMG uygulandi. PEG boncuklar G.U. Eczacilik

Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji A.B.D.’da hazirlandi®*#°.

Hazirlanan PEG boncuklar plastik tuplere yerlestirilip agzi

kapatilarak deneylerimizin gerceklestirilecegi GUDAM’a getirildi'-316%-88:

I.  Grupta sadece kesi yarasi yapilip sutur atildi.

Il. Grupta ise kesi yarasi yapilip, yarada AMG (12.7 mg )
(lokal) iceren PEG’li boncuklar kullanildi.

48



[ll. Gruptakilere kesi yarasi yapiip AMG subkitan 100
mg/kg/gun’ 1k dozu 3 gun slresince sabah ve aksam
olmak (izere 2 esit doz uygulandi®'. Bu gruptakilere
subkutan uygulama her gun 9.30 -16.30 saatlari arasinda

yapildi.

Kontrol grubundaki tavsanlara kesi yapilip 3 gln beklendi.
Tavsanlar GUDAM’da barinmalari igin 3 giin siire ile birakildi ve deney

suresince serbest yem ve su ile beslenerek ve periyodik kontrolleri yapildi.

Uglincti giiniin sonunda deneklerin sabah saat 10.00'da agir-
liklari 6l¢tldld. Tavsanlarin kalbinden anestezi altinda kan alinimasini taki-
ben feda edildi. Doku numuneleri sol kesi bdlgesinden, ayni ¢genenin sag
bolgesinden de alindi. Etilendiamin tetraasetikasit (ETDA)'li tuplere alinan
kanlar 3000 g de 5 dakika santrifluj edilerek plazma ayrildi.

Alinan doku numuneleri, sivi azotda dondurularak, calisin-

caya kadar —86 °C de derin dondurucuda saklandi.

Alinan orneklerde asagidaki parametreler calisildi: Radikal
hasarinin gostergesi olarak kabul edilebilecek ve lipid peroksidasyonu ile
paralel degisim gdsteren doku ve plazma MDA dizeyi TBARS madde olu-
sumu yontemi ile calisildi. Radikal hasarina neden olabilecek doku ve
plazma NOx duzeyi Griess yontemi ile ¢alisildi. Antioksidan kapasitenin
gOstergesi olarak kabul edilen; plazma ve doku RSH/GSH tayini modifiye

Ellman yontemi ile gahgildi.

Histolojik inceleme igin dokular formaldehit sollisyonunda

tespit edildi.
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Tablo 3. Calisma gruplan ve o6zellikleri

Gruplar Uygulamalar Denek Sayisi Agirhgi (gr)
Kesi yarasi
I. grup (kontrol) SHAM OPERE 6 2278,00+ 97,99
1. grup Kesi yarasi+Lokal AMG 6 2205,00+63,84
II. grup Kesi yarasi +sc AMG 6 2311,00+ 78,98
ortalama * SS SS: Standart Sapma

Resim - . Agzi operasyona hazirlanmig tavsan
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3.3. Tayin Yontemleri

3.3.1. Dokuda TBARS Tayin Yontemi

Agdiz yumusak dokusunda lipid peroksidasyon duzeyi
tiobarbutirik asit reaktif madde olusumu yontemi ile ¢alisildi. Doku érnekle-
ri homojenizator ile soguk trikloraasetik asit (TCA) (1 g doku + 9 ml %
10’luk TCA) iginde buzlu ortamda homojenize edildi. Daha sonra 15 dakika
sureyle 4000 rpm de santrifij edildi ve supernatan alinarak 4000 rpm de 8
dakika tekrar santrifiij edildi. Ornekten 750 mikrolitre alinarak tizerine 750
mikrolitre % 0.67’lik tiobarbitrik asit (TBA) eklendi. Daha sonra ornekler
100°C de kaynayan su banyosunda 15 dakika bekletildi. Daha sonra sogu-
tularak 4000 rpm de santriflj edildi. Stipernatan alinarak her bir érnegin
absorbansi 532 nm de tayin edildi. Agiz yumusak dokusu lipid
peroksidasyon diizeyi 1.56x105 M cm™ katsayisi kullanilarak MDA esde-
geri olarak ifade edildi®.

3.3.2. Dokuda Glutatyon Tayin Yontemi

Agiz yumusak dokusunda GSH tayini igin modifiye Ellman
yontemi kullanildi. Lipid peroksidasyonunda anlatildigi sekilde agiz yumu-
sak dokulari homojenize edilip santrifij edildikten sonra, 2 hacim
supernatan, 8 hacim 0.3M Na2HPO4.2H20 ve 1 hacim
ditiyobisnitrobenzoat (0.4 mg/ml % 1’lik sodyum sitrat) ¢ozeltisi ile karisti-
ridi. Ornekler oda 1sisinda 5-10 dk inkube edildi. Daha sonra
spektrofotometrede karisimin 412 nm dalga boyunda absorbansi ol¢uldu

ve glutatyon dizeyleri 13.600 M cm-1 katsayisi kullanilarak hesaplan-
di87:92
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3.3.3. Doku ve Plazmada Nitrik Oksit Tayin Yontemi

Doku ve plazma NO'un gostergesi olarak nitrit+nitrat (NOXx)

diizeyleri tayininde modifiye Griess yontemi kullanildi®®®".

Plazmalarin Hazirlanmasi: Plazma orneklerini deproteinize
edilmek Uzere; 0.25 ml plazma Uzerine 0.25 ml 0.3 M NaOH eklenerek
oda isisinda 5 dk inkiibe edildi. Uzerine 0.25 ml % 10'luk ZnSO4 konularak
vorteksle ile kanstirildi. Karisim +4°C 14000 rpm'de 5 dk santriflij edildi.
Alinan supernatanlar tekrar +4°C 14000 rpm'de 5 dk santrifuj edildi.

Yumusak dokuda NOx miktari Griess metodu ile c¢alisildi.
Bunun igin alinan doku bes kati hacimde PBS eklenerek homojenize edil-
di. Fosfat ile Tamponlanmis Tuz Codzeltisi (PBS) Cozeltisi icin; 8 gr NaCl,
0,2 gr KCI, 0,92 gr (NazHPOQOy4, 0,2 gr KH,POy; 1 It suda ¢dzildu, pH=7,4
olacak sekilde ayarlandi). 2000 RCF de +4°C’da 5 dakika santrifuj edildi.
Sonra uzerine 250 ul 0,3 N NaOH ilave edilerek oda isisinda bes dakika
inkibasyona birakildi. 250 uyl % 10’luk ZnSOy4 ilave edilip, vortekslendi.
3000 RCF de +4°C'da 20 dakika santrifuj edildi. Sipernatanin 500
mikrolitresi 14000 rpm de +4°C’da 5 dk santrifuj edildi. NOx miktarini belir-
lemek igin,1 birim VaCl 3 (400 mg VaCal tartiir,1 M HCI ¢ozeltisi ile 50
ml'ye tamamlanarak karistirilir). 0,5 birim sulfanilamid (2 gr Sulfanilamid
tartilir, 100 ml olacak sekilde % 5 lik HCI ¢ozeltisinde ¢ozulir) 0,5 birim N-
(1-Naphthyl) Ethyl-Enediamine (NEED) karisimi (100 mg NEED tartildi,
100 ml olacak sekilde deiyonize su igerisinde ¢d6zuldu.). 37°C’da 30 dk
inkiibe edildi. Hazirlanan karisim Elisa okuyucu da 540 nm dalga boyunda
okundu. NOx miktari hazirlanan standart ¢ozeltiye goére hesaplandi. Gra-
fik-1
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BIOELISA READER EL x 800

Assay : Nitrat
Wavelength : 540

COMMENTS
Standard Curve
0.661 (Linear Fit)
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CONCENTRATION
Curve : Y=Ax+B
Coefficients :  A=0.007 B=0.009
R-Sqr: 0.9984

Grafik-1. NOx miktari i¢in hazirlanan standart .

T1 00.000
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3.3.4. Plazmada TBARS Tayin Yontemi

0.4 cc UA sitrath tup icine 1,3 ml kan alindi. Bundan 500 plt
plazma alindi.1 ml TBA /TCA /HCL karisimi eklendi ve vortekslendi.
Mikrosantrifij tuplere yerlestirilen tupler 3 dk 10.000 g de santrifuj edildi.
Cam tuplere stpernatan alindi. 10 plt BHT eklendi. 15 dk kaynatildi. Tap-
lerin agzi aliminyum folyo ile kapatildi. Cesme suyunda sogutuldu.
Presipitasyon varsa tekrar 5 dk 10.000 g de santriflj edildi. 532 nm de
okundu.500 plt H,O konarak kor yapildi. Sonug, absorbans x 19.2 = nmol
/ MDA / ml plazma formulii ile hesapland®’.

3.3.5. Plazmada Siilfidril Bilesikleri Yontemi

500 It plazma alindi. 1000 it Tris/Etilendiamin
tetraasetikasit (EDTA) / NaDS (Na dedusulfat) eklenip vorteks ile karistildi.
3 dk oda isisinda bekletildikten sonra 3 dk 10000 g de santrifuj edildi.
Supernatan alindi. 40 plt ditiyonitrobenzoik asit (DTNB) eklendi. 20 dakika
37°C tutuldu. 412 nm de okundu®’.

3.4. Kullanilan istatistiksel Yéontem

Tum istatistikler yapilirken normallik varsayimi saglandigin-
dan dolay1 One-way ANOVA (Tek yonlu varyans analizi) yapilmigtir. Grup-
lar arasinda fark c¢ikanlar icin ¢oklu karsilastirmalar yapilmistir.
Varyanslarin esitligi saglandigi durumda Scheffe, Duncan; varyans esitligi
varsayimi saglanmadigi durumlarda Tamhane’s T2 veya Dunnett’s T3 is-
tatistiklerinden yararlanildi.

3.5 Histolojik inceleme

Alinan ornekler 1g1k ve elektron mikroskobik olarak degerlen-
dirildi.
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3.5.1. Isik Mikroskobik inceleme

Saglam, yara ve AMG’li gruplardan alinan oral mukoza drnekleri, % 10 luk
ndtral formalinde tespit edilmek Uzere 72 saat slre ile bekletildiler. Tespit
isleminden sonra aligilagelmis histolojik iglemlerden gegirilen doku 6rnek-
lerinden elde edilen parafin bloklardan, 4-5 ym kalinliginda alinan kesitlere
Masson trikrom boyama ydntemi uygulandi. Saglam, yara ve deney grup-
larindaki yara iyilesmesi kargilastirmali olarak degerlendirildi. Kesitler,

Leica DM 4000B, Germany mikroskobunda goruntulendi.

3.5.2. Elektron Mikroskobik inceleme

Saglam, yara ve AMG’lu gruplardan alinan oral mukoza do-
ku ornekleri, % 2,5 luk fosfat tamponlu gluteraldehit solisyonunda tesbit
edildikten sonra doku drnekleri, 1x1x1 mm?liik parcalara ayrilarak osmium
tetroxide solusyonunda postfiksasyon islemine birakildi. Degisik derecede
ki alkollerde dehidratasyon islemini takiben dokular Araldit CY212, DDSA
karisiminda bekletilerek gémme iglemini takiben elde edilen bloklardan
alinan yari-ince kesitler Toluidin blue ile boyanarak , (Leica DM 40008,
Germany) mikroskop altinda incelendi. Alinan ince kesitler ise kursun
sitrat, uranil asetat ile boyanarak, Leo 906 E elektron mikroskobunda go-

rinttlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Doku ve Plazma MDA Duzeyleri

Grup | yara doku MDA duzeyleri, yara yapilmamis saglam (l-
saglam) doku ile kargilastirildiginda anlamh olarak artmis bulundu
(7.5+£3.37 nmol/g doku, 2.90+0.25 nmol/g doku, p<0.05). Calismamizda
grup Il ve lll yara doku MDA duzeyleri grup | yara ile karsilastirildiginda
anlamli olarak azaldi (2.13£0.21 nmol/g doku 2.20+0.56 nmol/g doku,
7.504£3.37 nmol/g doku, p<0.05).

Grup Il ve lll plazma MDA duzeyi grup | ile karsilagtirildigin-
da anlamli olarak azalmis bulundu (0.31+£0.2 nmol/ml, 0.36+0.15 nmol/ml,
0.98% 0.18 nmol/ml p< 0.05).(Tablo 4,5) , (Grafik 2, 5, 8).

4.2. Doku Glutatyon ve Plazma Siilfidril Duzeyleri

Grup | yara doku GSH duzeyleri yara yapilmamis saglam (l-saglam) do-
ku ile karsilastinidiginda anlamli olarak artmis bulundu ( 0.76£0.01 pmol/g
doku, 0.5710.05 umol/g doku, p<0.05). Grup Il yara doku GSH duzeyleri
yara yapillmamis saglam (ll-saglam) doku ile karsilastinildiginda anlamli
olarak artmis bulundu (0.87+£0.18 umol/g doku, 0.46+0.76 pmol/g doku,
p<0.05). Grup Il ve lll yara doku GSH duzeyleri grup | ile karsilagtirildi-
ginda GSH duzeyi artmis olmakla beraber bu artis anlamh bulunmamigstir
(p>0.05). Ancak grup lll plazma siilfidril bilesikleri (RSH) grup | ve Il ile
kargilagtinildiginda anlamli olarak artmig bulundu (476.4+67.2 nmol/ml,
278.1£117.8, nmol/ml, 359.3+ 51.1 nmol/ml, p<0.05)(Tablo 4,5), (Grafik
1,4,7).
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4.3. Doku ve Plazma NOyx Duzeyleri

Calismamizda yara NO duzeyi gruplar arasinda farksizdi.
Ancak gruplarin saglam taraflarinda grup Il gerek grup | gerekse grup Il
ile kargilastirildiginda yara NO duzeyleri anlamli olarak azalmig bulundu
(39.24+12.0 pymol/g doku, 181.96+83 pmol/g doku, 107.49+46.NOx
Mmol/g doku p<0.05).

Grup Il ve Il Plazma NOx diuzeyi grup | ile karsilastirildigin da anlamli ola-
rak azalmis bulundu (29.02+ 8.15 uM, 24+ 11.35 uM, 50.62+ 14.78 uM
p<0.05). (Tablo 4,5) ), (Grafik 3, 6, 9).
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Tablo 4: Lokal ve sc AMG uygulamasinin tavsan yara dokusu ve kontrol grubu
tizerindeki MDA, GSH, NOx degerleri (ortalama * SS)

AMG p degeri (post hoc testleri =
Tukey HSD)
Kontrol (I) () Lokal AMG () SC AMG
ortalama + SD ortalama + SD ortalama + SD 1-1l I-11 -1
MDA Yara 7,51£3,37 2,13£,21 2,21£,56 0,0330 ( 0,0340* [ 0,998
nmol/grdoku
Saglam 2,90+,63 3,35+3,12 3,86+2,35 0,939 0,752 0,921
GSH pmolig | Y2r@ 0,76%,,29 0,87+,18 0,80+,16 0,402 0,904 0,649
doku
Saglam 0,57£,,12 0,46=£,076 0,64%£,21 0,427 0,724 0,133
NOx pmol/ig Yara 10,04%£,3,03 4,75%1,76 8,84+5,07 0,052 0,830 0,149
doku
Saglam 181,99%,83,50 | 107,49%46,81 39,24%12,07 0,084 0,024* | 0,044*
*: p<0,05
pmol/gr doku
1.54
1.0
I
7))
)
0.5
0.0' m
(Yara) (Yara Lokal (Yara sc AMG)
AMG)

Grafik 2. Kesi yarasinda (Gl) lokal AMG (G Il) ve sc AMG (G lll) uygulamasinin yara
GSH dizeyleri pmol/gr doku *: p<0,05
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Tablo 5. Lokal ve sc AMG Uygulamasinin tavsan plazma grubu lizerindeki MDA,
GSH, NOx degerleri (ortalama * SS)

AMG degeri
Kontrol (1) pded

(Il) Lokal AMG | (Ill) SC AMG 111 11 1111
bilEE - 890,18 132+0,01 360,15 000 | 000 | 879
nmol/ml X
Silfidril ~ 003
bilesikleri o | oso2esstn | 2rer1s11782 | azedsrerao | 245 | 069 |
nmol/ml
NOX uM | soe2tazs | 2002:815 24,01+11,35 016* | 0,04t | 745
*: p<0,05
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4.5. Histolojik Bulgular

Saglam oral mukoza ile degisik uygulamalar yapiimis deney
gruplarina ait karsi taraf kontrol mukozalarinin; Masson trikrom ile boyan-
mis kesitlerinde Ustte ¢ok katl yassi epitel ile altta subepitelyal bag doku-
dan olusan normal yapida olduklari dikkati ¢ekti. Subepitelyal bag dokusu-
nun sirkuler, longitudunal ve oblik yonde seyreden kollajen lif demetleri,
bagd dokusu hucre cekirdekleri, vaskuler yapilar icerdigi gortulmekteydi
(Resim2-1b). Ayni grubun Toluidin-blue ile boyanmis yari-ince kesitindede
en altta prizmatik sekilli bazal hucreler ile Gzerinde poligonal hicrelerin
bulundugu cokkatli yassi epitel ve alttaki dokuda bag dokusu hucre ¢ekir-
dekleri ve kollajen lifler secilmekteydi(Resim 1-1a). Ayni grubun elektron
mikroskobik resminde de altta bazal hicreler,Ustte poligonal hlcrelerden
olusan ¢ok kath yassi epitel (CKYE) ile altinda kollagen liflerden olusan
bag doku goruldu (Resim 3-1c¢).

Yara olusturulmug oral mukozada; hem isik mikroskop hem
elektron mikroskobik kesittlerde epitel doku butunligunin bozuldudu yara
uclari arasinda ileri derecede, hemorajik infiltrasyonun bulundugu goérul-
di(Resim 4-2a, 5-2b).

Lokal AMG uygulanan grupta,epitel kaybi ile birlikte minimal
dizeyde reepitelizasyonun basladigi saptandi(Resim 6-3a, 7-3b). sc AMG
uygulanan grupta,diger gruplara gore belirgin olarak subepitelyal dokuda
fibroblast miktari ve aktivasyonu ile buna paralel olarak kollajen lif yapi-
mindaki artis dikkati gekti (Resim 8-4a, 9-4b,10-4c).
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CKYE

Resim 1-1a: Saglam oral mukoza grubu.
Ustte cok kath yassi epitel ile (yukari ok) altta subepitelyal bag dokusu. (Toluidin
blue x4)

CKYE

Resim 2 -1b: Saglam oral mukoza grubu. fb ko

Ustte tiim katlan ayirt edilebilen gok kath yassi epitel ile altinda farkli yénlerde
diizenlenim gosteren kollajen lifler (ko) ve bag dokusu hiicre c¢ekirdekleri,
fibroblast ( fb) ayirt edilmekte. (Masson trikrom,x40)
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Resim 3-1c : Saglam oral mukoza grubu.

Altta prizmatik sekilli bazal hiicreler(*) ile Ustte giderek poligonal sekle doniisen
epitel hiicreleri, altta ince kollagen lifler(ko) bulundugu subepitelyal doku. (Kursun
sitrat,Uranil asetat x1293)

Resim 4-2a : Yara olusturulmus oral mukoza grubu.

Epitelyal doku kaybinin oldugu (tt) ve yara dudaklarn arasinda hemorajik
infiltrasyonun (*)oldugu goriilmekte. (Toluidin blue, x4)
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Resim 5-2b: Yara olusturulmus oral mukoza grubu.

Ayni grubun ince kesitinde, epitelyal doku kaybi ( 11) , biitinliigiin bozuldugu ve
hemorojik infiltrasyonu oldugu goriilmekte. (Kursun sitrat,Uranil asetat, x2784)

Resim 6-3a: : Lokal AMG uygulanan grubu.

Epitel doku kaybi ile birlikte minimal reepitelizasyon (1 1) ayirt edilmekte. (Masson
trikrom,x10).
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Resim 7-3b : Lokal AMG uygulanan grup.

Lokal AMG uygulamasina ait kesitte ¢ok kath yassi epitelin list katmanindaki
hiicrelerde reepitalizasyonun basladigi dikkati ¢ekmekte. (Kursun sitrat,Uranil
asetat x1670).

CKYE

ko

Resim 8 4a : sc AMG uygulama grubu. b

Epitel ve subepitelyal bag doku goériilmekte, subepitelyal dokudaki fibroblast (fb)
proliferasyonu ve artmis kollagen(ko) lif yapimi. (Masson trikrom ,x10). (CKYE: Cok
kath yassi epitel)
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ko

Resim 9- 4b : sc AMG uygulama grubu

sc AMG uygulama grubu aktive fibroblast(fb) kollagen(ko) yapiminda artig. (Kursun
sitrat, Uranil asetat x1670).

Resim 10- 4c: AMG sc uygulama grubu fb

Aminoguanidin sc uygulama grubu. Artmis fibroblast aktivitesi (fb) ve kollagen (ko)
lif yapimi. (Kursun sitrat,Uranil asetat,x1670).
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Histolojik olarak gruplari degerlendirdigimizde; lokal AMG
uygulanan grupta minimal dlzeyde reepitalizasyon séz konusu iken,
subkitan AMG uygulanan grupta fibroblast aktivasyonunda ve kollajen lif

yapiminda belirgin artig dikkati ¢ekti.
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5. TARTISMA

Son yillarda hucresel ve molekuler biyoloji tekniklerinde ger-
ceklesen hizli gelismeler yara iyilesmesinin mekanizmasini daha iyi anla-

mamizi saglamaktadir®®.

implantoloji bilim dal son yillarda dis hekimligi alaninda bu-
yuk 6nem kazanmis olup gunumuizde bu konudaki gelismeler iki yonde
ilerlemektedir. Bunlardan birisi implant materyalinin 6zelligi digeri de
implantin yerlestiriimesinde olusan doku hasarinin gabuk giderilmesidir1.

Dis hekimligi uygulamalarinda dis ¢ekimi, mukozada kesi ya-
rasi ve dig implanti igin alveol kemigine yuva yapilmasi gibi iglemler sira-
sinda dokuda travma meydana gelmektedir. Ayrica bu bolgedeki patoloji-
lere baglh doku hasari olugmaktadir. Yara iyilesmesinin saglanabilmesi
kollajen sentezinde artig, epitel olusumu, yara dokularinin birlesmesi gibi

olaylar sonunda miimkiin olmaktadir'.

Yara iyilesmesi ile ilgili arastirmalarda genellikle yaranin hizla
normal dokuya donusumunu saglayan sartlarin ve faktorlerin saptanmasi

amaclanmaktadir.

Yara iyilesme sureci farkli blyume faktoérleri, sitokinler ve
hormonlar tarafindan dizenlenir. Bu surecin dizenlenmesinde ROS kadar
NO da rol oynar. ROS konakgi savunmasinda surekli oldugu kadar hucre

ici sinyalinin de zorunlu mediatorudur®.

Bu calismada sc ve PEG’le kombine edilmis AMG yerlestiril-
dikten sonra yumusak dokuda olusturulan kesi yarasinin normal iyilesme

surecine etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.

Organizmada surekli olarak fizyolojik ve patolojik stregte rol

alan ROS o6zellikle antioksidanlarla dengelenmedigi bazi durumlarda or-
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ganizma igin zararh olabilmektedir. ROS yara iyilesme surecinin tum ba-
samaklari ile ilgilidir. Migrasyon, adhezyon, proliferasyon,
neovaskularizasyon, yeniden modellenme ve apoptozis yara iyilesme su-
recinde ROS tarafindan module edilir. Yara iyilesmesi surecinde
inflamatuvar hdcreler ROS yapimini artirir ve artmig serbest radikaller lipit
peroksidasyona neden olur. Oksidan hasar da lipit peroksidasyon baslica

role sahiptir ve TBARS olusumuna yol acar®.

Yara iyilesme surecinde ROS un dusuk dozda yapimi gerek-

lidir®.

Bizim calismamizda da kesi yarasi (l-yara) grubunun doku
MDA dlzeyleri, yara yapilmamis (I-saglam) tarafla karsilastirildiginda an-
laml olarak artmistir. Demling LL ve arkadaslari, sigara inhalasyonuna
bagli plazma lipid peroksidasyonunda artisi gostermislerdir. Plazma
peroksidasyonundaki bu artis akciger ve karaciger MDA duzeyi artigi ile

koreledir. Doku MDA si plazma MDA’ si ile paralel seyreder®.

Yuksek konsantrasyonlarda bulunan GSH, reaktif oksijen
urinlerine ve toksinlere kargi koruyucudur. Hucrelerin redoks durumu
glutatyonun redukte halde korunmasina baghdir. Cesitli stres cevaplarin-
dan sorumlu olan GSH ayni zamanda toksinlere karsi savunmada hayati

bir role sahiptir®.

Oksidatif yaralanmanin derecesi antioksidan-oksidan sistem
dengesine baglidir. Antioksidanlarin uygulanmasi yara iyilesmesinde ya-
rarlidir’®. Kronik yaralarda oldugu gibi akut yaralarda da enzimatik antiok-
sidanlarin salinimi ile yiksek oksidatif strese badli olarak aktiviteleri yuk-
selir. Akut yaralarda artmis oksidatif stres, nonenzimatik antioksidanlarin
azalmasina yol acar. Antioksidanlarin yaraya eklenmesi hucrelerin

oksidatif hasarini dnler ve iyilesmeyi arttirir®®.
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Calismamizda kesi yarasi (l-yara) grubunun doku GSH du-
zeyleri yara yapiimamis saglam kontrol (I-saglam) doku ile karsilastirildi-

ginda artig anlamli bulundu.

Sakallioglu ve ark.’nin galismalarinda, periodental yara iyi-
lesmesi boyunca antioksidan enzim aktivitesinin profili sunulmustur. Doku
ornekleri, kopegin birinci klguk azi ile birinci buylk azi disleri arasindan
flap kaldirilarak alinmigtir. 3,12,21 ve 30 ncu glnde biopsi yapilan bdlge-
lerden dig eti ornekleri ile GPx, CAT ve SOD belirlenmistir. Batin enzim
aktivitelerinde Gguncu guinde normal deg@erlerin %100'nden daha fazla ar-

tis saptanmistir®®,

Serbest radikallerin en onemli sonucu lipid
peroksidasyonudur. MDA, lipid peroksidasyonunun nisbeten degismeyen
son urunudur. NO demir ve bakir gibi gegis metalleri varliginda superoksit
radikalleri ile hizla reaksiyona girmektedir. Bu nedenle oksidatif ve
nitrozatif serbest radikal olusumundan s6z edilmekte ve NO varliginda

lipid peroksidasyonunun arttigi ileri siirliimektedir®.

Yara iyilesmesi surecinde NO’'nun en yuksek duzeylerde ol-
dugu donem yaklasik ilk bir haftayl kapsayan inflamatuvar dénemdir. Bu
dénemde yara bdlgesindeki yogun inflamatuvar hicre infiltrasyonu NO
artisindan sorumlu tutulmaktadir. Yaralanmay takip eden ilk bes gunde
notrofil ve makrofajlarin bol miktarda iINOS ekspresyonu gosterdikleri bi-
linmektedir. Artan NO dulzeyleri fibroblastlarin ve keratinositlerin farklilas-
masini ve ¢ogalmasini saglayarak iyilesmenin proliferatif fazina gegiste
onemli bir rol oynar. Proliferatif fazda gorev alan hucreler tarafindan da
NO sentezlenmekle birlikte INOS ekspresyonundaki azalmaya paralel ola-
rak yara NO diizeyleri giderek azalir’>.

Serbest oksijen radikallerindeki artis, doku nekrozlari ve hic-

re buttinliginin bozulmasina neden olur®. NO ve O, oldukca sitotoksik
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peroksinitrit ~ (ONOO")  radikalini  olustururlar”. Bu da lipid

peroksidasyonuna neden olur®”.
NO yara iyilesmesi igin gereklidir54.

Hiperbarik oksijen tedavisi yara iyilesmesinde ki etkisini NO

lizerinden gerceklestirir®®.

Agizda da NO’nun varhgi pek ¢ok fonksiyona etki yapmakta-
dir. NO olusumunda non enzimatik olan bir yola son zamanlarda tanim-
lanmistir. Tukrak bezlerinde aktif transport bir sistem sayesinde plazma
nitrati on katina kadar konsantre edilebilmektedir*.

insan tikrigiinde NO nun taze olarak sekrete edildigi bildi-

rilmistir’.

NOS aktivitesi immunohistokimyasal olarak kemiricilerde, in-
san dis pulpasinda ve periodental dokularinda saptanmistir. NO pulpanin
kan dolasiminin dizenlenmesinde 6nemli rol oynargg. Periodontitis olgula-

rinda anlaml bir NO artisi vardir’®,

Periodontitiste artan NO yapimi iNOS inhibitord ve
peroksinitrit supurtcust merkaptoetil guanidin ile inhibe edildiginde; kemik

dekstriksiyonunu ve ekstravazasyonunu azalttigi gézlenmigtirsg.

NO ve serbest radikaller ¢esitli stres Ulserlerinde artar ve NO
hicre hasarina yol agar. Liken planus ve aftéz Ulserasyonunun
patogenezinde NO ve serbest radikaller sorumlu tutulmaktadir®®. Yarada
ki erken donem NO kaynagi iNOS dur. Yarada bir gun sonra iNOS gen
ekspresyonu northern analizi ile gosterilmistir'®. Deri yaralanmasini takip
eden 24 saat igerisinde yara dokusunda iINOS ekspresyonu artar, maksi-

mal ekspresyon 1. ve 5. giinler arasinda gergeklesir>.
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Trombosit agregasyonu, sinyal iletimi, oksidatif aktivite gibi
bilinen fizyolojik fonksiyonlarin yani sira NO septik sok, hipertansiyon,
iskemi / reperflizyon hasari ve karsinogenesiz gibi patolojik olaylarla da
ilskilidir. NO permeabiliteyi arttirir ve yeni damar olusumunu uyarir. Bu rolu
ile timor gelisiminde de etkilidir. INOS premaling ve malign mide, kolon,
akciger, 6zafagusda, prostat ve oral kavite lezyonlarda saptanmistir. INOS
ekspresyonu periodental hastaliklarin gelisimi sirasinda |6kositlerde goz-
lenmigtir. Temporomandibular eklem sinoviyal sivisin da iINOS ekspresyo-

nu goézlenmistir'".

LPS bagli hasarin 6nlenmesinde iNOS inhibitorleri tedavi
amach kullanilabilir. Ozellikle adiz kanser agrisinin ve timoér gelisiminde
tedavi yaklasimi olarak dugunulebilir. NO nun fazla yapimi periodental
hastaliklarin olusumunda etkili olmakta ve iNOS inhibitorlerinin kullaniima-

si bu hastaliklarin ilerlemesini énlemede etkili olmaktadir'®’.

Ayni zamanda AMG antioksidan ve 6zelliklede peroksinitrit
serbest radikal Uretiminin stplriiciisiidir. intraperioteneal adhezyon mo-
delinde AMG uygulamasinin oksidatif stres Uzerinde etkili oldugu gosteril-
mi§tir64. Ara ve arkadaslari siganlarda yaptiklari bu ¢alismada, AMG teda-
visi sonrasi peritonda MDA, NO duzeyleri kontrol grubuna gére anlamli

olarak diiserken, GSH diizeyleri anlamli olarak artmigtir®.

AMG uygulamasi, NSAI ilaglara bagh Ulser yaralarinda iyi-

lesme Uzerinde kolaylastirici etki yapmaktad|r78.

Calismamizda Lokal ve subkitan AMG uygulamasi yara do-
ku MDA duzeyini kesi yarasi ile karsilastirildiginda (Grup 1)i anlamli olarak

azaltmistir (p<0.05).

Bu AMG’nun koruyucu etkisi radikal supurucu 6zelligine bag-
lanabilir. Bizimle ayni dustincedeki benzer ¢alismalarda géstermistir ki do-

ku vyaralanmalarinda AMG wuygulamasi oksidatif stres ve lipit
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peroksidasyonunu azaltmaktadir®® 192-1%4 Mustafa ve arkadaglari yaptik-
lari ¢calismada farelerde oksidatif stresi indikleyen Paraquat toksitesine
karsi AMG’nin etkisini incelemislerdir. Paraquatla olusturulan akciger
toksitesinde artan MDA oral AMG tedavisinden (50 mg/kg, icme suyu ile
verilmistir) sonra anlamh olarak azalmistir. Yine paraquatla beraber akci-
ger dokusunda azalan total sulfidril, AMG verilmesinden sonra anlamli ola-

rak artmistir'®,

Yilmaz ve arkadaslarinin siganlarda yaptigi ¢galismada kronik
safra kesesi ttkkanmasi ile induklenen karaciger hasarinda AMG’nin koru-
yucu rolu incelenmistir. AMG tedavisi (200 mg /kg i.p 14 gun) karaciger
MDA diizeyini diistirmiis GSH diizeyini artirmistir®®.

Polat ve arkadaslari sigcanlarda Gentamisine (GEN) bagimli
akut bobrek yetmezliginde bobrekde oksitadif stresin etkilerini arastirmis-
lardir. GEN tarafindan indiklenen MDA, NO degerlerinde ki artma AMG
uygulamasi sonucunda azalmistir. Azalmis GSH-PX, SOD, CAT, GSH

degerleri ise AMG tedavi(100 mg/kg i.p.) sonucu artmistir'®.

Literatirde AMG uygulamasi sonrasinda birgok dokuda ve

plazmada dl¢ilen GSH dizeylerinin artigini bildiren galismalar bulunmak-
tad)r©6-103.104

Calismamizda lokal ve sc AMG uygulamasi yara doku GSH
duzeyi artirmakla beraber bu artis anlamli bulunmamistir. Ancak sc AMG
uygulamasi plazma RSH duizeyini Grup | ve Grup II’'ye gére anlamli olarak

artirmigtir.

Ara ve ark ise siganlarda intraperitoneal adhezyon modelinde
peritoneumda artmis NO dizeyini AMG tedavisi sonrasinda azalttigini
saptamislardir®.

76



Coskun ve arkadaglarinin ¢alismasinda EGF nin yara iyiles-
mesi Uzerine etkisinin TBARS ve NOx degerlerini azaltarak gergeklestirdi-
gini ileri surmektedirler. Bizim de c¢alismamizda kullanilan AMG hem

TBARS hemde NOx degerleri lizerinde ayni etkiyi gdstermistir'®®.

Cutando ve ark.’nin yaptigi galismada dis ¢ekimi sonrasinda
yara iyilesmesine melatonin etkisi plazmada ve eritrositte arastiriimigtir.
Calismada yalanci deney grubu plazma lipit peroksidasyon (LPO) ve NO
duzeyleri ile eritrosit GPx ve glutatyon reduktaz (GRd) aktiviteleri kontrol
grubuna gore artarken eritrosit GSH duzeyleri azalmistir. Melatonin uygu-
lamasi sonrasinda plazma LPO ve NO duzeyleri ile eritrosit GPx aktivitesi

azalirken eritrosit glutatyon diizeyleri ve GRd aktivitesi artmistir'®.

Aminoguanidine lokal ve sistemik inflamasyonlarin azaltiima-
sinda kullanilabilir. Ornegin periodontitisi azalttigina dair ¢alismalar yapil-
mistir®®. Birinci blylk azi disinin etrafina ligatur yerlestiriimis farelerede
periodontitist  olusturulmustur. 8 gunlik AMG tedavisi olusan
enflamasyonu ve dolayisi ile doku hasarini azaltmigtir. Ligatur ile artmis
MDA ve NO yanitt AMG uygulamasi(100 mg/kg,i.p. 8 giin) ile azalmistir®.

Calismamizda AMG’nun subkltan ve lokal uygulamasi yara
dokusundaki NO duzeyinde farklilik yaratmamistir. Tim gruplarda saglam
bdlgenin NOx duzeyi yara olusturulmus taraf ile karsilastirildiginda anlamli
olarak yuksek bulunmustur. Plazmada ise hem subkutan hemde lokal
AMG uygulamasi NOx duzeyini azaltmistir. Lokal ve subkitan uygulama
dozu farkh gértlmekle beraber lokal uygulamanin yaklasik 0,3 g’lik bir do-
ku Uzerinde etkili oldugu oysa ki subkltan uygulamanin tim vicuda dagi-

larak ve metabolize olarak etkili oldugu dikkate alinmalidir.

Yavuz ve arkadasglari, diabetik ratlardaki yara iyilesmesinde
AMG uygulamasi ile kollajen yapisini ve TGF- 3 1 tutulumunu gdstermeyi
amagcladiklarn ¢alismalarinda; AMG uygulanan gruptaki grantlasyon doku-

su ve hasarlanmig deride TGF- 3 1 tutulumunun ¢ok kuvvetli oldugunu,
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kollajen liflerinin daha duzenli ve tip-IV kollajen ile boyanmanin kontrol
grubu ile benzer oldugunu gdstermislerdir. Bu ¢alisma da bizim ¢alisma-
mizda oldugu gibi, AMG’in yara iyilesmesindeki rolinun, kollajen yapilan-

masl ve organizasyonu lizerinden oldugu ortaya konulmustur'®’.

Schaffer ve arkadaglari NO’'un normal yara iyilesmesinde
onemli bir mediator oldugunu, NO sentezi ile yaradaki kollajen birikimi ve
depolanmasinin birbirlerine paralel olgular oldugunu ortaya koymuslardir.
Boylece selektif iNOS inhibitord olan AMG’nin, NO uretimi Uzerinden de

kollajen sentezi ve depolanmasinda rol oynadigi diisiiniilebilir”.

Di Paola ve arkadaglari alveolar kemigi, cevre destek dokula-
ri ve hicreleri etkileyen ve dis kayiplarina yol agan, inflamatuar reaksiyon-
la karekterize periodontistin AMG ile tedavisinde gingivomukozal kesitler-
de, 6dem ve inflamatuar hucre infiltrasyonunun azalttigini gostermisler-

dir®.

Biz de calismamizda AMG grubunda da oral mukozadaki

hicre infiltrasyonu ve hemorajinin azaldigini gozlemledik.

Daha 6nce yaptigimiz tavsan agiz kesi yarasi galigmasinda
PEG uygulamasinin kontroline gore yara iyilesmesi Uzerinde histolojik

olarak anlamli bir fark yaratmadigini gosterdik’.

Calismamizda histolojik incelemelerde lokal AMG uygulanan
grupta minimal duzeyde reepitalizasyon so6z konusu iken, sc AMG uygu-
lanan grupta fibroblast aktivasyonunda ve kollajen lif yapiminda belirgin
artis dikkati cekti.
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6. SONUG

Sonug olarak; bu galismadan elde edilen bulgularla sc AMG
uygulamasinin kesi yarasina, lokal AMG uygulamasina gore yara iyiles-
mesinde daha etkili oldugunu saptadik. Bunda uygulanan dozun da etkili
olabilecegini disunmekteyiz. Cunku lokal ve subkutan uygulama dozlari
farklidir. Onemli olan bu uygulamalardan 3 giin sonra biyokimyasal ve his-
tolojik parametreler yonunde farklarin olugsmasidir. AMG dozunun artmasi
iyilesme surecini olumlu etkilemektedir. Aminoguanidine lokal ve sistemik
inflamasyonlarin azaltilmasinda kullanilabilir. Tim veriler géz énune alina-
rak; kesi yarasinda sc ve lokal AMG uygulamasinin yara iyilesmesinde
hem lipit peroksidasyonu hem de NOx duzeyi Uzerinden etkili olabilecegini

soylemek mumkundur.

Bu calismalar, AMG’nin yumusak doku, kemik, dis ve dental
implantlarda yararli olabilecegini gostermektedir. Fakat etkili kullanimi igin
ileri calismalara gereksinim oldugu, ornegin bir sonraki asamada yara iyi-
lesmesinin degisik fazlarinda yaptigi etkilerin gézlenmesinin uygun olabi-

lecedi dislUncesindeyiz.
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7. OZET

TAVSANIN AGIZ MUKOZA KESI YARA
IYILESMESINDE ANTIOKSIDAN MEKANIiZMA VE NIiTRAT
DUZEYLERI

Yara iyilesmesi epitelyal, endotelyal, inflamatuvar hucrelerin,
trombositlerin ve fibroblastlarin bir araya gelerek belli bir sira ve dizen
icerisinde fonksiyonlarini yapmalariyla gergeklesir . Reaktif oksijen Grunleri
(ROS) olarak adlandirilan, organizmada surekli olarak fizyolojik ve patolo-
jik surecgte rol alan bu udrtnler 6zellikle antioksidanlarla dengelenmedigi
bazi durumlarda organizma igin zararli olabilmektedir. ROS yara iyilesme
surecinin tum basamaklari ile ilgilidir. Aminoguanidine (AMG), selektif ola-
rak iINOS aktivitesini inhibe eden antioksidan 6zellikte, lokal ve sistemik
inflamasyonlarin azaltilmasinda kullanilabilen bir maddedir. Bu ¢alismada
tavsan agiz kesi yarasinin iyilesme surecinde AMG uygulamasinin (100
mg/kg/3gun) yumusak dokuda ve plazma da malondialdehit (MDA),
glutatyon (GSH), nitrik oksit (NO) Uzerine etkisinin arastiriimasi amaglan-

mistir.

AMG lokal formulasyon ve subkltan (sc) uygulama olarak 2
farkh yoldan verilmigtir. Calismada Ug¢ grup bulunmaktadir. Grup | ( n=6 )
sagda kesi yarasi, Grup Il (n=6 )sagda kesi yarasi. Lokal AMG (12.7 mg
iceren PEG’li boncuklar) Grup Il 8n=6) sc AMG 100 mg/kg/ 3 gun. Lokal
uygulanan polietilen glikol (PEG)’li boncuklarin kullanilmasinda ki amag

kontrolli salimi saglamaktir.

Tavsanlarda ayni ¢enenin sol tarafina higbir cerrahi islem
yapillmamis ancak kesi yarasinin kontroll olarak doku numuneleri alinmis-

tir.
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Grup | yara doku MDA duzeyleri, yara yapilmamis saglam (I-
saglam) doku ile karsilastiriidiginda anlamh olarak artmis bulundu
(7.50+3.37 nmol/gr doku, 2.90+0.25 nmol/gr doku, p<0.05). Calismamiz-
da grup Il ve lll yara doku MDA duzeyleri grup | yara ile karsilastirildiginda
anlamli olarak azaldi (2.13+0.21 nmol/gr doku 2.20+0.56 nmol/gr doku,
7.504£3.37 nmol/gr doku, p<0.05).

Grup Il ve lll plazma MDA dlzeyi grup | ile karsilastirildigin-
da anlamli olarak azalmis bulundu (0.31£0.12 nmol/ml, 0.36+0.15 nmol/ml,
0.98+0.18 nmol/ml p<0.05).

Grup | yara doku GSH duzeyleri yara yapilmamig saglam (I-
saglam) doku ile karsilastiriidiginda anlamh olarak artmis bulundu
(0.76+0.01 ymol/gr doku, 0.57+0.05 ymol/gr doku, p<0.05). Grup Il ve lll
yara doku GSH duzeyleri grup | ile karsilastirildiginda GSH duzeyi artmis
olmakla beraber bu artis anlamli bulunmadi (p>0.05). Ancak grup Il plaz-
ma sulfidril bilesikleri (RSH) grup | ve Il ile kargilastirildiginda anlamli ola-
rak artmis bulundu (476.4+67.2 nmol/ml, 278.1+117.8, nmol/ml, 359.3%
51.1 nmol/ml, p<0.05).

Calismamizda yara NOx duzeyi gruplar arasinda farkhlik
g6stermedi. Ancak gruplarin saglam taraflarinda grup Ill gerek grup | ge-
rekse grup Il ile kargilastirildiginda doku anlamli olarak azalmis bulundu
(39.24+12.0 pmol/gr doku, 181.96+83 pmol/gr doku, 107.49+46 umol/gr
doku p<0.05).

Grup Il ve lll Plazma NOx duzeyi grup | ile karsilastirildigin
da anlaml olarak azalmis bulundu (29.02+8.15 uM, 24+11.35 uM, 50.62+
14.78, uM p<0.05).

Histolojik incelemelerde grup Il yara dokusunda minimal du-
zeyde reepitalizasyon sdz konusu iken, grup Il yarada fibroblast aktivas-

yonun da ve kollajen lif yapiminda belirgin artis dikkati ¢ekti.
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Sonug olarak; bu galismadan elde edilen bulgularla sc AMG
uygulamasinin kesi yarasinda lokal AMG uygulamasina goére yara iyiles-
mesinde daha etkili oldugunu saptadik. TUm veriler gbz 6nune alinarak;
kesi yarasinda sc ve lokal AMG uygulamasinin yara iyilesmesinde lipit
peroksidasyonu azaltarak yararli olabilecegini sdylemek olasidir. AMG ile
oral mukoza, kemik ve dental implantlar da bu konuda daha ileri calisma-

larin yapilmasina ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Tavsan, kesi yarasi, yara iyilesmesi, nit-

rik oksit, aminoguanidin, oksidatif stres, antioksidan savunma
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SUMMARY

THE INTERACTION OF ANTIOXIDANT MECHANISM
AND NOy IN INCISIONAL ORAL MUCOSAL WOUND HEALING
OF THE RABBIT

Wound healing occurs when epithelial, endothelial,
inflamatuar cells, trombosits and fibroblasts come together and act in an
predetermined and in an orderly manner to perform their functions.
Reactive oxigen substances (ROS), which continually take roles in
physical and pathological processes, may become harmful to the
organisms in cases where they are not balanced by anti-oxidants. ROS
are related to all steps of the wound healing process. Aminoguanidine
(AMG), an antioxidant which especially inhibits INOS activities selectively,
is a subtance especially used to decrease local and systematic

inflamations.

In this study, the goal was to find out effect of AMG
application (100 mg/kg 3 days) on malondialdehide (MDA), glutathione
(GSH) and nitric oxide (NOx) which are found in soft tissue and plasma in

the process of cut wound healing located rabbit mouth.

The substance AMG was given in two different manner
namely local formulation and subcutan (sc) application. The usage
purpose of locally applied (PEG) drops which are containing polyethilen
glycol is to make controlled release. There are 3 groups in this study .The
first Group | (n=6) with cut-wound at the right-side of the mouth, Group Il
with cut wound at the right side of the mouth and the group was applied
AMG PEG bead containing 12,7 mg and finally third-group Group Il , n=6 ,
with cut-wound at the right side, which was applied PEG with sc AMG
100mg/kg 3 days locally.
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No surgical action was performed at the upper-left part of the
rabbit jaw however, in order to check and compare the cut-wound in the
right-side of the jaw, some tissue sampling procedures were performed at

the upper-left part of the jaw.

In our study, MDA levels of wounded-tissues of Group-Il and
Group-lll were lower, when compared to Group-l respectively 2.13+0.21

nmol/g tissue 2.2+0.56 nmol/g tissue, 7.5£3.37 nmol/g tissue, p<0.05).

When group plasma MDA levels were compared, levels of
Group-Il and Group-lll were found to be lower than level of Group-l
(0,31£0.12 nmol/ml;  0.36+0.15 nmol/ml; 0.98+0.18 nmol/ml; p<0.05).

Wounded tissue GSH levels of Group-l, when they were
compared to Group-| healty tissue GSH levels, were increased (0.76+0.01
ymol/g tissue, 0.57+0.05 ymol/g tissue, p<0.05).

When compared to Group-l, GSH levels of Group-ll and
Group-lll were found to be slightly increased however this increment was

not found to be meaningful (p>0,05)

However, when compared Group-l and Group-Il results, level
of plasma sulfidrii compounds (RSH) of Group-lll were found to be
increased meaningfully( Group-Illl value 476.4+67.2 nmol/ml; Group-II
value 278.1£117.8 nmol/ml ; Group-l value 359.3+51.1 nmol/ml; p<0.05)

In our study, NO levels were the same in all groups.
However, for the healty sides of groups, when findings of Group-Ill were
compared to the findings Group-l and Group-Il; for the Group-Il, NO levels
of wounds were found to be decreased meaningfully. Group-IllI-healty NOx
values, 39,24+12,0 mikromol/gr mikro mol/gr tissue, Group-I-healty NO
vales, 181,96+83 mikromol/gr tissue, Group-Il NO values, 107,49+46

tissue; p<0, When plasma NOx levels of Group-Il and Group-lll were
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compared to the findings of Group-l, it was found that levels of NOx of
Group-ll and Group-lll were in decline meaningfully.( Group-ll plasma
value 29.021+8.15 mikromolar, Group-lll plasma value 24+11.35
mikromolar; Group-l plasma value 50.62+14.78 mikromolar, p<0,05

respectively).

In our study, in histological analysis, minimum level of
reepitelisation were observed in the wounded tissue of Group-ll, in
addition to this finding, it was found that there were important increase in
fibroblasts activation and in production of collegen fibrens in Group-lli

wound.

As result, it was determined that for cut wounds healing
process, sc AMG application was more effective than local AMG

application.

Based on all results, for cut-wounds, it is possible to state
that sc and local AMG applications are very powerful in healing of wounds
by reducing lipid peroxidation level. In the areas of oral mucose, bone and
dental implants, there is need for more studies related to AMG

applications.

Key words: Rabbit, incision, wound healing, Nitric oxide,

Aminoguanidine, oxidative stres, antioxidant status
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Prof. Dr. Deniz Erbas ve dederli hocalarim Prof. Dr. Bilge Gonul, Prof. Dr.
Aydan Babdul, Prof.Dr. Lamia Pinar, Prof. Dr. Sibel Dinger, Prof.Dr. Eser
Oz Oyar ve Dog. Dr. Cigdem Ozer'e siikranlarimi sunarim. Yine dis hekim-
liginde 6grenciligim sirasinda derslerimize giren ve bizlere fizyolojiyi sevdi-
ren Ankara Universitesi Fizyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Prof.Dr Emi-
ne Kog'a tesekkiirli ederim. Ayrica Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji
Embriyoloji Blumu dgretim Uyesi Prof.Dr. Suna Omeroglu, Gazi Universi-
tesi Eczacilik Fakiltesi Farmasétik Teknoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi
Prof.Dr. Flsun Acartirk, Hacettepe Universitesi Fizyoloji Anabilim Dali
Ogretim Uyesi Dog.Dr. Ethem Gelir, Gazi Universitesi Fen Edebiyat Fakdil-
tesi Istatistik bélimiinden Prof.Dr. Semra Erbas ve Aras. Gér. Hilya Ol-

mus’a verdikleri destekten dolayl da tesekkur ederim.

Doktora egitimim boyunca yanimda olan ve beraber calisti-
gim degerli arkadaslarim Dr. Sevin Giney, Aras. Gor. A. Sebnem ilhan,
Dr. Zuhal Yildirrm ve benden desteklerini esirgemeyen aileme de tesekkur

ederim.
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