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OZET

Altun, M.A. Ketamin ve Tiyopental Sodyum anestezisinin sicanlarda yara iyilesmesi ile
iligkilendirilmis genlerin mRNA profilleri lizerindeki roliiniin degerlendirilmesi.
Istanbul Universitesi, Saghik Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji ABD. Yiiksek Lisans
Tezi. istanbul. 2016.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda yara iyilesmesiyle iligkili yaklasik 100 adet gen tespit edilmis
olmakla birlikte bu siirecteki gen ve protein diizeyindeki diizenlemelerin nasil gerceklestigi tam
olarak bilinmemektedir. Mekanizmay1 ¢dzmek amaciyla cogunlukla hayvan caligmalari
yapilmakta ve bu c¢alismalar anestezi altinda gergeklestirilmektedir. Kullanilan anestezikler
arasinda one ¢ikan iki bilesik ketamin ve tiyopental sodyumdur. Son yillarda molekiiler diizeyde
yapilan ¢alismalar bu anesteziklerin yara iyilesmesi siirecinde rolii olan bazi molekiillerin
aktiviteleri lizerinde degisiklik yapabildigini gostermektedir. Ancak literatiirde bu bilesiklerin
yara iyilesmesi ile iligkilendirilmis genlerin ekspresyonlar1 iizerinde etkisini irdeleyen bir
calismaya rastlanmamistir. Bu galismanin amaci, sicanlarda ketamin ve tiyopental sodyum
anesteziklerinin kullanilmasinin, yara iyilesmesi ile iliskilendirilmis 6ne ¢ikan bazi genlerin
ekspresyon seviyeleri iizerindeki etkilerini ortaya ¢ikarmaktir. Bu ama¢ dogrultusunda Wistar
Albino siganlarin sirt bolgesinde yara olusturuldu. Tedavi gruplarina yaralanma esnasinda ve
yaralanma sonrasi 3, 7 ve 14. giinlerde belirlenen anestezikler uygulandi ve yara dokular1 alind.
RNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapilarak 43 farkli genin ekspresyon seviyeleri kontrol grubu
ile karsilastirildi. Gergek zamanli PZR sonug¢larimiz, analizi yapilan 43 genden ketamin
uygulanan gruptaki oérneklerde 3. giinde 3 farkli genin, 7. giinde 3 farkli genin, 14. gilinde ise 11
farkli genin ekspresyon seviyelerinin 5 kat ve {izeri degistigini gostermistir. Tiyopental sodyum
uygulanan grupta ise 3 ve 7. giinlerde 9 farkli genin, 14. giinde ise 12 farkli genin ekspresyon
seviyelerinin 5 kat ve {lizeri degistigi goriilmiistiir. Calismamizin sonuglar1 1s181inda, hayvanlar
lizerinde yapilan yara iyilesmesi calismalarinda kullanilan bu iki anestezik maddenin yara
iyilesmesi ile iliskilendirilmis bazi genlerin ekspresyon seviyeleri iizerine etkisi oldugunu ve

bunun arastiricilar tarafindan géz dniinde bulundurulmasinin 6nemli olacagini sdyleyebiliriz.

Anahtar Kelimeler: Yara iyilesmesi, Anestezi, Gen ekspresyonu, Ketamin, Tiyopental

sodyum

Bu c¢aligma, Istanbul Universitesi OYP (Ogretim Uyesi Yetistirme Programi)
koordinatorliigii tarafindan desteklenmistir. Proje No: 156.2015-YL-35/2709
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ABSTRACT

Altun, M.A. Evaluation of the role of ketamine and thiopental sodium anesthesia on the
mRNA profiles of genes related to wound healing in rats. Istanbul University, Institute
of Health Science, Department of Medical Biology. Master Thesis. Istanbul. 2016.

There are approximately 100 genes related to wound healing in literature. It is unknown
that how the regulation of genes and proteins occur during wound healing. To explain
these regulations, researchers use anesthetised experimental animals. Ketamine and
thiopental sodium are prominent anesthetics in these studies. Recent studies show that
these anesthetics change the activity of some molecules which have a role in wound
healing. However we do not see a study in literature about the effect of these anesthetics
on the expression of genes related to wound healing. We aim to explain the effects of
these anesthetics on expression of some genes related to wound healing in rats. For this
purpose, full thickness wounds was created on Wistar Albino rats dorsum. Anesthesia
was applied to the treatment group while wounding and 3, 7 and 14 days after
wounding. Wound tissues were collected in these days. After RNA isolation and cDNA
synthesis the expression rates were compared between control and treatment group for
43 genes by using RT?-PCR array. In ketamine group expression levels of 3 genes
changed on 3rd day, 3 genes changed on 7th day and 11 genes changed on 14th day. In
thiopental sodium group the number of genes were 9, 9 and 12, respectively. Change in
expression was accepted in case of 5 or more fold changes. We can conclude that two
anesthetics effect the expression of genes related to wound healing and researchers

should take into consideration this factor while wound healing studies.

Key Words: Wound healing, Gene expression, Anesthesia, Ketamine, Thiopental

Sodium

The present work was supported by the OYP of Istanbul University. Project No:
156.2015-YL-35/2709



1. GIRIS VE AMAC

Deri biitiinliigliniin travmatik sebeplerle bozulmasi ile viicutta yara olusur. Bu
dokuyu tekrar eski haline getirmek i¢in olusan doku cevabi ile yara iyilesmesi siireci
baslar. Yara iyilesmesi, hiicresel ve biyokimyasal olaylarin karsilikli etkilesimini iceren
patofizyolojik ve multifaktoriyel bir stirectir. Deri biitiinliigliniin bozuldugu durumlarda;
keratinosit, fibroblast, endotel, makrofaj ve trombositleri igeren bir¢cok hiicrenin rol
aldig1 bir silire¢ baglar. Bu hiicrelerin migrasyon, infiltrasyon, proliferasyon ve
diferansiyasyonu ile yeni doku formasyonu olusur ve sonucta yara kapanir (6).

Yara iyilesmesi birbiriyle baglantili {i¢ fazdan olusan kompleks bir siiregtir. Bunlar;
inflamasyon fazi, fibroplazi faz1 ve olgunlagsma fazidir. Bu fazlarin her biri; hiicrelerin
bliylime, farklilagma ve metabolizmasimi kontrol eden polipeptid yapida biiylime
faktorleri ile diizenlenir (12). Bunlar arasinda sitokinler gibi sinyal proteinleri ve NFk-3
(Niikleer Faktor kappa beta) gibi, sitokinleri iireten genleri aktive eden hiicre igi
proteinler vardir (13, 70). Bu siire¢ icerisinde ¢ok sayida proteinin ekspresyonunda
azalis ve artis oldugu bilinmektedir. Yapilan c¢alismalarda array analiziyle yara
bolgesinde erken evre gen profili yapmak suretiyle yaklasik 100 genin eksprese edildigi
gosterilmistir (46). Bununla birlikte yara iyilesme silirecindeki gen ve protein
diizeyindeki diizenlemelerin nasil oldugu tam olarak bilinmemektedir. Bu nedenle
gilinlimiizde bu konu iizerinde ¢alisan ¢ok sayida arastirma grubu bulunmaktadir.

Literatiire baktigimizda ¢ogunlukla deney hayvanlar1 ve kiiltiir ¢alismalar1 ile konu
aciklanmaya calisilmaktadir. Bu calismalarin Onemli ayaklarindan birini de gen
ekspresyon caligmalar1 olusturmaktadir. Gen ekspresyonu ¢ok dinamik bir siire¢ olup,
cok cesitli faktorlere akut veya kronik maruz kalma ile degisebilen bir siirectir. Yara
tyilesmesi siirecinde c¢esitli ilaclarin  ve 1iyilesmeyi kolaylastiracak bilesiklerin
ekspresyon profillerini degistirdigini gézlemleyen calismalar bulunmaktadir (46).

Hayvan deneyi c¢alismalarinda yara modeli uygulamasi, anestezi altinda
yapilmaktadir. Kullanilan anestezikler arasinda iki bilesik one ¢ikmaktadir. Bunlar
intraperitoneal (karin i¢i) olarak uygulanan ketamin ve tiyopental sodyum maddeleridir.
Bu maddeler deneysel c¢alismalarda yara iyilesmesi evrelerinin incelenebilmesi
amaciyla yaradan biyopsi alimmdan 6nce kullanilmaktadir. Bu nedenle c¢alismada

kullanilan hayvanlar 3-5 kez bu anesteziklere maruz kalmaktadirlar.



Ote yandan son yillarda molekiiler diizeyde yapilan ¢alismalar bu anesteziklerin
yara iyilesmesi siirecinde rolii olan bazi molekiillerin aktiviteleri tizerinde degisiklik
yapabildigini gdstermektedir. Bunlar arasinda makrofajlar ve notrofiller gibi hiicreler ve
sitokinler gibi yara iyilesmesinin ¢esitli fazlarinda etkinligi olan molekiiller sdylenebilir
(46, 71-74). Bu bilgiyle birlikte, gen ekspresyonun hiicrelerde, dokularda ve hatta
organizmada icsel ve digsal faktorlerden etkilendigi bilgisi dikkate alinirsa, s6zii edilen
anezteziklerin uygulanmasiin da yara ve mikrogevresinde kendilerinin bireysel olarak
gen ekspresyonunu degistirip degistirmedigi sorusu ortaya cikmaktadir. Eger bu
anestezikler hiicrenin gen ekspresyonu yanitlarini etkiliyorsa, gen ekspresyonu ile ilgili
calismalarda bu bilesiklerin kullanilmasi interferans verici bir etken olusturabilir. Ancak
literatiirde, her iki anestezik maddenin yara iyilesmesine etkisi oldugu bilinen genlerin
ekspresyonlar1 {izerine etkilerini inceleyen ¢alismalar géze carpmamaktadir.
Dolayisiyla sozii edilen soruyu yanitlayacak bir calisma, her iki aneztezik maddenin
kullanimindan elde edilmis, edilecek veya planlanan calismalarin degerlendirilmesine
farkli bir bakis agis1 getirebilir.

Bu 06zet bilgiler dogrultusunda calismanin amaci, sicanlarda ketamin ve tiyopental
sodyum anesteziklerinin kullanilmasinin yara iyilesmesi ile iligkilendirilmis 6ne ¢ikan
baz1 genlerin ekspresyon seviyeleri lizerindeki etkilerini ortaya ¢ikarmak suretiyle, bu
bilesiklerin anestezi disindaki olas1 etkilerini degerlendirmek, yara 1yilesmesi siirecinde

rol oynayan molekiiller lizerinde etkisinin olup olmadigini ortaya ¢ikarmaktir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. DERI

Deri, yetiskin bireyde yaklasik 10 kg agirhiginda, viicut agirhigmin yaklasik %16’sm1
kapsayan biiylik bir organdir. Yiizey alami 1.5-2 m? civarmndadir. Canlidan canliya
derinin renk, esneklik, kalinlik ve doku yapis1 farklilik gostermektedir. Derinin bu
ozellikleri kisinin yasina, cinsiyetine ve bulundugu anatomik bolgeye gore degisiklik
gostermektedir. En Onemli gorevleri; viicut isisinin korunmasi, dig ortam ile su

aligveriginin diizenlenmesi, solunum ve organizmayi dis etkenlerden korumaktir (1-3).

Deri; epidermis, dermis ve hipodermis (subkutan tabaka) olmak iizere {i¢ farkli doku

tabakasindan olusmaktadir (Sekil 2-1).

]Papeiuartahaka

Dermis
Retikiiler tabaka

Subkutan tabaka

Sekil 2-1: Deri yapis1 ve deri ekleri (4)



2.1.1. Epidermis

Cogunlugu keratinositler olmak tizere langerhans hiicreleri, melanositler ve merkel
hiicrelerinden olusmaktadir. Yaralanma olayinda keratinosit hiicreleri go¢ ederek asiri
cogalma gosterir ve biiyiime faktorlerine cevap olustururlar (5). Epidermis 5 tabakadan
olusmaktadir. Bunlar i¢ten diga germinal tabaka, spinoz tabaka, graniiler tabaka, lusid
tabaka ve korneum tabakadir (Sekil 2-2).

Germinal tabakada mitotik aktivitesi olan keratinositler yerlesiktir. Bu keratinositler
holoklon, merokrin ve paraklon hiicreler icermektedir (6). Spinoz tabaka 5-10 sira yassi
hiicreden olugmaktadir. Bariyer ve epidermal saglamlik konusunda onemli gorevleri
olan bir tabakadir. Graniiler tabaka ise nukleus ve diger hiicre organellerinin ¢oziilmeye

hazirlandig1 bolgedir (6).

Eomeum tabakaz

Lusid tabaka

Gramiiler tabaka

Epinoz abaka

Germmal tabaka

Bazal membran

Sekil 2-2: Epidermisin tabakalari (6)

2.1.2. Dermis

Cilt i¢in kan akimi ihtiyacinin karsilandigi, epidermisin hemen altindaki katmandir.
Apokrin bezler, erkin bezler ve kil folikiilleri gibi dermal uzantilar dermis tabakasinda

bulunmaktadir. Dermis; dolgu maddesi, hiyaluronik asit, kondroitin siilfat, dermatan



siilfat, fibronektin ve glikozaminoglikanlardan olusmaktadir. Bu tabakada en fazla
bulunan hiicreler fibroblastlardir. Fibroblastlar kollajen, elastin ve mukopolisakkaritleri

iiretirler. Dermiste en ¢ok Tipl kollajen bulunur (%80-90) (6-9).

2.1.3. Hipodermis

Subkutis olarak da adlandirilir. Deri alt1 yag dokusu ve fibréz trabekiillerden

olusur. Dermiste paralel seyreden bag dokusu lifleri, bu tabakada deri yiizeyine dik
olarak seyreder (septa), buna bagli olarak bu tabaka, i¢erisinde yag hiicre
topluluklarindan zengin bolmelere (lobiil) ayrilmistir. Bu yag topluluklarma ‘pannikiilus
adipozus’ denir. Bu tabaka damar ve sinir yoniinden ¢ok zengindir. Is1 kaybini
engelleme, travmalara karsi yastik goreviyle birlikte koruma ve yedek besin deposu

gorevini gorlr (8).

2.2. YARA IYILESMESI

Deri biitiinliigiiniin travmatik sebeplerle bozulmasi ile viicutta yara olusur. Bu
dokuyu tekrar eski haline getirmek icin olusan doku cevabi ile yara iyilesmesi siireci
baslar (6). Yara iyilesmesi birbiri ile i¢ ige ge¢mis hiicresel ve biyokimyasal basamaklar
iceren fizyolojik bir siirectir (10). Deri biitiinliigliniin bozuldugu durumlarda bir¢ok
hiicrenin rol aldig1 bir siire¢ baslar ve ¢esitli asamalar sonucunda yara kapanir.

Kismi kat yara olusumu sadece epidermisi kapsarken, tam kat yara olusumu epidermis
ve dermisi kapsar (Sekil 2-3). Epidermis damarsiz bir yapiya sahiptir ve epitelizasyon
ile 1yilesir. Ancak dermis granulasyon ve kollajen sentezi ile iyilesir (11).

Kremi Kat Yara Tam Kat Yara

Sekil 2-3: Deride kismi kat ve tam kat yara (11)



Yara iyilesmesi birbiri ile baglantili ve es zamanli olmasmma ragmen kolay
anlasilabilmesi icin ii¢ faza ayrilmistir (Sekil 2-4) (12). Bunlar; inflamasyon fazi (5
giin), proliferasyon faz1 (5-15 giin) ve olgunlasma (matiirasyon) fazidir (15 giin-2 yil).
Bu fazlar hiicrelerin biiyiime, farklilasma ve metabolizmasini kontrol eden biiyiime
faktorleri ile diizenlenir. Diger taraftan yaralanmaya karsi cevapta ilk basamak

hemostatik cevap olup, bu asama bazi kaynaklarda ayr1 bir faz olarak da gosterilmistir

(13).

inflamasyon

s Hiicresel
proliferasyon

s Maturasyon
Dénemi

‘.\.

Giinler Haftalar Aylar

Sekil 2-4: Yara iyilesme donemleri (14)

2.2.1. inflamasyon faz

Cerrahi miidahale veya travma sonucu olusan yaralanma sonrasi organizmanin cevabi
inflamasyon fazi ile baslar. Bu evrede organizmanin kan kaybmi onlemek, viicuda
yabancit maddelerin girisini Onlemek ve yarayr onarim i¢in hazir hale getirmek
amaglanir.

Yaralanmadan sonra hemostaz ile baslar ve yaklasik 3-5 giin siirer. Yaralanma
sonrasinda kan damarlarinin biitiinliigi bozularak yarali bolgede kanama olusur.

Kanama ile beraber hemostaz baslar (12).



Hemostaz

Hemostaz genel olarak zedelenen kan damarlarindan kan akiminin engellenmesidir
(15). Cesitli faktorlerin etkisi ile baglatilan bir siirectir (Sekil 2-5). Yarali deri hiicreleri
tarafindan pihtilasma faktorleri salmir (Tablo 2-1). Tromboksan A2 gibi cesitli
vazoaktif komponentler salgilanarak yarali dokuda gegici olarak vazokonstriiksiyon
olusturulur ve kan akim miktar1 azaltilarak kan kaybi en aza indirilir. Protombin,
karacigerde sentezlenip kana verildikten sonra trombine dOniistiiriiliir. Trombin,
trombositleri yapigkan hale getirir ve trombosit agregasyonu meydana gelir. Bu
agregasyon giderek biiyiir ve kiiclik damarlarda kan akisii engellemek i¢in tika¢ gorevi

goriir (12, 13, 15, 16).

Trombosit

Sekil 2-5: Hemostaz (17)

Trombin ayrica fibrinojenin fibrine doniistiiriilmesi asamasinda gorev alir ve pihti
olusur. Fibrinojen eriyebilen bir plazma proteini iken fibrin erimeyen bir proteindir.
Fibrin kan hiicrelerine ve dokuya yapisan ince iplikler halinde bir ag meydana getirir.
Bu sayede pihtilasma saglanir. Pihti; trombin, trombosit, fibrin, fibrinonektin ve
trombozpondin gibi kan proteinleri ve 16kosit ve eritrosit gibi sekilli kan elemanlarindan
olusur. Pihtilagsma sayesinde yara bdlgesine mikroorganizma akis1 da engellenmis olur.

Piht1 su kaybederek daha sonra yara kabugu halini alir (16, 18-20).



Tablo 2-1: Hemostatik faktorlerin ve trombositlerden salgilanan faktorlerin islevleri (21).

FAKTORLER

ISLEVLERI

Hemostatik Faktorler
Fibrin, Plazma Fibronektin

Faktor 13 (Fibrin sabitleyici
faktor)

Dolasim Biiytime Faktorleri

Kompleman
Trombosit Kaynakh
Faktorler

Sitokinler, Biiyiime Faktorleri

Fibronektin

Trombosit Aktive Eden Faktor
Tromboksan A2 (TXA2)

Serotonin

Trombosit Faktor 4 (TF4)

Koagiilasyon, kemotaksis, yapisma, hiicre gocii i¢in

temel yap1
Kemotaksis ve yapigsmaya neden olmak

Kemotaksis, mitogenez ve fibroplazinin
diizenlenmesi

Antimikrobiyal aktivite, kemotaksis

Kemotaksis, mitogenez ve fibroplazinin
diizenlenmesi

Matriks olusumu, trombosit kiimelenmesi
Trombosit kiimelenmesi

Vazokonstriksiyon, trombosit kiimelenmesi,
kemotaksis

Vaskiiler gecirgenlik artis1, ndtrofil kemotaksisi
Fibroblast ve monosit kemotaksisi, kollejenaz
inhibisyonu ve heparin aktivasyonunun

etkisizlestirilmesi

Inflamasyon fazi, vazokonstriksiyonun ardindan vazodilatasyon ve kilcal damar

gecirgenliginin artistyla bagslar. Inflamasyon fazinda Oncelikli hedef yara bdlgesine

inflamatuar hiicrelerin ulagsmasini saglamaktir. Inflamatuar cevap, yarali doku hiicreleri,

aktive olmus trombosit ve sitokinler ve kilcal damarlardan salinan bazi mediatorler

tarafindan baslatilir.

Yaralanmadan birkac¢ dakika sonra notrofiller yara bdlgesine toplanir. Notrofiller yara

bolgesindeki bakterileri, yabanci cisimleri ve o6lii dokuyu fagosite ederler. Sahip

olduklar1 proteazlar sayesinde yara bolgesinde var olan ekstraselliiler matriksi yikarlar

(20, 22, 23).



Yara bolgesindeki saglam dokular matriks proteaz inhibitorleri tarafindan
korunmaktadir. Notrofiller, lokal fibroblast ve epitel hiicrelerini aktive ederek yara
iyilesmesini tetikler (24). Ayrica monositler, lenfositler ve plazma hiicreleri gibi beyaz

kan hiicreleri de yara bolgesine gog eder (Sekil 2-6) (19).

kil Fibrin pihty

Matrofil J Trombost - makrotd

Sekil 2-6: inflamasyon (14)

Yara bolgesindeki notrofiller bilinmeyen bir uyarici sonucu dliirler. Olen nétrofillerin
yerini makrofajlar alir ve doku makrofajlar1 6lii notrofilleri fagosite ederler (22, 25).
Makrofajlar yaralanmadan sonra yara bdlgesine gelir ve inflamasyon fazmin sonuna
kadar kalirlar (12).

Makrofajlar islevsel olmayan nétrofilleri ve doku artiklarini fagosite ederler (22, 26, 27,
28). Makrofajlar patojenleri de yok ederler. Ayrica matriks metalloproteinazlar,
inflamatuar debrisi temizleyerek yara hiicrelerini matrikse dogru hareket ettirirler (22).
Makrofajlar, lenfosit ve trombosit gibi hiicreleri de sitokinler yardimiyla aktive ederek
TNF-a, IL-1, IL-6 gibi faktorlerin salinmasini saglarlar (29). Makrofajlarin yara
alanindaki varlhig1 yara iyilesmesi i¢in kilit bir role sahiptir. Makrofajlarin baskilanmasi
durumunda yara iyilesmesinin ciddi anlamda bozuldugu ve geciktigi gozlenir (28).
Bunlara ek olarak, yapilan bazi ¢aligmalarda makrofajlarin granulasyon dokusunun
olusumu, sitokin iiretimi ve yeniden epitellesme igin de anahtar rol oynadigi

gosterilmistir.
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2.2.2. Proliferasyon faz

Proliferasyon fazi yaralanmadan sonraki 3-5. giinlerde kan pihtisi, nekrotik doku,
enfeksiyon ve yabanci cisimler kaldirildiktan sonra baslar (Sekil 2-7) (28, 30-32). Bu
evrede fibroblastlar aktiftir. Yaradaki graniilasyon dokusunun olusumu, epitelizasyon ve

yara kontraksiyonu bu evrede gercgeklesir (30, 32, 33).

Kagiller  cac Koliajen Fibrilleri Epiel Hicreler

Kapiller
DU Lk

Sekil 2-7: Proliferasyon (14)

Kollajen ve diger ECM komponentleri fibroblastlar tarafindan salinir. Miyofibroblastlar
yara kontraksiyonunu saglar. Keratinositler yaranin yiizeyini re-epitelize eder (17).

Graniilasyon dokusunun diizenli bigimde gelismesi normal bir yara iyilesmesi siireci
oldugunun en dnemli gostergelerinden biridir (34). Yeni gelisen kapillerler nedeniyle
graniiler goriinimdeki yeni stromaya graniilasyon dokusu adi verilmektedir (35). Bu
dokunun gelismesi agik yaralarda daha belirgin gozlenmektedir (36). Graniilasyon
dokusu gelisimi 3-6. giinlerde baglar (28, 37). Graniilasyon dokusu; hyaluronik asit,
fibronektin ve kollajenin hiicre dig1 matriks lizerine gomiilmesi ve yeni kapiller
tomurcuklanma ile fibroblast ve inflamasyon hiicrelerinin birlesmesinden olusur (11,
28, 31, 34). Yara iyilesmesinde enfeksiyonlara karsi bariyer gorevi goriir ve epitel
hiicrelerinin go¢ etmesi i¢in zemin olusturur (32, 38, 39). Bu dokunun olusumu

fibroblastlarin aktive olmasi ve yeni damar olusumu ile karakterizedir.
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Fibroplazi, fibroblastlarin yara kenarindan yaraya goc¢ etmeleri, burada c¢ogalarak
kollajen iiretmeleri ve kollajenin yara bdlgesinde birikmesi siireci olarak tanimlanar.
Fibroblastlar yaralanmadan sonraki 7. giinde en yiiksek seviyeye ulasir ve 15-21. giine
kadar yara bolgesinde aktif olarak yer alirlar. Bu hiicreler farklilasmamis mezenkimal
hiicrelerden ve perivaskiiler adventisyadan kdken alir ve yeni gelisen damarlar boyunca
sitoplazmik wuzantilar olusturarak yara bolgesine dogru hareket ederler (12).
Fibroblastlar, dokularin yeniden yapilanmasi siirecinde yapisal proteinlerin ¢ogunun
iretiminden sorumludur. Elastin, fibronektin ve glikozaminoglikan gibi gecici matriksin
yerini alacak sekilsiz elemanlar bu proteinlerden bazilaridir.

Kollajenin yapis1 genel itibariyle hidroksiprolin ve hidroksilizin aminoasitlerinden
olusur. Kollajen yara iyilesmesi siirecinin 4-5.giinlerinde tropokollajen molekiillerinin
ekstraselliiler matrikse gelmesiyle sekillenmeye baslar. Olgunlasmamis kollajen
fibriller1 birbirleriyle capraz baglanarak olgun kollajenleri olustururlar. Zamanla
kollajen igerigi artarken temel madde azalir. Yaranin erken doneminde gerilim
direncinin artmasi kollajen formasyonuna baglidir (32). Yara merkezinin asidik ortami
ve diisiik oksijen seviyesi fibroblastlarin proliferasyonunu aktive ederken, yara
bolgesinde yeni damar olusumu yara merkezinde oksijen seviyesini artirir ve fibroblast
proliferasyonu azaltir. Ayrica oksijen, kollajenlerin ¢apraz baglanmasi i¢cin gerekli bir
kofaktordiir. Gerekli protein sentezinin sona ermesiyle fibroblastlar miyofibroblastlara
dontistirler (28).

Anjiogenez, yara bolgesindeki endotel hiicrelerden yeni kan damarlarinin olusmasina
denir (11, 28). Yara iyilesme siirecinde fibroblastlarin proliferasyonu ile es zamanl
gelisir. Yara iyilesmesi siirecinde gerekli oksijen ve enerji, yeni olusan kan damarlari ile
saglanir (40). Doku ve g¢evresindeki azalmig pH ve diisiik oksijen basinci anjiogenezi
uyarir. Ayrica inflamasyon fazinda firetilen vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii
(VEGF), TGF-B ve anjiyopoietin gibi cesitli biiylime faktorleri ve sitokinler de
anjiogenezi diizenler ve uyarir (41). Endotel hiicrelerin yara i¢ine hareket etmesi ve ardi
ardina dizilmesi ile kapillar tomurcuklanma saglanir. Bu tomurcuklanmalar diger
yonlerden gelen tomurcuklarla birlesip kapillar ag1 sekillendirir (11).

Epitelizasyon, deriye bariyer 0Ozelliginin tekrar kazandirilmasi siirecidir. Epitel
hiicrelerinin ayrilmasini, go¢ etmesini, ¢ogalmasini, organize ve keratinize olmasini
kapsar. (11). Bazal membranin hasar gordiigii yaralarda epitelizasyon sadece yara

kenarindaki saglam epitel hiicrelerinden koken alirken, bazal membranin zarar
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gormedigi kismi kaliliktaki yaralarda ise epitelizasyon, yara periferindeki epitel
kalintilari, kil folikiilii ve ter bezi gibi epidermal olusumlardan meydana gelmektedir
(11, 22, 28). Yaralanmadan birka¢ saat sonra epitelizasyon baslar (42). Keratinositler
bazal epidermal hiicreleri olusturmak icin yalmizca canli ylizeyler {izerinde gog
edebilirler. Bu ylizden yaralanmadan sonra olusan piht1 epitelizasyonu gecici olarak
engeller. Kollajenaz ve diger protezlar canli yiizey ile piht1 arasindaki baglantiy1
ayrrarak keratinositlere go¢ i¢in zemin hazirlar. Fibronektinler ise keratinositlerin
yaranin tabanina gé¢ etmesine yardimei olur (12).

Yaranin iki tarafindan goce baslayan keratinositler birbirleriyle karsilasinca kontakt
inhibisyon yaparak ilerlemeyi durdurur (12, 28). Bu yilizden dikis ile kars1 karsiya
getirilen yaralarda epitelizasyon hemen baslar. Go¢ eden epitel hiicreleri yassi
gortiniimlerini kaybeder ve siitunumsu sekil alir. Bu hiicrelerin mitotik aktiviteleri
normale gore 17 kat artar (28, 43). Bu tek kath epitel ortii, diger go¢ eden epitel
hiicreleri ile birlikte birbirinin {istiine binecek sekilde ikinci ve iiglincii tabakayi
olusturur (28). Bu tabakalasma ile yiizeysel epitel yavas yavas keratinize olur ve
saglamlasir. Yeni sekillenen epitelde deri eklentileri yoktur. Bu epitel ince ve kirilgan
yapiya sahiptir (39).

Yara kabugunun olusmadig1 ve enfeksiyonun olmadig1 yaralarda, nemli ortam ve yeterli
oksijen saglandigi kosullarda epitel hiicrelerinin gocii ve proliferasyonu en yiiksek
seviyededir (12).

Yara kontraksiyonu, yara dudaklarmin merkeze dogru hareket etmesiyle gelisen
kiigiilmeye verilen isimdir (31, 32, 38). Yaralanmadan sonraki 5-15.gilinlerde
kontraksiyon en yiiksek seviyededir ve giinliik yaklasik olarak 0,6-0,7 mm ilerler. Yara
tyilesmesi sirasinda fibroblastlarda fenotipik degisiklikler meydana gelir ve fibroblastlar
miyofibroblastlara doniisiir (12). Miyofibroblastlar, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks
baglantilar1 yaparak aktin iceren mikrofilamentleri yardimiyla kasilir. Yaranmn
kontraksiyonu bu sekilde gerceklesir (35). Derinin gevsek oldugu durumlarda
kontraksiyon en 1yi sekilde gergeklesir ancak deri alt dokuya sik1 bir sekilde bagl ise
kontraksiyon yavastir (32). Yara kontraksiyonu yaranin sekline gore degisiklik
gostermektedir. Dairesel yaralar, tiggen, dortgen veya kare seklindeki yaralara gore %30

daha yavas biiziiserek iyilesmektedir(12).
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2.2.3. Olgunlasma fazi

Yara iyilesmesinin epitelizasyon ile sona erdigi kabul edilmektedir. Buna ragmen daha
pek cok olay devam etmektedir. Olgunlagsma fazi, olusan graniilasyon dokusunun skar
dokusuna doniismesini ve ekstraselliiller matriksin olgunlagmasini kapsayan, yillarca
siirebilen, yara iyilesmesinin en uzun evresidir (Sekil 2-8) (28). Bu evrede
fibroblastlarin sayist azalir ve kollajen sentezi dengeye ulasir. Epitelizasyon
tamamlandiktan sonra yara rengi soluklasir, yara gerilim direnci artar, skar dokusunun
hacmi azalir ve iyilesmis skar dokusu olusur (36, 37). Hiicrelerin yara disina gog etmesi
ve apoptoz araciligryla graniilasyon dokusu yavas yavas sekil ve yap1 degistirerek daha
az hiicre ve damara sahip olan skar dokusuna doniisiir (34). Fibroblast hiicrelerinden
sentezlenen kollajen molekiilleri, hidroksilasyondan sonra prokollajen olarak
isimlendirilir.

Daha sonra bu yapidan amino ve karboksil terminal peptidler kaldirilir ve kollajen
olusur (37). Kollajen demetleri geliserek deriye paralel bir sekilde yeniden diizenlenir.
Grantilasyon dokusundaki tip IIT kollajen, skar dokusunda tip I kollajen ile yer degistirir
(34, 43, 44).

il

Izt ors

Sekil 2-8: Olgunlasma (45)

Olgunlasma fazinda en belirgin Ozellik kollajen birikimi ve diizenlenmesidir.

Basglangicta iiretilen ince kollajen iplikleri zamanla absorbe edilir ve daha kalin ve
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diizenli kollajen birikimi saglanir. Bu sayede yaradaki gerilim kuvveti artar. Skar

dokusu 3. ay ve sonrasinda yaranin en son kazanacagi direncin %80’ ine ulasir (22).

2.3. YARA IYILESMESI SURECINDE GOREVLiI GENLER

Yara iyilesmesi uzun ve karmasik bir stirectir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar
yaklagik 100 civarinda genin ve bunlarla iligkili proteinlerin bu siiregte karmasik bir
diizenleme ile rol aldigmi gostermistir (46). Ancak bu genlerin ve lriinlerinin, bu
siregteki katkilarmin mekanizmalar1 tam olarak agiklanmigs degildir. Bu genlerden
yaklasik 43 kadarmin c¢aligmamiz ile iligkili anesteziklerden etkilenebilecegi ©on
goriilmiis olup, yazinin ilerleyen boliimleri bu genlerle ilskili olarak detaylandirilmistir.
Bu genlerin bir boliimii biiylime faktorlerinden (20 adet), bir bolimii ekstraseliiler
matriks bilesenlerinden (8 adet), bir boliimii proteaz aktiviteli proteinlerden (4 adet), bir
bolimii de c¢esitli hiicre adezyon ve sitoiskelet molekiilleri ve sinyal iletim
molekiillerinden olugsmaktadir (11 adet).

Biiyiime faktorleri, agirliklart 4.000-60.000 dalton arasinda degisen proteinlerdir.
Biiyiime faktorlerinin herhangi bir hiicreyi etkileyebilmesi i¢in o hiicrenin, o etken i¢in
reseptore sahip olmasi gerekir. Her hiicrede bulunan reseptor sayist farkhidir. Biiylime
faktorlerinin bir bolgedeki yogunlugu ve reseptore baglanan miktarina gore ortaya ¢ikan
etki degisir (47). Bu calismada incelenen biiylime faktorleri genleri; Angptl, Csf3
(GCSF), Egf, Fgfr2, Hbegf (Dtr), Hgf, 1gf1, Mif, Pdgfa, Tnf genleridir.

Sitokinler, immiin sistemin diizenlenmesinde ve inflamatuar olaylarda rol oynarlar.
Lenfositlerin sentezledigi sitokinlere lenfokin, monositlerin sentezledigi sitokinlere
monokin denir. T lenfositlerce iiretilen sitokinlere interferon gama(lfng), akyuvarlar
tarafindan tiretilen sitokinlere interferon alfa(Ifna) ismi verilmektedir. Sitokin sentezinin
artis1 veya azalisi, NFk-f(Niikleer Faktor kappa beta), 4P-1(aktivator protein-1) gibi
baz1 transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna da baghdir. Calismamizda Ifng, NFk-f
ve AP-1 genlerinin de ekspresyon seviyelerine bakilmistir. Sitokinler bir yandan
yabanci1 ajanlara kars1 organizmanin reaksiyonlarini diizenlerken, bir yandan da hiicreler
arast iliskileri diizenleyerek inflamatuar cevapta Onemli rol oynar. Peptid veya
glikoprotein tabiatinda olan sitokinlerin molekiil agirliklar1 6.000 ile 60.000 dalton

arasinda degigsmektedir. Sitokinler genel olarak depolanamazlar ve bunlar1 kodlayan
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mRNAlar stabil degildir. Immiin sistemden salinan sitokinlerin biiyiik ¢ogunlugu
interlokinlerdir.

Interlokin 1(IL-1), ikinci kromozom {izerinde iki ayr1 gen tarafindan meydana getirilen
IL1-a ve IL1-B olmak iizere iki proteinden meydana gelir. Hemen hemen biitiin hiicreler
tarafindan sentezlenir ancak daha ¢ok makrofajlar, keratinositler, endotel hiicreleri,
fibroblastlar ve notrofiller tarafindan iiretilmektedir. IL-1, hiicreler {izerinde daha ¢ok
koruyucu etkiye sahiptir. Ayrica hem T hiicrelerinden IL-2 salgilanmasini saglar hemde
antijen sunan hiicrelerin kapasitesini artirir. Bunlara ek olarak noétrofil infiltrasyonunu
saglar ve fibroplazi ve anjiogenez olusumuna yardimei olur (47, 48).

Interlokin 2 (IL-2), 15.400 dalton agirligindadir. 133 aminoasitten olusan bir
proteindir. 4. kromozom tizerindeki bir gen tarafindan lretilir. T ve B lenfositlerin
proliferasyonunu ve sitokin olusumunu artirmaktadir. 1L-2 reseptorlerine baglanarak
etkisini gosterir. IL-2, monositler hari¢ diger hiicrelerin S fazina ge¢cmesini saglar,
makrofajlarin 6ldiirticli kapasitelerini artirir ve anjiogeneze yardimei olur (49).

Interlokin 6 (IL-6), 26.000 dalton agwrhiginda olup 184 aminoasitten
olugsmaktadir. Monositler, fibroblastlar, keratinositler, kemik iligi stromal hiicreleri ve
mezenkimal hiicreler tarafindan sentezlenmektedir (50, 51). B lenfositlerin antikor
yapabilmeleri i¢in gerekli olan temel faktorlerden biridir.

Kemokinler 8000-10000 dalton biiyiikliigiinde, aminoasit dizilimleri %20-%70 oraninda
benzerlik gdsteren proteinlerdir (52, 53). ki amino sonlanimindaki sistin artiklarinin
komsu olmas1 (c-c)(a) veya aralarinda bir amino asit bulunmasi (c-x-¢)(f) durumuna
gore a ve P olmak ilizere 2 alt gruba aymrirlar. Lokosit hareketini uyarmakla
gorevlidirler. Inflamatuar lezyonlarda kemokin iiretimi belirgin seviyede artig
gostermektedir. Ayrica yedi transmembran a-heliks reseptor ailesine dahil olan bir¢ok
kemokin reseptorii mevcuttur. Bu calismada ekspresyon seviyeleri 6l¢iilen genler Ccl7,
Cd40lg, Cxcl3, Cxcll genleridir (54).

Ekstraseliiler matriks, dokularn ve organlarm biitiinliigiiniin saglanmasmi saglar.
Ayrica hiicreler arasi iletisim ve hiicre davranis1 gibi konular1 diizenler. Protein ve
polisakkaritlerden olusan karmasik bir yapidir. Ekstraseliiler matriks; kollajenler,
lamininler, fibronektin, vitronektin ve elastin gibi bilesenlerden olusur. Kollajenler deri,
kemik ve kikirdak basta olmak iizere bircok dokuda bulunan, bag dokunun en 6nemli
yapisal proteinleridir (55). Dokular1 deformasyona karsi korur ve dokularin sekil

almasmi saglarlar (33). Kollajen molekiili (tropokollajen), a-zincir olarak
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isimlendirilen, birbiri etrafina saril1 iic polipeptidden olusan t¢lii heliks yapidadir (56,
57). %35 oraninda glisin ve %11 oraninda ise alanin bulunmaktadir. Ayrica diger
proteinlerde nadir olarak rastlanan %12 oranmda prolin ve %9 oraninda hidroksiprolin
icermektedir (40, 56). Uglii heliks yapisindaki zincirlerin birbirine sarilmasiyla
kendisiyle esit boyuttaki bir celik telden daha fazla gerilim kuvveti saglar (58).
Zincirlerin biyokimyasal yapilarima gore gruplandirilmis bir¢ok cesit kollajen tipi
bulunmaktadir. Tip I kollajen, viicuttaki kollajenin %90’ 1 olusturur ve deri, kemik ve
tendon en yogun bulundugu bolgelerdir (11, 40, 55). Tip II kollajen ise deri ve
organlarda bulunur ve dokulara esneklik saglar (40). Bu calismada ekspresyon
seviyeleri 6l¢iilen genler Coll4al, Collal, Colla2, Col3al, Col4al, Col4a3, Col5al ve
Col5a3 genleridir.

Baz1 proteinlerin proteaz aktivitesi ile olgun dokularda doku hemostazi kontrol altinda
tutulur. Matriks metalloproteinazlar (MMP), insanlarda bilinen 23 tipi olan bir
endopeptidaz enzim grubudur. Bu ¢esitli tipler sinyal peptid ve ¢inko baglayan alanlar
gibi bircok ortak 6zellige sahiptir. Kollajenazlar, jelatinazlar, metalloelastazlar en cok
bilinenleridir. Matriks metalloproteazlar sitokinlerle etkileserek hiicre proliferasyonu ve
gocti, farklhlasma, apoptoz ve anjiogenez gibi olaylarda rol oynar (59, 60).
Calismamizda ekspresyon seviyeleri Olgiilen genler Ctsk, Mmp2, Mmp7 ve Mmp9
genleridir.

Organizmada yapim yikim dengesi saglanarak, hasarli doku ve hiicreler yikilarak
dokular yeniden sekillendirilir. Hiicreler arasi sitoiskelet ve adezyon, cesitli proteinlerin
yardimiyla yeniden olusturulur. Integrinler biitiin hiicre tipleri iizerinde mevcut o ve 3
zincirlerinden olusan ve hiicre-hiicre ve hiicre- ekstraseliiler matriks arasi baglantiy1
saglayan heterodimerik adezyon molekiilleridir (13). L-selektin, T hiicre subsetleri ve
monositler iizerinde bulunan bir hiicre adezyon molekiiliidiir. Vaskiiler endotel,
hiicrelerin yilizeyindeki glikolize proteinlere baglanir. Ayrica tiim bu agamalarda sinyal
doniistiirmek ve iletmek ile gorevli proteinleri lireten gen gruplar1 da mevcuttur.
Calismamizda ekspresyon seviyeleri Olcililen genler ltga3, Itga5, Itgh5, Stat3, Thrgl,
Actcl, CD62L, Mapk3, Muc-1, Smad7 ve Wnt5a genleridir.
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2.4. KULLANILAN ANESTEZIKLER

2.4.1. Ketamin

Fensiklidinler icerisinde hallusinojen potansiyeli en diisiikk olanidir. 1962 yilinda
Stevens ve Mc Carthey tarafindan sentezlenmistir. Domino ve Corssen tarafindan 1965
yilinda klinikte ilk kez kullanilmistir. 1970 yilinda kilinik kullanimi i¢in serbest
brrakilmistir. 1997 yilinda enantiyomeri S(+), ketamin klinik uygulamalarda
kullanilmaya baslamistir (61).

Ketamin bir disosiyatif anestezikler fensiklidin tiirevidir. Analjezik ve amnestik etkiye
sahip tek intravendz anesteziktir ve diger intravendz anesteziklerin aksine depresan
etkisi yoktur. Alfa-1 asit glukoproteine baglanip intravendz enjeksiyon sonunda kisa
sirede kan beyin bariyerini asar. Etki siiresi doza bagli olmakla birlikte beyin
dokusundan hizli bir sekilde diger dokulara dagilmasi nedeniyle etkisi kisa siirelidir (62,
63). Bazi enzimler tarafindan N-demetilasyona ugratilir ve norketamine dontisiir. Daha
sonra norketamin hidroksinorketamine doniiserek suda eriyebilen glukuronidlere
baglanarak idrarla atilir (64, 65).

Molekiil agirligit 238000 daltondur. Kimyasal formiilii rs-2-(2-klorofenil)- 2-
(metilamino)-siklohekzano hidroklorid’dir. Kismen suda eriyebilen, renksiz, zayif
asidik karakterli bir soliisyondur (64, 65). Lipid ¢6ziiniirliigii tiyopentale gore 5-10 kat
daha yiiksektir. Soliisyonlar mililitresinde 10-50-100 mgr’lik degisen oranlarda ketamin
icerir. Iceriginde koruyucu olarak benzetonyum kloriir bulunan sodyum klorid
solusyonlaridir. Farmosetik formiilii, S (+) ve R (-) enantiyomerlerinin esit oranda

karisimindan olusur (Sekil 2-9) (66-68).
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N*H,CHg
H4CHsN"
aCHy cl
O O
S; (+) Ketamin Hidroklorir Ry (=)  Ketamin Hidroklorar

Sekil 2-9: Ketaminin kimyasal yapisi

Ketaminin anestezik etkisi, NMDA(N-Metil D-Aspartik Asit) glutamat reseptorlerinin
nonkompetitif antagonizmasma baglidi. NMDA beyin ve omurilikteki sinir
hiicrelerinde bulunan bir iyon kanal proteini ve glutamat reseptoriidiir. Ketamin
glutamatin presinaptik salinimini da azaltir. Ayrica ketamin muskarinik ve nikotinik
asetilkolin reseptorlerini antagonize eder (68, 69). Ancak yine de ketaminin anestezik
etkilerinin baska hangi hiicresel ve molekiiler mekanizmalarla olustugu konusunda

kesin bilgiler yoktur.

Bunlarla birlikte yapilan giincel ¢aligmalarda ketamin anestezisinin bazi molekiillerin
iizerinde etkilerinin oldugu gosterilmistir. Ketamin, makrofajlarda Tnf-a ve IL-6
sitokinlerinin {iiretimini inhibe etmektedir. Baska bir caligmada da immiin sistemi
uyarilmis sicanlarda ketamin anestezisinin Tnf-a Uretimini diisiirdigli gosterilmistir.
Ayrica notrofillerin fagosite aktivitelerinin de ketamin tarafindan inhibe edildigi
gosterilmistir. Bunun sonucu olarak serbest radikal iiretimi, patojenlerin fagosite
edilmesi ve sitokin liretimi inhibe edilmektedir. Sitokin liretimi iizerinde diger bazi
anesteziklerin de etkisi goriilmekle birlikte en sert diisiis ketaminde goriilmektedir (70).
Sitokin tretimini indiikleyen bir transkripsiyon faktorii olan NFk-B’nin da ketamin
tarafindan inhibe edildigi gdsterilmistir (71). interlokin-1b’nin de ketamin anestezisinde
inhibe oldugu gosterilmistir (72). Ketamin anestezisi Nfx-f, AP-1, MAP kinaz (mitojen
aktive protein kinaz) gibi faktorlerin ekspresyonunu baskilamaktadir (73). Bununla
birlikte ketamin anestezisinin hiicre adezyon molekiilleri (CD62L vb.) liretimine etkisi

de gosterilmistir (74).
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2.4.2. Tiyopental Sodyum

Tiyopental kisa siireli etkisi olan pentobarbitalin tiyo tiirevidir (75). Tiyopental sodyum
ilk kez 1935 yilinda Lundy tarafindan kullanima sokulmustur. Barbitiiratlardan klinik
kullanim1 en yaygin olanidir. Tiyobarbitiiratlarda 2. karbondaki oksijen (O) atomunun
yerini bir siilfiir (S) atomu almistir ve bu degisiklik ile birlikte barbitiiratin sentral sinir

sistemindeki etkisinin ¢cabuk baglamasi ve kisa stirmesi saglanir (Sekil 2-10) (76, 77).

’ﬁ CH-CH
A 28003
= o ,/

M3 .s—° 4
\\ e “'\-\_q“ . . )
CHCH,CH,CH;
I-i"i4<\ i
o Cll

Sodyum 5-etil-5-(1-metilbiitil)-2-tiobarbitiirat

Sekil 2-10: Tiyopental sodyumun kimyasal yapisi

Barbitiiratlarin etkilerinin kisa siirmesi ¢abuk yikilmalarindan degil, kandan ¢ok kisa
siirede tasinmalarindandir. Tiyopental sodyum karacigerde metabolize edilmektedir.
Oksidasyon, N-dealkilasyon ile olusan metabolitler suda eriyerek idrarla atilir (78).

Klor kanallarinin uzun siire agik kalmasini1 ve kanallarin i¢inin tikanmasimni saglayarak
etkisini gostermektedir. Ayrica norotransmitterlerin (asetilkolin, glutamik asit) sinaptik
etkilerini inhibe eder (79). Yiiksek dozlarda beynin oksijen tiiketimini azaltarak
metabolizmasini diistiriir.

Tiyopental ile yapilan ¢alismalarda da baz1 molekiillerin, 6zellikle de sitokin iiretiminin

etkilendigi gosterilmistir (70).



3. GEREC VE YONTEM

Tablo 3-1: Kullanilan Kitler

e High Pure RNA Tissue Kit , Roche, Cat.No. 12 033 674 001

e Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit Cat. No. 04 379 012 001

e LightCycler 480 Probes Master Cat. No. 04 707 494 0001

Tablo 3-2: Kullanilan Cihazlar

20

Buzdolabi ve Derin Dondurucu

Derin dondurucu -80 derece
Distile su cihazi

Etiv

Hassas terazi

LightCycler 480 RT- PZR cihaz
Masaiistii mini santrifiij
Otomatik pipetler

PZR cihazn

Sogutmah santrifiij

Spektrofotometre

(+4°C ve -20°C Bosch , -80°C Forma

Scientific)

(HeraeusSepatech)

(Millipore)

(Heraeus) (Niive)

(Shimadzu)

(LC480-II, Roche, Mannheim, Almanya)
(Eppendorf) (Hettich)

(Gilson) (Eppendorf)(Thermo)

(Biorad, T-100, Amerika)

(Heraus)

(NanoDrop)
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[ HAYVAN DENEYLERI }

- ; ; . N
Ketamin ve Tiyopental sodyum anestezisi altinda

deneysel tam kat deri yara modeli olusturuldu

- J

Deney siiresince her giin serum fizyolojik ile

pansuman yapildi

Ketamin ve Tiyopental sodyum anestezisi

|_uygulanarak 0, 3, 7 ve 14. giinlerde biyopsi alind1 |

[ DOKULARIN SAKLANMASI }

Dokular -80 °C’de sakland1 }

MOLEKULER DENEYLER }

( Dokular homojenize edildi ve RNA izolasyonu yapildi )

- J
f RNA 6l¢iimii yapildi )
. J

RNA’dan cDNA sentezi yapildi

Gergek zamanli PZR ¢alismasi tamamlandi )

Cikan esik degerler ile her gen i¢in 2-AACT degeri

Sekil 3-1: Calisma diyagramm

L hesapland: )
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Kullamilan Diger Malzemeler

Kullanilan anestezik ve aneljezikler (Ketamin HCI ( Ketalar), Ksilazin HC1 (Rompun),
Tiyopental Sodyum (Pental Sodyum), Tramadol), Cerrahi siinger (Spongostan 7cm x
Scm x lcm), Serum sise (Eczacibasi Baxter), cerrahi makas, pamuk, steril gazli bez,
petri kabi, biyopsi punch (1 cm), serum fizyolojik, tras bicagi, bistiiri, RealTime Ready
Custom Panel 96-96 (ROCHE), filtreli pipet uglar.

3.1.Hayvan Deneyleri

Bu calisma Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 2014/116 no’lu kararla onaylanmistir. Deneysel Tip Arastrma Enstitiisii
Deney Hayvanlar1 Biyolojisi ve Biyomedikal Uygulama Teknikleri Anabilim Dali
Uretim bdliimiinden 15 adet saglhkli, Wistar Albino tiirii, yetiskin (6 aylik), erkek, 250-
300 gr agirhiginda siganlar temin edildi. Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1 Arastirma Laboratuvari’nda bakimlar1 yapildi ve hayvan deneyleri 25
Mart 2015 — 10 Nisan 2015 tarihleri arasinda ytriitiildii. Siganlar 21-24 °C’de (oda
sicakliginda), 12 saat aydinlik/ 12 saat karanlik fotoperiyodunda, polikarbon yapili sican
kafeslerinde bireysel olarak, %18-20 protein igeren pelet sigan yemi ve su ile ad-libitum

olacak sekilde beslenerek muhafaza edildi.

Sicanlar 3 gruba ayrildi. 1. Grup: Ketamin anestezisine maruz olan grup, 2.Grup:
Tiyopental Sodyum anestezisine maruz olan grup, 3. Grup Tramadol anestezisine maruz
olan kontrol grubu. Her biyopsi alimindan 10 dk once 1.grup siganlara 10 mg/kg
(intraperitoneal) dozda ksilazin HCI ve 50 mg/kg (intraperitoneal) dozda ketamin HCI
anestezisi uygulandi (71, 80, 81). Aymi sekilde her biyopsi alimmdan 10 dk 6nce 2.grup
siganlara 50 mg/kg dozda (intraperitoneal) tiyopental sodyum uygulandi (82). 3.grup
siganlara ise 4 mg/kg dozda tramadol sadece 0.giin yara olusturulmasi asamasinda lokal
olarak uygulandi. Literatiire dayal1 olarak anesteziklerin etki siiresi degerlendirilerek 1
ve 2. gruptaki sicanlara her biyopsi alimindan 10 dakida once anestezi uygulanmistir
(83, 84). Etik degerler dikkate alinarak ve bilimsel literatiir dogrultusunda lokal olarak
uygulanan tramadol grubu kontrol grubu olarak kullanmilmigtir. %70 lik alkolle
dezenfeksiyon islemi sonrasinda, hayvanin yaraya ulagsmasmi engellemek amaciyla
hayvanlarin sirt bolgesinin orta hatti tiras edildi ve Sekil 3.2. de gosterildigi gibi steril

punch aracilifiyla yaklasik 1 cm capinda 3 adet dairesel yara olusturuldu. Yara
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olusumu esnasinda alinan doku Ornekleri 0.giin dokular1 olarak saklandi. Yaralara
herglin serum fizyolojik ile pansuman yapildi ve siganlarin yaralara yaklasmasini
onlemek i¢in yara bandi ile bantlandi (Sekil 3.3). Daha sonra bu yaralardan her birinden
farkll giinlerde olmak iizere 3., 7. ve 14.giinlerde 1 cm ¢apinda steril punch araciligryla
biyopsi 6rnegi alimmustir. Alinan biyopsi drnekleri molekiiler ¢alismalarda kullanilana

kadar -80 °C’de bekletilmistir.

¢

Sekil 3-2: Sicanlarin sirtina dairesel yaralarin olusturulmasi

Sekil 3-3: Sicanlara pansuman yapilmasi



24

3.2.Molekiiler Cahsmalar

3.2.1. RNA izolasyonu

1.
2.

S T

10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

Dokular, -80°C’den ¢ikarilip, oda sicakliginda ¢oziinmeye birakildu.

Dokudan yaklasik 30 mg alinarak dondurulmus petri kabi tizerine konuldu.
400ul Lysis buffer eklenerek yaklasik 5 dk boyunca ¢ift bistiiri yardimiyla
homojenizasyon yapildi (Sekil 3.5).

2 dk 13000 rpm’de santiflij yapilarak siipernatan yeni bir ependorfa alindi.
Stipernatana 200l etanol eklendi.

Karisim filtreli tiipe aktarildi.

13000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildikten sonra filtreden gegen kisim atild1.
Filtreye 90ul ‘DNase incubation’ buffer ile 10ul ‘DNase I working solution’
karisimi eklendi.

15 dk 25°C’de inkiibe edildi.

Karisima 500ul ‘wash buffer I’ eklendi ve 15 saniye 8000 rpm’de santrifiij
yapildi. Filtreden gecen s1vi atildi.

. Filtreye 500ul ‘wash buffer II’ ve 15 saniye 8000 rpm’de santrifiij yapildi.

Filtreden gegen siv1 atild1.

Filtreye 300ul ‘wash buffer II’ ve 2 dk 13000 rpm’de santrifiij yapildi. Filtreden
gecen s1vi atildi.

Filtre yenti bir tiipe (1,5ml) aktarildi.

Filtre tizerine 50 pl ‘elution buffer’ eklenip 1 dk 8000 rpm’de santrifiij yapildu.
Filtre lizerine tekrar 50 pl ‘elution buffer’ eklenip 1 dk 8000 rpm’de santrifiij
yapild1.

Filtre atild1 ve 100 pul RNA elde edildi.
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Sekil 3-4: Doku homojenizasyonu

3.2.2. RNA Konsantrasyonunun Olgiimii

Izole edilen total RNA &rneklerinin konsantrasyonlar1 NanoDrop kullanilarak

sleiildil.

3.2.3.cDNA eldesi
cDNA eldesi i¢in total RNA 6rnekleri esit konsantrasyona getirildi, RNA’larin

tizerine 1’er pl Oligo DT (18) ve random hexamer eklenerek 65°C’de 10 dk inkiibe

edildi ve asagidaki karigim hazirlandi.

Tablo 3-3: cDNA sentezi PZR icerigi

Miktar
5 X RT Bufter 4 ul
dNTP mix (10 mM) 2 ul
RNaz inhibitor 0,5 ul
Reverse transkriptaz 0,5 ul
Toplam 7l

Hazirlanan karisim, PZR(Polimeraz zincir reaksiyonu) tiiplerinde inkiibe edilmis

olan Oligo DT (18) ve random hexamer’li RNA’larin iizerine dagitildi. Daha sonra,
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25°C’de 10 dk, 55°C’de 30 dk, 85°C’de 5 dk bekletildi. Elde edilen cDNA’lar -80°C’de

sakland..

3.2.4.RT? Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Bu c¢alismada incelenmek istenen 43 adet gen ve 4 adet referans gene 0zgii
olarak tasarlanmis primerler ve hidroliz problar kullanilarak RT-PZR (Ger¢ek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi ile gen ekspresyon analizi yapilmistir. Calisma
esnasinda incelenen genler Tablo 3-4’te gosterilmis olup, Hprtl(Hipoksantin
fosforibozil transferaz), Gé6pd (Glukoz 6 fosfat dehidrogenaz), B2m (Beta 2
mikroglobulin) ve Actff (Aktin beta) genleri referans (housekeeping) genler olarak
kullanilmistir. RNA izolasyonu yapilan her bir dokudan 40 ul cDNA elde edildi ve ayn1
anestezik uygulanan sicanlardan elde edilen cDNA’lar ile 50ul distile su karistirilarak
cDNA havuzu yapildi (250ul). Daha sonra Tablo 3-5te gosterilen PZR karigimi

hazirlandi.

Tablo 3-4: Cahisilan genlerin sembolleri ve acilimlari

GEN SEMBOL | GEN TAM iSIM
Angptl Anjiyopoetin 1

AP-1 Aktivator protein 1
Atctl Kardiyak aktin alfa 1
Ccl7 Kemokin (C-C motif) ligand 7

Cd40lg CD40 ligand

CD62L L selektin

Coll4al Kollajen, tip X1V, alfa 1
Collal Kollajen, tip I, alfa 1
Colla?2 Kollajen, tip I, alfa 2
Col3al Kollajen, tip I, alfa 1
Col4al Kollajen, tip 1V, alfa 1
Col4a3 Kollajen, tip 1V, alfa 3
Colsal Kollajen, tip V, alfa 1
Col5a3 Kollajen, tip V, alfa 3

Csf3 Koloni uyarici faktor 3 (graniilosit)
Ctsk Katepsin K
Cxcll Kemokin (C-X-Cmotif) ligand 1(melanoma biiyiime uyarici
aktivitesi)
Cxcl3 Kemokin (C-X-C motif) ligand 3
Egf Epidermal biiytime faktorii

Fgfr2 Fibroblast biiyiime faktorii reseptorii 2




27

Hbegf Heparin-baglayan EGF benzeri biiyiime faktorii
Hef Hepatosit biiyiime faktorii
Ifn-g Interferon gamma
Igf1 Insiilin benzeri biiyiime faktorii 1
IL-186 Interlokin 1 beta
1l-2 Interlokin 2
IL-6 Interlokin 6
Itga3 Integrin, alfa 3
Itgas Integrin, alfa 5 (fibronektin reseptor, alfa polipeptid)
ltgh5 Integrin, beta 5
Mapk3 Mitojen aktif protein kinaz 3
Mif Makrofaj gé¢ inhibisyon faktor
Mmp2 Matriks metalloproteinaz 2
Mmp7 Matriks metalloproteinaz 7
Mmp9 Matriks metalloproteinaz 9
Muc-1 Miisin 1
Nfx- p Niikleer Faktor kappa beta
Pdgfa Trombosit kaynakl biiyiime faktorii alfa
Smad-7 Smad protein ailesi tiyesi 7
Stat-3 Sinyal tasvyici ve transkriptin 3 aktivatorii
Tef-bl Transforme edici biiyiime faktorii, beta reseptor 1
Tnf-a Tiimér Nekrozis Faktorii alfa
Wnt5a Kanatsiz tip biitiinleyici gen ailesi 54

Tablo 3-5: RT?-PZR icerigi

Miktar
Master Mix 10 pl
cDNA Sul
Distile su Sul
Toplam 20 ul

Hazirlanan PZR karisimi Tablo 3-7’de genlerin yerlesimi verilmis olan plate
icerisine emdirilmis halde bulunan primerlerin lizerine esit miktarda dagitildi. Bir plate’
te iki 0rnek ayn1 anda ¢aligildi. Light Cycler 480 gercek zamanli PZR cihazi ile Tablo 3-
6’da verilen kosullarda PZR caligsmasi yiirtitiildii.



Tablo 3-6: RT>-PZR kosullari

Sicaklik Zaman
On denatiirasyon 95 °C 10 dk. 1 dongii
Amplifikasyon 95 °C 10 sn. 'Sy
) . 45 dongii
Amplifikasyon 60 °C 30 sn. p
/‘;’/
Amplifikasyon 72 °C 0l sn. Y
Sogutma 40 °C 30 sn. 1 dongii
Tablo 3-7: Plate icerisinde genlerin yerlesimi
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Kalibrator genler plate iizerinde renkli olarak gosterilmistir.

3.2.5.istatistiksel Analizler

Itgas

Hmpd

Pias3
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Gergek zamanli PZR calismasi sonuglar1 Livak ve Schmittgen’in tanimladigi ve formiile

ettigi sekilde sekilde 2“1 metodu kullanilarak analiz edildi (85). Sonuglar her bir gen

icin esik degerde yogunluga ulastig1 dongii sayisi (Ct) degeri olarak elde edilmektedir.

Bu deger, cihaz tarafindan referans (house keeping) olarak tanitilan genler referans

almarak hesaplanir. Her bir gen icin elde edilen Ct degeri referans olarak kullanilan bir
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veya daha ¢ok referans genin Ct degeri ile karsilastirilarak ACt degeri elde edilir. Birden
fazla referans gen kullanilmigsa once bu genlerin Ct degerlerinin ortalamasi alinir daha
sonra ACt hesaplanr. Bu c¢alismada 4 adet referans gen kullanildig1 icin
Hprtl(Hipoksantin fosforibozil transferaz), G6pd (Glukoz 6 fosfat dehidrogenaz), B2m
(Beta 2 mikroglobulin) ve Actf (Aktin beta) genlerinin Ct degerlerinin ortalamasi alind1.
-AAC

Yapilan normalizasyon islemlerinin ardindan asagidaki denklemler yardimiyla 2" ¢

degerleri hesaplanmustir.

K: kontrol grubu, T: tedavi grubu, R: housekeeping gen, X: ilgili gen olmak

uzere;
ACtgx = Ctgx— CtR, ACttyx = Ctrx— Ctr

AACty = ACtrx— ACtgx

- AA
e

X

Kat degisimi =
Bu islem sonrasi ¢ikan deger 1°den biiyilikse gen ifadesi kontrole gore o kadar kat artmig

demektir. Ancak iglem sonrasi ¢ikan deger 1’den kiiciikse asagidaki islem uygulanir;

1/Kat degisimi yani 1/2° **“1, ¢ikan deger yine 1’den biiyiik olacaktir ancak bu defa gen
ifadesinin arttigin1 degil, azaldigin1 gosterecektir. Deger ka¢ ise gen ifadesi kontrole

gore o kadar kat azalmig demektir.



4. BULGULAR

Sicanlarda ketamin ve tiyopental sodyum anesteziklerinin kullanilmasinin yara
tyilesmesi ile iligkilendirilmis 6ne ¢ikan bazi1 genlerin ekspresyon seviyeleri tizerindeki
etkilerini ortaya c¢ikarmak amaciyla gergek zamanli PZR c¢aligmasiyla Tablo 4-1’de
gosterilen 43 adet gen ve 4 adet referans gen calisilmistir. Alian doku 6rneklerinden
RNA izolasyonu yapilmis ve cDNA elde edilmistir. Ger¢ek zamanli PZR caligmasi
sonrasinda calisilan 43 adet genin her biri ayr1 ayr1 degerlendirmeye tabi tutularak

sonuclar hesaplanmistir.
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Sekil 4-1: Amplifikasyon egrilerinden bir 6rnek

Tim genlerle ilgili kantitatif gercek zamanli PZR sonucglarimizdan esik degerde
yogunluga ulastigr dongii sayisi (Ct) degeri elde edildi. Her bir gen i¢in elde edilen Ct
degeri referans olarak kullanilan 4 adet housekeeping genin Ct degerinin ortalamasi ile
karsilagtirilarak ACt degeri elde edildi. Daha sonra kat degisimi degerleri hesaplanarak

tabloda gosterilmistir (Tablo 4-1). Bu degerler 277

metodu ile hesaplanmistir ve
kontrol grubu ile tedavi grubu arasindaki gen ekspresyonu farkliliklarini gosteren kat
degisim degerleridir. Yara iyilesmesinin 3., 7. ve 14. giinlerinde alinan 6rneklerden elde
edilen sonuglarda kontrol grubuna gore up-regiile (fazla ifade edilen) ve down-regiile

(az ifade edilen) genler bir arada gosterilmistir.



Tablo 4-1: Calisilan tiim genlerin kat de@isimi degerlerinin gosterilmesi
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Gen 3.gln 7.gUn 14.gln
sembolii Ketamin | Tiyopental Ketamin | Tiyopental Ketamin Tiyopental
Angptl1 -1,60 5,07 -5,04 1,39 -6,50 -1,07

AP-1 -8,55 -2,01 1,81 -2,93 -1,02 -1,84
Actcl 1,53 4,94 -1,36 5,94 -1,95 -2,13
Ppbp -1,11 -25,05 3,78 5,86 -5,31 2,84
Cd40lg -1,62 -3,94 1,32 -2,69 19,70 34,46
Cde62l -1,21 -3,94 1,63 -1,05 -1,65 3,26
Col14a1 -1,38 -1,89 -3,04 1,07 1,85 8,55
Colla2 -1,46 -2,82 -2,93 -5,58 -1355130,16 | -732938,86
Collal -1,19 -2,61 -2,27 -3,92 1,43 2,54
Col5a3 -1,94 -4,62 -1,78 -3,51 1,04 8,21
Col3a1 -1,40 -2,36 -3,15 -2,38 1,41 5,02
Coldal 1,00 -1,76 -2,76 -4,63 -1,78 2,05
Col5a1 -1,27 -2,82 -2,27 -3,18 1,73 5,23
Col4a3 1,20 -1,61 -1,88 -1,72 -1,59 1,23

Csf3 1,05 -2,58 2,12 -1,13 -3,66 -1,04

Ctsk -1,11 -1,71 -2,43 -2,50 1,67 2,49

Cxcl3 -1,47 -9,23 -1,08 -6,36 -15,67 -2,91

Cxcl1 -1,21 -1,69 2,20 1,51 -38,59 -3,95

Egf -1,29 -1,34 -3,17 -1,47 -3,84 -2,00

Fgfr2 -3,00 -3,57 -1,61 -5,90 -2,00 -2,26

Hbegf 1,50 -1,93 8,26 1,39 1,00 1,26

Haf 1,70 1,18 -4,97 4,26 -2,43 -1,70

Ifng -1,62 1,17 4,07 -1,06 -2,81 -6,74

lgf1 -1,36 -2,41 -1,50 -3,32 -1,79 -1,21

116 -1,01 -7,82 2,60 -3,14 -4,96 -1,30

12 -1,62 -3,94 7,40 9,58 16,34 2,84
16 8,77 4,04 1,81 3,94 -8,28 3,43
Itga3 1,12 -6,85 1,46 -3,94 -1,41 -2,82
Itgas -1,08 -2,36 -1,86 -2,46 1,19 5,76
Itgb5 1,72 -2,46 1,25 -6,06 -4,56 -5,44
Mapk3 1,04 -1,64 -1,36 -3,46 -1,01 2,71
Mif -1,64 2,08 1,25 -1,75 -2,81 -1,72
Mmp2 -1,06 -1,75 -2,10 -4,29 1,49 5,05
Mmp7 14,86 2,49 -1,65 -1,22 5,43 7,09
Mmp9 -4,10 -46,42 1,95 -4,92 -1,01 -1,19
Mucl -4,19 -5,19 -2,38 -1,84 -1,43 -3,08
NFk-p 1,18 -1,67 1,41 -2,60 1,03 -1,28
Pgfa -1,10 -1,38 -1,96 -9,58 -1,89 -1,70
Smad7 -1,20 -4,49 -1,07 -1,96 -1,60 -3,30
Pias3 1,23 14,55 -2,87 -2,53 36,76 66,10
Tbrgl 1,14 1,39 -3,06 -1,32 -2,10 1,03
Tnf-o -4,07 1,01 1,61 -1,08 -30,91 -3,98
Whnt5a -2,15 -5,02 2,42 5,86 -1,13 -1,57




32

4.1. 3. Giin Yara lyilesmesine ait Bulgular

4.1.1. Ketamin Grubuna ait Bulgular

3.glinde alman doku 6rneklerinden ger¢cek zamanli PZR caligmasi sonunda elde edilen
kat degisimi bulgularina gore; anestezik olarak ketamin uygulanan grubun anestezik
uygulanmayan kontrol gruba kiyaslanmasiyla, ekspresyon seviyeleri artan (5 kat ve
iizeri/ -5 kat ve alt1) genler /L-6 (interlokin-6) ve Mmp7 (matriks metalloproteinaz 7),
ekspresyon seviyesi azalan gen ise AP-1 (aktivator protein-1) olarak tespit edilmistir

(Sekil 4-2).
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Sekil 4-2: Ketamin grubu icin 3. giin gen profilleme cahismasimin sacihim egrisi

4.1.2. Tiyopental Sodyum Grubuna ait Bulgular

Tiyopental sodyum uygulanan grup ile anestezik uygulanmayan kontrol grubunun
karsilastirilmasiyla 3.giinde ekspresyon seviyeleri degisen (5 kat ve lizeri/ -5 kat ve alt1)
9 adet gen tespit edilmistir. Bu genlerden iki tanesinin (4Angpt! (anjiyopoetin 1) ve Pias
3 (Signal tasiyici ve transkriptin 3 aktivatorii)) ekspresyon seviyesi artmis, 7 tanesinin

ise (Cxcl3 (kemokin c-x-c¢ motif ligand 3), IL-1b (interlokin-1 beta), Mmp9 (matriks
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metalloproteinaz 9), ltga3 (integrin alfa 3), Wnt5a (Kanatsiz tip biitiinleyici gen ailesi
5A), Muc-1 (miisin-1) ve Ppbp (kemokin c-c motif ligand 7)) ekspresyon seviyesi
azalmistir (Sekil 4-3).
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Sekil 4-3: Tiyopental sodyum grubu icin 3. giin gen profilleme calismasimin sacilim egrisi

4.2. 7. Giin Yara lyilesmesine ait Bulgular

4.2.1. Ketamin Grubuna ait Bulgular

7. glinde alinan doku 6rneklerinden elde edilen kat degisimi bulgularina gére anestezik
olarak ketamin uygulanan grup ile anestezik uygulanmayan kontrol grubu arasindaki
kiyaslamada /L-2 (interlokin 2) ve Hbegf (heparin bagh epidermal biiylime faktorii)
genlerinin ekspresyonu artmis, Angpt! (anjiyopoetin 1) geninin ekspresyonu ise

azalmistir (5 kat ve tizeri/ -5 kat ve alt1) (Sekil 4-4).
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Sekil 4-4: Ketamin grubu icin 7. giin gen profilleme calismasinin sacilim egrisi

4.2.2. Tiyopental Sodyum Grubuna ait Bulgular

Tiyopental sodyum uygulanan grup ile anestezik uygulanmayan kontrol grubu arasinda
7.glinde alinan doku 6rneklerinden yapilan karsilastirmaya gore ekspresyonu degisen (5
kat ve tizeri/ -5 kat ve alt1) 9 adet gen tespit edilmistir. Actcl (aktin alfa kalp kasi
I/kardiyak aktin), Wnt5a (Kanatsiz tip biitlinleyici gen ailesi 5A), /L-2 (interlokin-2) ve
Ppbp (kemokin c-c motif ligand 7) genlerinin ekspresyon seviyeleri artmis, Colla2
(kollajen tip 1 alfa 2), Pdgfa (trombositten tiiretilmis biiyiime faktorii alfa), Cxcl3
(kemokin c-x-c motif ligand 3), Figfr2 (fibroblast biiytime faktorii 2) ve Itgh5 (integrin

beta 5) genlerinin ekspresyon seviyeleri azalmistir (Sekil 4-5).
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Sekil 4-5: Tiyopental sodyum grubu icin 7. giin gen profilleme calismasinin sacilim egrisi

4.3. 14. Giin Yara lyilesmesine ait Bulgular

4.3.1. Ketamin Grubuna ait Bulgular

Ketamin uygulanan grup ile anestezik uygulanmayan kontrol grubu arasinda 14.giinde
alman doku orneklerine kiyasla ekspresyonu artan (5 kat ve iizeri) genler Mmp7
(matriks metalloproteinaz 7), Pias 3(Sinyal tagiyic1 ve transkriptin 3 aktivatorii), Cd40lg
(CD40 ligand), IL-2 (interlokin-2) genleri olarak tespit edilmistir. Colla2 (kollajen tip 1
alfa 2), Cxcll (kemokin c-x-c motif ligand 1), Angptl (anjiyopoetin 1), Cxc/3 (kemokin
c-x-c motif ligand 3), 7Tnf (Timdr nekroz faktor), IL-6 (interlokin-6) ve Ppbp (kemokin
c-c motif ligand 7) genlerinin ise ekspresyon seviyelerinin azaldigi (-5 kat ve alti)

goriilmiistiir (Sekil 4-6).
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Sekil 4-6: Ketamin grubu icin 14. giin gen profilleme ¢alismasinin sa¢cilim egrisi

4.3.2. Tiyopental Sodyum Grubuna ait Bulgular

14.giinde alinan doku 6rneklerinden elde edilen kat degisimi bulgularma gore anestezik
olarak tiyopental sodyum uygulanan grup, anestezik uygulanmayan kontrol grubuna
kiyaslandiginda 12 adet ekspresyonu degisen (5 kat ve iizeri/ -5 kat ve alt1) gen tespit
edilmistir. Col3al (kollajen tip 3 alfa 1), Col5al (kollajen tip 5 alfa 1), Col5a3 (kollajen
tip 5 alfa 3), Mmp?2 (matriks metalloproteinaz 2), Col/l4al (kollajen tip 14 alfa 1), ltgas
(integrin alfa 5), Pias 3( sinyal iletim ve aktivator proteini 3), Mmp7 (matriks
metalloproteinaz 7) ve Cd40lg (CD40 ligand) genlerinin ekspresyon seviyesi artarken
Colla2 (kollajen tip 1 alfa 2), ltghb5 (integrin beta 5) ve Ifng (interferon gama)

genlerinin azalmistir (Sekil 4-7).
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Sekil 4-7: Tiyopental sodyum grubu i¢in 14. giin gen profilleme ¢aliymasinin sacilim egrisi

4.4. Tiim giinlere ait Bulgularin Venn semasi ile gosterilmesi

Sekil 4-8: Ketamin grubunun ekspresyon degisimlerinin tiim giinler icin venn semasi ile
gosterilmesi (1] isaretleri ekspresyon artis ve azalisim gostermektedir).
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Sekil 4-9: Tiyopental Sodyum grubunun ekspresyon degisimlerinin tiim giinler icin venn
semasl ile gosterilmesi (7] isaretleri ekspresyon artis ve azahsim gostermektedir).
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5. TARTISMA

Deneysel yara calismalari hayvanlar {izerinde anestezi altinda yapilmaktadir.
Anestezik maddeler, deneysel calismalarda yara iyilesmesi evrelerinin incelenebilmesi
amaciyla yaradan biyopsi alimmdan 6nce kullanilmaktadir. Bu nedenle ¢alismada
kullanilan hayvanlar 3-5 kez bu anesteziklere maruz kalmaktadirlar. Bu anestezikler
arasinda ketamin ve tiyopental sodyum 6ne ¢ikanlar arasidadir.

Anestezikler bu calismalarda her ne kadar hayvanlarin aci ¢ekmesini 6nlemek
amaciyla kullanilsa da gen ekspresyonun hiicrelerde, dokularda ve hatta organizmada
icsel ve dissal faktorlerden etkilendigi bilinmektedir. Eger bu anestezikler hiicrenin gen
ekspresyonu yanitlarin1 etkiliyorsa, gen ekspresyonu ile ilgili g¢aligmalarda bu
bilesiklerin kullanilmasi interferans verici bir etken olusturabilir. Literatiirde her iki
anestezik maddenin yara iyilesmesine etkisi oldugu bilinen genlerin ekspresyonlari
iizerine etkilerini ayni1 anda inceleyen calismalar gbéze c¢arpmamaktadir. Bu soruyu
yanitlayacak bir g¢alisma, her iki aneztezik maddenin kullanimindan elde edilmis,
edilecek veya planlanan gen ekspresyon caligmalarinin degerlendirilmesine farkli bir
bakis acis1 getirebilir.

Calismamizda sicanlarda ketamin ve tiyopental sodyum anesteziklerinin
kullanilmasinin yara iyilesmesi ile iligskilendirilmis 6ne ¢ikan bazi genlerin ekspresyon
seviyeleri lizerindeki etkilerini ortaya ¢ikarmak ve bu bilesiklerin anestezi disindaki
olas1 etkilerini degerlendirmek, yara iyilesmesi siirecinde rol oynayan molekiiller

iizerinde etkisinin olup olmadigini géstermek amaclanmastir.

Bu amagla ketamin ve tiyopental sodyum anesteziklerinin kullanildig: gruplar ile
kontrol grubu arasindaki gen ekspresyon farkliliklarini wistar albino siganlarda tam kat
yara olusturmak suretiyle erken (3.giin), orta (7.glin) ve ge¢ (14.giin) donem olmak
iizere 3 farkli zamanda inceledik. Bu ii¢ farkli zamani segmemizin nedeni, bu {li¢ ayr1
glinlinde yara iyilesmesinin {i¢ ayri fazindan biri igerisinde olmasidir. Bunlar;
inflamasyon fazi (3.giin), proliferasyon fazi (7.glin) ve olgunlagma (matiirasyon) fazidir
(14.gilin). Bununla birlikte literatiirde yara iyilesmesi iizerine yapilan caligmalarda

yaygin olarak bu ti¢ farkli zaman incelenmektedir (46, 86).
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Ekspresyon seviyeleri incelenen genlerden bazilari yara iyilesmesinin erken
evrelerinde (3. giin), bazilar1 orta evrelerinde (7. giin), bazilar1 son evrelerinde (14.
giin), bazilar1 ise birden fazla evrede ekspresyon degisimi gostermistir. Cesitli genlerin
yara iyilesmesinin fazlari icerisinde karmasik bir ekspresyon profili ¢izdigi literatiirde

belirtilmektedir (46, 86).

3. giin yara iyilesmesi inflamasyon fazi icerisindedir. Bu evrede ilk olarak pihtilagsma
faktorleri ile yaradan kan kayb1 onlenir. Yara bolgesine inflamatuar hiicrelerin ulagmasi
saglanir (12). Notrofiller yara bdlgesine go¢ ederek bakterileri ve 6lii dokular1 fagosite
eder ve proteazlar sayesinde ekstraselliiler matriksi yikarlar (20, 22, 23). Bununla
birlikte monositler, lenfositler ve plazma hiicreleri gibi beyaz kan hiicreleri de yara
bolgesine gd¢ eder (19). Daha sonra 6len nétrofillerin yerini makrofajlar alir ve TNF-o,
IL-1, IL- 6 gibi faktorlerin salinimini1 saglarlar (29). Hemostatik faktorlerin ve
trombositlerden salgilanan faktorlerin islevleri Tablo 2-1’de gosterilmistir. Ayrica bu
evrede matriks metalloproteinazlar, inflamatuar debrisi temizleyerek yara hiicrelerini
matrikse dogru hareket ettirirler (22). Calismamizin 3. giin erken donem sonuglarini
inceledigimizde ketamin anestezisine maruz olan grupta anestezi uygulanmayan gruba
kiyasla IL-6 ve Mmp7’nin ekspresyon seviyesinin arttigi, AP-1 ekspresyon seviyesinin
ise azaldig1 dikkati ¢ekmektedir. Literatiirdeki ¢alismalarda ketaminin IL-6 iiretimini
inhibe ettigi gosterilmistir (70). Ancak bizim calismamizdaki bulgulara gore /L-6
ekspresyonu 3. giinde artmis, 14.giinde azalmistir. Bu sonuglar ketaminin /L-6 gen
ekspresyonunu azaltmadigini ancak proteini inhibe ettirdigini diislindiirebilir. Bununla
birlikte literatiirde ketaminin IL-6 iizerine etkisinin arastirildigir ¢alismalar genellikle
hiicre kiltiirii ¢alismalaridir. Canli organizmanin hiicre kiiltliriine gore ¢ok daha
dinamik ve karmasik bir siire¢ olmasi da sonuglardaki farkliliklarmm nedeni olabilir.
Kasim 2015 itibariyle “Pubmed” veritabanina gore verdigimiz anahtar kelimelerle
ketaminin MMP grubu genler ilizerine etkisini gosteren bir ¢aligmaya rastlanmamaistir.
Literatiire gore ketamin anestezisi hiicre kiiltiirii caligmalarinda bir transkripsiyon
faktorii olan AP-1 geninin ekspresyonunu baskilamaktadir ve bizim ¢alismamizda da bu
genin ekspresyonunun diistiigli goriilmiistiir (74). AP-1’in igerisinde IL-6’nin da oldugu
cesitli sitokinlerin transkripsiyonunu kontrol etmede onemli bir faktoér oldugu dikkate
almirsa, AP-1 ekspresyonunun bizim ¢alismamizda diismekle birlikte /L-6 seviyesinin
yiiksek olmasi ¢eligkili gibi goziikmektedir. Bizim sonuglarimiz ve literatiir bilgimiz bu

celiskili yanitin ana nedenini agiklamak icin yeterli degildir.
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Tiyopental sodyum grubunun 3. giin sonuglarmi degerlendirdigimizde bu
anestezik ile ketamine gore daha fazla genin anestezi uygulanmasi ile ekspresyon
seviyelerinin ~ degistigi  gozlemlenmistir.  Sonucglarimiz ~ tiyopental  sodyum
uygulanmasiyla Angptl ve Pias 3 genlerinin daha fazla, Cxc/3, IL-1b, Mmp9, Itga3 ,
Wnt5a, Muc-1 ve Ppbp genlerinin ise daha az eksprese oldugunu gostermistir. Bu
genlerden Angptl’in gen Uriinii yeni bir damar olusturulmasi (neovaskiilarizasyon) ve
bu damarin stabilizasyonu acisindan 6nemlidir. Pias3 ise pek ¢ok sitokine cevap olarak
aktive edilen bir sinyal iletim molekiiliidiir. Bu genlerin ekspresyonunun artmasi yara
iyilesmesi agisindan hizlandirict bir etki olabilir. Angpt/ geninin normal sartlarda
anjiogenez sathasinin oldugu 5. ile 15. giinler arasinda fazla eksprese olmasi
beklenirken bizim ¢alismamizda daha erken donemde artmistir. Ancak daha once de
belirtildigi gibi yara iyilesmesi fazlar1 daha iyi anlasilmas i¢in birbirinden ayrilmis olsa
da aslinda birbiri igerisine ge¢cmis es zamanl siireclerdir. IL-1b erken evrede
makrofajlar tarafindan tiretilen bir sitokindir ve tiyopental sodyum grubunda gen ifadesi
azalmistir. Mmp-9 ifadesi erken donemde azalsa da kollajenlerin fazlasinin yikilmasi ve
yerini diger ECM elemanlarinin alabilmesi i¢in o6zellikle tip 4 ve tip 5 kollajenleri
parcalayan Mmp-9 ifadesi orta evrede normal seviyededir. Ppbp’nin kollajen tiretimini
arttirdig1 ve fibrozisle iligkili oldugu bilinmektedir. Calismamizda tiyopental anestezisi
ile 3.giinde ekspresyonu azalan Ppbp, bu anestezik ile 7.giinde ekspresyonu artan genler

arasinda yer almaktadir.

Yedinci giin, yara iyilesmesinin proliferasyon fazinin devam ettigi evredir. Bu faz
nekrotik doku ve kan pihtis1 kaldirildiktan sonra baslar (28, 31, 32). Bu evrede
graniilasyon dokusunun olusumu, fibroplazi, anjiogenez, epitelizasyon ve yara
kontraksiyonu gerceklesmektedir (30, 32, 33). Fibroblastlar tarafindan kollajen ve diger
ekstraselliiler matriks komponentleri salinir. Yara kontraksiyonu miyofibroblastlar
tarafindan saglanir. Keratinositler ise yara yiizeyinin re-epitelizasyonunda gorev alir
(17). Calismamizin kurgusu igerisinde degerlendirmeye alinan 7. Giin sonuglari,
ketaminin anestezisinin degerlendirilen genlerden [L-2 ve Hbegf genlerinin
ekspresyonunu  arttirdigini, Angpt/ geninin  ekspresyonunu ise azalttigini
gostermektedir. Ekspresyonu degisen genler igerisinden IL-2’nin makrofajlarin
oldiirticii kapasitesini artirdigr ve anjiogeneze yardmci oldugu bilinmektedir (49).
Cerrahi operasyon Oncesinde ketamin anestezisi almis insanlardan 1., 2. ve 3. giinlerde

alman kan ornekleri iizerinde yapilan bir ¢aligmada IL-2 {iretiminin ketamin Gncesi ve
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ketamin sonrasi ayni seviyede kaldig1 gosterilmistir (87). Ancak sicanlarda yara
tyilesmesi lizerine yapilan ve IL-2 ile ilgili olan bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu
nedenle diger giinlerde oldugu gibi bugiine ait degerlerimizi literatiirle karsilastirmak
miimkiin olmamistir. Ketamin anestezisi ile Angptl gen ekspresyonunun 7. ve 14.
gilinlerde azaldiginin ortaya cikartilmasi ve bu genin yeni damar olusumundaki etkisi
g0z Oniine alindiginda, ketaminin yara iyilesmesine olumsuz etkisi oldugu seklinde
degerlendirilebilir. Bununla birlikte, ketamin uygulanmasi ile ¢aligmamizda epidermal
biliylime faktor ailesinin iiyesi olan Hbegf gen ifadesi de bu donemde artmis oldugu
hesaplanmistir. Fareler {izerinde yapilan bir yara iyilesmesi ¢alismasinda Hbegt nin deri
yara iyilesmesinde en 6nemli rolii oynayan biliyiime faktorii oldugu gosterilmistir (88).
Hbegf’nin proliferasyondan ziyade keratinosit gociinii hizlandirmak suretiyle yara

tyilesmesi epitelizasyonunda 6nemli bir faktor oldugu belirtilmektedir.

Tiyopental sodyum grubunda kontrol grubuna kiyasla 7.giinde Actcl, Wnt5a, IL-
2 ve Ppbp genlerinin ekspresyon seviyeleri artmis, Colla2, Pdgfa, Cxcl3, Fgfr2 ve
Itgh5 genlerinin ekspresyon seviyeleri azalmistir. Biiylime faktorlerinden Pdgfa’nin ve
bliylime faktorii reseptdrii olan Fgfr2 nin hiicre biiylimesi ve proliferasyonundan
sorumlu tiriinler olduklar1 ve her iki islemin yara iyilesmesinin 6nemli basamaklarindan
oldugu dikkate alinirsa, bu anestezigin yara iyilesmesi iizerine olumsuz bir etkide

bulunabilecegi yorumu yapilabilir.

Olgunlasma fazi, genellikle yara iyilesmesinin 10. giiniinden sonra baglayan ve
yillarca siirebilen son evresidir. 14. giin, yara iyilesmesinin ge¢ evresi olan olgunlagsma
fazinin igerisindedir. Bu evrede graniilasyon dokusu skar dokusuna doniisiir ve
ekstraselliiller matriks olgunlasir (28). Fibroblastlarin sayis1 azalir, kollajen sentezi
dengeye ulasir, yara gerilim direnci artar, skar dokusunun hacmi azalir ve iyilesmis skar
dokusu olusur (36, 37). Bu evrenin O6ne c¢ikan 06zelligi kollajen birikimi ve
diizenlenmesidir (22). Bizim ¢aliyjmamizda ketamin grubunun 14. giin sonuclarini
anestezi uygulanmayan gruba kiyasladigimizda ekspresyonu artan genler Mmp7, Pias 3,
Cd40lg, IL-2 genleri olarak tespit edilmistir. Colla2, Cxcll, Angptl, Cxcl3, Tnf, IL-6 ve
Ppbp genlerinin ise ekspresyon seviyelerinin azaldigi goriilmiistiir. Ketaminin MMP-7
iizerine etkisini gosteren bir calismaya rastlanmamis olmasma ragmen MMP-7
calismamizda hem ketamin hemde tiyopental sodyum grubunda ¢esitli gilinlerde

ekspresyonu artan en dikkat ceken genlerden biridir. Kemokinlerin infalamatuar



43

lezyonlarda fazla bulunmasi goéz oOniine alindiginda Cxcl/l, Cxcl3 ve Ppbp gibi
kemokinlerin ekspresyonunun azalmasi ketamin uygulamasinin inflamasyonu
azaltabilecegi yoniinde bir beklentiye neden olabilir (54). Ancak calismamizin kurgusu
ile bunu anlamak miimkiin degildir. Ketamin anestezisi almis insanlarmm operasyon
sonrast 72. saate kadar sitokin degerlendirmeleri Tnf-a seviyelerinin diismek suretiyle
etkilenebilecegini gostermistir. Bagka bir hiicre kiiltiiri calismasinda Tnf-a iiretiminin
distiigii gosterilmistir. Bizim ¢alismamizin sonuglari, yara mikrogevresinde de 14.

giinde bu seviyelerin ketamin uygulanmasi ile etkilendigini gostermistir (70, 72, 73,87).

Tiyopental sodyum ile iligkili olarak 14. giin sonug¢larimiz tiyopental sodyum
grubunda kontrol grubuna kiyasla Col3al, Col5al, Col5a3, Mmp2, Coll4al, Itgas,
Pias 3, Mmp7 ve Cd40lg genlerinin ekspresyon seviyesinin arttigini, Colla2, ltgh5 ve
Ifng genlerinin ekspresyon seviyelerinin azaldigini gostermektedir. Degisen ekspresyon
seviyeleri irdelendiginde, tiyopental sodyum ile 14. giinde kollajenle iliskili genlerin 6n
plana ¢iktig1 dikkati ¢ekmektedir. Literatiire gore tip 3 kollajen graniilasyon evresine
isaret etmektedir. Bu evre bittikten sonra kollajen tip 3 biiyiik 6lclide yara ortamidan
uzaklasarak yerini kollajen tip 1’e birakir (10). Yara iyilesmesinin ilk birkac giinlik
siirecinde, gecici olarak tip III kollajen artis1 vardwr. Daha sonraki yara iyilesme
siirecinde tip I kollajen baskindir (12). Bizim ¢alismamizda Colla2 ekspresyonunun
ketamin grubunun 14. giin (-1355130 kat), tiyopental sodyum grubunun 7. ve 14.
glinlerinde (-732938 kat) azalmasi bu anesteziklerin yara iyilesmesini yavaslattigini
disiindiirmektedir. Bu goriisiimiiziin teyit edilebilmesi i¢in daha ileri ¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Calismamizda bazi sinirlayict faktorler bulunmaktadir. Bunlardan en Onemlisi
siganlara yara agilmast esnasinda etik nedenlerle kontrol grubunda tramadol
kullanilmasidir. Bu bilesigin diger gruplardan farkli olarak subkutan ve sadece tek sefer
kullanilmasina ragmen, yara mikrogevresi icerisinde ilgilendigimiz genlerin ekspresyon
seviyeleri lizerine bir etkisinin olup olmadigini bilmiyoruz. Bununla birlikte literatiirde
yara iyilesmesi ile iliskili ylize yakin gen tanimlanmis durumdadir (46). Bu genlerden
analiz etmediklerimizin de calismada kullandigimiz anesteziklerin etkisi altinda gen

ekspresyon degisikliklerine maruz kalmasi ihtimali vardir.
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Ayrica yaptigimiz gen ekspresyon calismalarina ek olarak protein analiz ¢aligmalar1
ve yolak analizi ¢aligmalarinin da yapilmasi bu anesteziklerin etkileri konusunda daha

aciklayic bilgiler sunacaktir.

Sonug olarak bulgularimiz, yara iyilesmesi ¢calismalarinda etik degerler bakimindan
olduk¢a sik kullanilan anestezik maddelerden ketamin ve tiyopental sodyum
anestezisinin yara mikrogevresinde yaranin iyilesmesiyle iliskilendirilmis bazi genlerin
ekspresyon seviyelerine etkisi oldugunu goéstermektedir. Bu bulgular dogrultusunda
hayvanlar iizerinde yapilan yara iyilesmesi ile iliskili gen ve protein ekspresyon
calismalarinda bunun bir sinirlandirici faktér olarak goz 6niinde bulundurulmasinin

onemli olacagini sdyleyebiliriz.
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