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OZET

Amagc: Calismamizda insizyonel yara olusturulmus ratlarda tibbi siiliik ve tibbi siiliik salgt
ekstraktt uygulamasinin yara iyilesmesi ilizerine etkilerinin in vivo sekilde arastirilmasi
amaglandi. Yontem: Calismada Hirudo verbana tiirii steril tibbi siiliiklerden sagim yontemi
ile elde edilen siiliik salg1 ekstraktinda, Bradford yontemi ile total protein konsantrasyonu
tayin edildi (50pg/ml). Calisma, 250 + 30 g viicut agirliklarina sahip 24 adet disi rat ile
yuritiildii. Ratlarin dorsal bolgelerine 2 cm boyutlarinda tam insizyonel kesi yapildi. I
(stliik), IT (t1ibbi siiliik salgis1), I (fagostimiilator soliisyon) ve IV (kontrol) olmak iizere
dort deney grubu tamimlandi. Postoperatif 7. giinde tiim hayvanlar sakrifiye edildi.
Ardindan biyokimyasal, histolojik ve immiinohistopatolojik yontemler i¢in kan ve doku
ornekleri alindi. Bulgular: Morfolojik bulgular, Siiliik ve SSE gruplarinda hizlanmis yara
iyilesmesi ve artmis kil bliylimesini ortaya koydu. Histopatolojik analiz, SSE (II) grubunun
diger gruplara kiyasla {istiin bir iyilesme siireci sergiledigini gosterdi. SSE ile tedavi edilen
sicanlarda epitel rejenerasyonu, graniilasyon dokusu kalinligi, fibroblast proliferasyonu,
neovaskiilarizasyon skorlari énemli ol¢iide artti (p < 0,05). Ayrica, VEGF (+) Hiicre
Yiizdesi (%) Grup III'te belirgin bir sekilde daha yiiksekti, bu da gézlemlenen iyilesme
siireclerinde VEGF'nin potansiyel bir roliinii isaret ediyor olabilir. ELISA ydntemi ile
Ol¢iilen; serum, distal doku ve proksimal doku orneklerine ait HIF1-a, TGF-a ve IGF-1
parametreleri agisindan gruplar arasinda anlamli fark yoktu, (p > 0,05). Sonug:
Histopatolojik ve immiinohistokimyasal yontemler ile arastirilan epitel rejenerasyonu,
graniilasyon dokusu kalinlig1, neovaskiilarizasyon bulgular1 ve VEGF (+) hiicre sayis1 SSE
(IT) grubunda en iist seviyede izlendi.
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ABSTRACT

Obijective: Our study aimed to investigate the effects of medicinal leech and medicinal
leech saliva extract applications on wound healing in rats with an incisional wound.
Methods: The saliva extract (50pg/ml) of Hirudo verbana species was obtained using the
milking method via phagostimulatory solution. The study was conducted with 24 female
rats weighing 250 + 30 g. A 2 cm incisional cut was made on the dorsal regions of the rats.
Four experimental groups were defined as | (leech), Il (leech saliva extract), Il
(phagostimulatory solution), and IV (control). On the seventh postoperative day, all
animals were sacrificed. Blood and tissue samples were then collected for experimental
evaluations. Results: Morphological findings indicated accelerated wound healing and
increased hair growth in the Leech and LSE groups. Histopathological analysis showed
that the LSE (Il) group exhibited a superior healing process compared to the other groups.
In rats treated with LSE, epithelial regeneration, granulation tissue thickness, fibroblast
proliferation, and neovascularization scores were significantly increased (p < 0.05).
Moreover, the percentage of VEGF (+) cells was significantly higher in Group II,
indicating a potential role of VEGF in the observed healing processes. There was no
significant difference between the groups regarding HIF1-a, TGF-a, and IGF-1 parameters
measured by the ELISA method for serum, distal tissue, and proximal tissue samples (p >
0.05). Conclusion: Epithelial regeneration, granulation tissue thickness, neovascularization,
and the number of VEGF (+) cells investigated by histopathological and
immunohistochemical methods were observed at the highest level in the LSE (1) group.
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1. GIRIS

Yara, viicudun i¢ veya dis yiizeyinde dokunun anatomik ve fonksiyonel biitiinliigliniin
fiziksel, kimyasal, cerrahi ya da mikroskobik veya herhangi bir sebeple bozulmasi veya
doku kaybi1 ile birlikte dokunun fizyolojik Ozelliklerinin kismen veya tamamen
bozulmasidir. Doku hasarina yanit olarak organizmada ortaya g¢ikan yara iyilesmesi;
hemostaz, inflamasyon, proliferasyon, kollajen olusumu, ekstraselliiler matriks (ECM)
proteinlerinin sentezi, maturasyon, remodeling ve epitelizayon gibi birbirinden net
siirlarla ayrilamayan karmasik siireglerin biitiiniidiir. Yaralarin tedavisi; yaranin tiiriine,
biiytikliigiine, yerine, enfeksiyon durumuna ve altta yatan hastaliga gore degisebilir. Buna
ek olarak piyasada yara tedavisinde kullanilan ekipmanlar olduk¢ca zor temin

edilebilmektedir ve bu durumda maliyeti arttirmaktadir [1].

Modern yara bakiminda esas olan yarayr dogru smiflandirmak ve yara iyilesmesi i¢in
uygun kosullar1 saglayarak tedaviyi desteklemektir. Yara iyilesmesini saglayabilmek i¢in
modern tibbin yam1 sira diinya ¢apinda geleneksel ve tamamlayic1 tip yeniden
poptilerlesmektedir. Tibbi siiliikk tedavisi (hirudoterapi), yara iyilesmesinde kullanilan
geleneksel tip yontemlerinden birisidir. Tibbi Siililk tedavisinin ilk kez ne zaman
kullanildigr ile ilgili kesin kaynaklar bulunmamasina ragmen Misir, Antik Yunan, Hint,
Pers, Cin, Arap ve Anadolu medeniyetlerinin en eski yazitlarinda ve Osmanli doneminde
tibbi siiliik kullanimina rastlanmistir. Tibbi stiliikler tip tarthinde belgelenmis en eski yara

iyilestirme metotlarindan biridir [2].

Giliniimiizde tip alanindaki genis kullanim olanaklar1 nedeniyle bilim alaninda dikkatleri
ceken tibbi siiliik salgisi yara iyilesme siirecinde ¢ok biiyiik etkiler gostermektedir [3].
Stiliiklerin kan emmeleri sirasinda 1sirdiklar1 dokuya vermis olduklar: salgisinda 100°den
fazla peptit ve protein yapidaki, farmakolojik ve biyolojik agisindan pek ¢ok sayida etkili
biyoaktif bilesikler; analjezik, anti-koagiilan, anti-inflamatuvar, vazodilator, miyorelaksan,
immiin modiilator, vaskiiler sirkiilasyon diizenleyici, agr1 olaylarim1 giderici, hipoksi
giderici ve kan basincini diizenleyici gibi bir ilag benzeri farkli etkiler olusturmaktadirlar.
Bu bilesikler, yara bolgesinde kan akisini artirarak, iltihabi azaltarak, agriyr gidererek,
enfeksiyonu Onleyerek ve yeni damar olusumunu tesvik ederek yara iyilesmesine katkida
bulunurlar [2, 4]. Tibbi siiliiklerin salgisinda bulunan calin, hirudin, destabilaz, hirustasin,

bdellin, hyaluronidaz, eglin, triptaz inhibitorii, faktér Xa inhibitorii, asetilkolin, apiraz,



kollajenaz, kompleman inhibitorleri, karboksipeptidaz A inhibitorleri, histamin benzeri
maddeler ve anestezik maddeler yara iyilesmesi i¢in ¢ok 6nemli bir yere sahip olabilir [5,

6].

Bir insizyonel cilt yarasi, cerrahi bir kesi sonucunda olusan bir yara tiirtidiir. Cerrahi islem
sirasinda, deri ve altindaki dokular kesilir ve daha sonra dikis veya klipsler ile kapatilir. Bu
kesi bolgesinde, doku biitlinliigli bozuldugu i¢in bir yara olusur. Siiliikklerin, kan
pihtilasmasmi  bloke ederek konakg¢ilarindan beslenmek igin oldukga spesifik
mekanizmalar gelistirdikleri i¢in, yara iyilesme siirecinde tedavi etmek i¢in yararl bir ilag

kaynagi oldugu kanitlanmistir [7, 8].

Bu calismada; insizyonel yara bolgesinde tibbi siiliiklerin ve tibbi siiliik salgt ekstraktinin,
yara iyilesmesi tizerindeki olasi etkilerine biyokimyasal ve histolojik yontemlerle

degerlendirmek amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Yara Cesitleri

Yara, dokunun fonksiyonel ve anatomik biitlinliigiinlin fiziksel, kimyasal, cerrahi veya
mikroskobik nedenlerle bozulmasi veya doku kaybi ile birlikte dokunun fizyolojik
ozelliklerinin kismen veya tamamen bozulmasidir. Yara terimi, bazen erozyon ve iilser gibi
ifadelerle de anlatilabilir. Yaralarin iyilesme stireleri kisiden kisiye ve yaranin 6zelliklerine
baglh olarak degisebilir. Makul bir siire i¢inde iyilesmeyen yaralar, yavas ya da sinirl
ilerleme gosteren yaralar kronik olarak isimlendirilebilir. Ilerleme, hastalarin genel saglik
durumundan, yaranin nedenine ve tedaviye kadar pek cok faktore baghidir. Postoperatif
yara bakiminda, temel prensipler haricinde standart bir tedavi yontemi bulunmamaktadir.
Her yara kendi ozelliklerine gore degerlendirilmeli ve tedavi edilmelidir. Postoperatif
donemde yara bakimina baglarken dikkat edilmesi gerekli noktalar; yaranin tiirii, yaranin
lokalizasyonu, peroperatif kontaminasyon derecesi, hastanin hemodinamik stabilitesidir.
Yara iyilesmesi, skar gelisimi ve komplikasyonlar1 multifaktoriyel, oldukca karisik

patofizyolojik komponentleri igerir [9, 10].

Yaralar; etkenine gore, yara olusma mekanizmasina gore, akut ya da kronik siirecine gore
siiflandirilabilir (Cizelge 2.1). Akut yaralarin yapim ve yikim fazlari birbirleri ile dengeli
bir sekilde siire gelirken, kronik yaralarda bu denge bozularak katabolik siire¢ 6n plana
cikmaktadir. Kronik yaralarda siklikla inflamatuvar evrede uzama gergeklesmektedir. Bu
ylizden kronik yaralarda iyilesme siireci uzamakta ya da iyilesme ger¢eklesememektedir
[11, 12]. Laserasyon, insizyon, abrazyon, penetrasyon, yanik gibi yara gesitleri akut yara
siifina girerken; diyabetik ayak yaralari, dekiibit iilserleri, venoz iilserler, iskemik iilserler

gibi yaralanmalarda kronik yaralar sinifi igerisinde yer almaktadir.

Insizyon: Keskin uglu nesneler tarafindan olusturulan yaralar ya da cerrahi yaralar bu
gruba girmektedir. Bu tiir yaralarda derinin fasya tabakasi hasarli ve yara agzi agiktir. Yara
kontaminasyon riski diger yaralara gore daha nadirdir [13]. Laserasyon (yirtik): Ozellikle
kiint cisimlerle ya da kuvvetin cilde penetrasyonu ile meydana gelen, cildin biitiin
katmanlarini etkileyen doku yirtig1 seklindeki yaralardir. Etkilenen cilt bolgesi genis, yara
dudaklar1 ¢ok pargali, 6lii doku miktar1 diiz kesilere gore fazladir. Kontaminasyon ve

enfeksiyon riski yliksektir [14].



Abrazyon (siyrik): Derinin siiperfisiyal epitel tabakasinin piiriizlii-diizensiz ylizeye

stirtlinmesiyle epidermisin kaybi ile olusan ylizeysel yaralardir.

Delici yaralar: Igne gibi sivri uglu nesnelerin neden oldugu yaralardir.

Penetrasyon yaralari: Bigak benzeri keskin objelerin viicut biitlinliigiinii bozmasi ile olugan

yaralardir [12, 14].

Yaniklar: Yanik; kimyasal maddeler, elektrik, 1s1 veya radyoaktif 1sinlar ile meydana gelen

doku harabiyetidir.

Diyabetik ayak yaralari: Kan glikoz degerlerinin yiiksek olmasi; biiylime faktorlerinin
iiretiminin azalmasi, anjiyojenik yanik bozulmasi, makrofaj fonksiyonunun bozulmasi,
kollajen {iiretiminde azalma, fibroblast fonksiyonunda ve proliferasyonunda bozulma,
ekstraselliiler matriks komponentlerinin {iretiminde azalma nedeni ile yara iyilesmesinin
bozulmasina neden olur. Tiim bunlara bagli olarak Diabetes Mellitus (DM) hastalarinda;
noropati, vaskiilopati, iskemi ve iilserlere neden olabilir. Dekiibit iilserleri: Genellikle bir
dis ylizey ile kemik cikint1 arasindaki yumusak dokunun sikigmasi sonucu ortaya ¢ikan

lokalize doku nekrozu bolgesidir.

Venoz iilserler: Kronik vendz yetmezlik sonrasi alt ekstremitelerde gelisir [11].

Cizelge 2.1. Etkene gore yara cesitleri

Yara Cesitleri Etken

Vaskiiler Nedenli Yaralar Ateroskleroz, wvaskiilitler, embolizm ve damar
anomalileri, arteriyel yetmezlik ve vendz yetmezlik
sonucu olusan yaralar

Travmatik Yaralar Insizyon, laserasyon, abrazyon, aviilsiyon, atesli silah
yaralanmalari, a¢ik kiriklar

Norojenik Yaralar Duyu ve ndropatik bozukluklar

Basing Yaralari, Termal Yaralar Hayvan 1siriklar ile olusan yaralar, hastalik nedeni ile

olusan yaralar

2.2. Yara lyilesmesi

Yaranin iyilesmesi, hasar gormiis olaylarin biitiinliigii ve fonksiyonun geri kazanilmasi i¢in

bir dizi kompleks siireci icerir. Bu siiregte bir¢cok hiicre ve bu hiicreleri iirettikleri sitokinler



ve mediyatdrler 6nemli bir rol oynar. Bu degisim, yaranin déonmesiyle doku yenilenmesini
saglar ve iyilesme siirecinin baglamasini saglar [15]. Bu siirecte bir¢ok mediyator,
parankimal hiicreler, ekstraselliiler matriks elemanlar1 ve kanin sekilli elemanlar1 gorev
almaktadir. Hasar gérmiis bir dokudaki yara iyilesmesi yaralanmanin siddetine ve yaraya
sebep olan etkene baglh olarak farklilik gdsterebilmektedir. Ayni1 zamanda bireyin yasi,
saglik durumu ve metabolizmas1 gibi lokal ve sistemik faktorlerde yara iyilesme
mekanizmasinda ve siirecinde farkliliklara neden olabilmektedir. Bu siirecin herhangi bir
asamasinda meydana gelen aksaklik veya siireci bozan bir etken yara iyilesmesinde

gecikmeye ve yaranin ge¢ kapanmasina veya kapanmamasina neden olabilmektedir [16].

Primer, sekonder ve tersiyer olmak iizere 3 tip yara iyilesmesi vardir. Primer lyilesme:
Belirgin bir kontaminasyon riski bulunmadiginda, yara olusumundan birka¢ saat iginde
meydana gelen iyilesmedir. Primer iyilesme, yara dudaklarinin dogrudan birlestirilmesiyle
gerceklesir ve genellikle hizli bir iyilesme siireci sunar. Bu siireg, yaralarin birlesmesini
kolaylastirarak doku yenilenmesini tesvik eder [11, 17]. Sekonder Iyilesme: Doku kaybimin
oldugu yaralarda, bazen cerrahi bir islem yapilmadan yaranin acik birakilarak iyilesme
stirecidir. Bu iyilesme tiirii, graniilasyon yapisinin olusumuyla baslar ve ardindan yara
kontraksiyonu ve epitelizasyonuyla devam eder. Graniil olusumu dokusu, yara ylizeyini
kaplayan yeni doku olusumunu ifade eder. Yara kontraksiyonu ise yara parcalarinin bir
araya gelerek yaranin daralmasini saglar. Son olarak, epitelizasyon siireciyle yara yiizeyi
epitel sistemi tarafindan kaplanir ve iyilesme tamamlanir. Bu yontem, cerrahi olarak
degistirilemeyen bir yontemle kullanilabilir. Tersiyer Iyilesme: Genis doku yaralanmalar
veya ciddi bakteri kontaminasyonu durumlarinda, yara sicakligini 6nlemek i¢in bazen yara
iyilesmeden 6nce birakilir ve daha sonra uygun kosullar saglandiginda yara primer olarak
kapatilir. Bu iyilestirme tiirline tersiyer iyilesme veya gecikmis primer iyilestirme adi
verilir. Sekonder iyilesme siirecinde, yara agik birakilir ve graniilasyon olusumu, yara
kontraksiyonu ve epitelizasyon gibi dogal olarak biiyiir. Daha sonra, Sicaklik riski
azaldiginda veya doku iyilesmesi ilerlediginde, yara primer olarak kapatilir. Bu yontem,

kisisel verilerin korunmasi ve daha iyi bir iyilestirme saglamak i¢in kullanilabilir [11, 17].

2.2.1. Yara iyilesmesi asamalari

Yara iyilesmesi, viicudun doku biitiinliigiinli yeniden olusturmak i¢in baslattig1 fizyolojik

bir siirectir. Yara iyilesmesi, bir dizi karmasik olayin bir araya gelmesiyle gerceklesir. ilk



olarak, yaranin kanamasi durdurulur ve pihtilasma siireci baslar. Ardindan, inflamasyon
asamasi baglar ve bagisiklik sistemi hiicreleri yara bolgesine go¢ eder. Bu hiicreler,
enfeksiyon riskini azaltmak ve yabanci maddeleri temizlemek ic¢in ¢alisir. Daha sonra,
graniilasyon dokusu olusur ve yara ylizeyini kaplar. Bu dokunun i¢inde yeni kan damarlari
ve bag dokusu hiicreleri bulunur. Son olarak, yara kontraksiyonu ve epitelizasyon
gerceklesir. Yara kenarlar1 bir araya gelir ve epitel hiicreleri yara yiizeyini kaplar. Bu
stiregler bir araya gelerek yara iyilesmesini tamamlar [18]. Yara iyilesmesi, yalnizca yara
alaniyla sinirli kalmayan, tiim sistemleri kapsayan bir siiregtir. Bu siirecte, hiicresel,
biyokimyasal ve fizyolojik olaylar bir araya gelerek iyilesmeyi saglar. Tiim dokular benzer
temel mekanizmalarla iyilesir. Iyilesme siirecinde, bircok hiicre ve sitokin karmasik bir
sekilde etkilesir ve uyumlu bir sekilde ¢alisir. Ornek olarak keratinositler, fibroblastlar,
endoteller, kollajen, sitokinler, makrofajlar ve trombositler gibi hiicreler gorev alir. Bu
hiicreler ve molekiiller, yara iyilesmesinin farkli agsamalarinda 6nemli roller tistlenirler [17,
19]. Yara komsulugundaki hiicreler, trombositler ve notrofillerden salgilanarak hasari
siirlayan ve iyilesmeye yol agan sitokinler, biiyiime faktorleri, proteazlar, eikozanoidler,

kininler ve hiicresel metabolitlerin tiimiine inflamatuvar mediyatorler denir.

Bu siirecin tamamu incelendiginde yara iyilesmesi aslinda birbiri ile baglantili 3 fazdan
olusmaktadir. Bu evrelerden hemostaz ve inflamasyon evresi 3-6 giin, proliferatif evre 4-

21 giin ve remodeling evresi ise yaklagik 21 giin-1/2 yil arasi siirmektedir (Sekil 2.1).

) Yenidan Sekillendirme
Inflamatuar Asama | Proliferatif Asama | Asamasi

o
' l

Endotelval Hicreler

Keratinositler

Trombositler

Fl

0 giin 5 giin 10 giin 20 giin 25 giin ve aylar

Sekil 2.1. Yara iyilesme donemleri ve bu donemlerde etkili hiicre tipleri



2.2.2. Hemostaz ve inflamasyon faz

Yaralanmadan sonra yara yerindeki kanamanin kontrolii i¢in ilk fizyolojik yanit, hemostaz
baslamaktadir. Doku biitiinliigiiniin bozularak ekstraselliiler matriksin trombositlere direkt
maruz kalmasi sonrasi trombosit agregasyonu, degraniilasyonu ve koagiilasyon kaskadinin
aktivasyonu baglar. Trombositlerin degraniilasyonu sonrasi ortama fibrinojen,
prostaglandin, fibronektin, serotonin, tromboksan, von-willebrand faktér (VWF),
transforming biiyiime faktorii (TGF), trombosit kokenli biiylime faktorii (PDGF),
epidermal biiyiime faktorii (EGF) gibi faktorler salmir. Inflamasyon fazimi olusturacak
hiicresel yanit, ortama salman bu faktorlerin kemotaktik ve mitojenik gorevler

iistlenmesiyle baslamis olur.

Inflamatuvar faz, erken inflamatuvar faz ve gec inflamatuvar faz olmak iizere iki boliimde
incelenir. Kemotaktik faktorler sayesinde yara yerine inflamatuvar hiicreler goc eder.
Erken inflamatuvar fazda ilk 24 saat icinde en cok goriilen hiicreler nétrofillerdir.
Notrofillerin gorevleri; yabanci partikiilleri, nekrotik dokuyu, bakteri yiikiinii fagositoz ile
ortamdan uzaklastirmaktir. Notrofiller sitokin ve biiyiime faktorlerinin saliniminda rol
alirlar [17]. Geg¢ inflamasyon fazinda ortamdaki monosit ve makrofaj sayisinin artisiyla
beraber, notrofil sayisinda azalma meydana gelir. 48-72 saatleri arasinda ortamdaki
makrofaj sayisi en yiiksek konsantrasyonuna ulasir. Makrofajlar yara iyilesmesinde major
oneme sahip hiicrelerdir. Fagositoz, anjiyogenik faktorlerin salinimi ve diger inflamatuvar
hiicrelerin yonetimi gibi gorevleri listlenir. Daha sonra yara iyilesmesinin 72. saatinde
ortama lenfositlerin gelmesi ile salinan sitokinler sayesinde ekstraselliiler matriks ve

kollajen olusumu saglanir [11, 13].

Salinan sitokinler sayesinde ekstraselliiler matriks ve kollajen olusumu saglanir.

2.2.3. Proliferasyon veya graniilasyon fazi

Proliferasyon fazi anjiyogenez, graniilasyon, kollajen depozisyonu, epitelizasyon ve yara
kapanmas1 boliimlerinden olusur. inflamatuvar fazda ortaya c¢ikan kemotaktik faktorler,
biiytime faktdrleri, proteolitik enzimlerin indiiksiyonuyla graniilasyon dokusunun olugumu
baglar [13, 18]. Graniilasyon dokusunun igerisinde fibroblast, inflamatuvar hiicreler, yeni

olusan kapiller damarlar, gevsek ekstraselliiler kollajen matriksi, fibronektin ve hyaliironik



asit bulunur. Fibronektin ve hyaliironik asit, makrofaj ve fibroblastlarin go¢ etmelerini ve
goc ettikleri yerde tutunabilecekleri iskelet gorevini goriir. Graniilasyon dokusu yaklasik 4.
giinde meydana gelir. Dermisin ve graniilasyon dokusunun ana proteini kollajendir.
Fibroblastlar kollajeni kompleks bir ekstraselliiler ve intraselliiler islem ile sentezlemekte
ve salgilamaktadir. Fibroblastlar bir yandan kollajen sentezi yaparken ayni zamanda
bunlarin paketlenmesini de de gorev alirlar. Yara iyilesmesi sirasinda hem fibroblast sayisi
hem de her bir fibroblast basina iiretilen kollajen miktar1 arttig1 i¢in toplam kollajen sentezi
de artmistir. Yaralanma sonrasi erken donemde sentezi artmis olan Tip 3 kollajen 4.
haftadan itibaren fagositoza ugrar ve yerini Tip 1 kollajen sentezi ve deposu alir [20, 21].
Makrofajlardan salinan biiylime faktorleri fibroblast proliferasyonunu ve kollajen sentezini
baglatir. Ardindan endotel hiicreleri tomurcuklanarak yara yerinin orta kismina dogru

hareket eder ve neoanjiyogenezi baslatir.

2.2.4. Maturasyon ve remodeling

Yara iyilesmesi siirecinde proliferasyon fazinda baslayan matriks sentezi graniilasyon
dokusu olusurken 6nemli kademelerden geger. Gegici matrikste bulunan fibronektin siireg
icerisinde yikilarak yerini once tip 3 kollajene sonrasinda ise deride hakim olan tip 1
kollajene birakir. Bu faz kollajen liflerinin yeniden sekillendirildigi siire¢ oldugu igin
yeniden yapilanma (remodeling) fazi olarak adlandirilir. Yara olusumundan birkag¢ hafta
sonra kollajen miktar1 plato degere ulasir. Remodeling sirasinda gergeklesen kollajen
yikimi, matriks metalloproteazlarca saglanir ve biiyiime faktorlerince sikica kontrol edilir.
Ekstraselliiler matrikste kollajenin sentezi ve yikimi denge halindedir. Kollajen {iretim ve
yikiminin bu dengesi yara kuvveti ve biitiinliigiinii olusturan en 6nemli mekanizmadir. Bu
stire¢ icerisinde kollajen yikimi ile es zamanh olarak erken matrikste bulunan hyaliironik
asit de yikilarak yerini kollajen, kondroitin siilfat ve dermatan siilfata birakir. Bu siirece de
olgunlasma (maturasyon) denir. Maturasyon 2 yil kadar devam edebilir. Maksimum

olgunluga ulasan skar dokusu normal dokunun %70-80’i kadar kuvvete ulasabilir [11, 17].

Doku biitiinliigii ve kuvveti temel olarak epitel hiicrelerinin proliferasyon ve migrasyonu
ile saglanir. Epitelizasyon yaralanmadan 24 saat sonra baslar ve yara kenarindaki
epidermal kalinlasma bunun gostergesidir. Yara yerindeki defekt, marjinal ve sabit bazal

hiicrelerin hareketlenmesi ve ¢ogalmasi ile kapatilir. Yara yerindeki defekt kapatildiginda



hareketli olan epitel hiicreleri kolumnar sekle doniisiir ve mitozla ¢ogalma hizlar artar.

Boylece epitelyum tekrar dosenmis olur ve yiizeyi de keratinize olur [13, 16, 22].

2.3. Anjiyogenez

Yara yatagindaki hasarlanan damarlarda bulunan endotel hiicreleri; vaskiiler endotelyal
bliylime faktoriidiir (VEGF), anjiyopoietin, fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ve TGF-B
etkisi ile matriks metalloproteinazlari ve integrinleri sentezler ve yeni kapiller olusumunu
saglar. Yara alaninda kilcal damar proliferasyonu, yara iyilesmesi icin kritik bir dneme
sahiptir. Yara yatagindaki hipoksik ortam endotel hiicrelerinden nitrik oksit (NO)
salimimin1 uyarir. NO miktar1 artarak VEGF salinimini saglar ve dokuyu iskemik

reperfiizyon (IR) hasarina kars1 korur [23].

2.3.1. Hipoksi ile indiiklenebilir faktor (HIF)

Hipoksi ile indiiklenebilir faktor (HIF), oksijene duyarli bir sekilde aktive olan bir
faktordiir. HIF, HIF-la ve HIF-1B olarak iki alt birimden meydana gelir. HIF-1a,
hipoksiye tepki veren bolgelere baglanir ve hedef genlerin transkripsiyonunu aktive eder.
Bu siireg, hiicrelerin oksijen eksikligi durumunda hayatta kalma mekanizmalarini
etkinlestirmesine yardimci olur. HIF, oksijen seviyeleri normale dondiigiinde deaktive olur.
Bu mekanizma, hiicrelerin hipoksi kosullarinda uygun yanitlari vermesini saglar [24].
Hipoksi durumunda, HIF-1o miktarinda artis meydana gelir. Bu artig, oksijen eksikligi
durumunda hayatta kalma mekanizmalarinin etkinlestirilmesine yardimeci olur. HIF-1a,
anjiyogenezi diizenleyen bir mekanizmanin devralinmasini saglar. Anjiyogenez, yeni kan
damarlarinin olugum siirecidir ve hipoksi durumunda, daha fazla oksijen ve besin saglamak
icin dnemlidir. HIF-1a, anjiyogenezi uyararak bu yeni kan damarlarinin gelisimini tesvik
eder. Bu mekanizmanin, hipoksi kosullarina uygun yanitlar vermesine yardimci olur.
Bununla birlikte, anjiyogenezde HIF-1-a araciligiyla diizenlenen ana faktorlerden birisi
VEGF’dir [25, 26].
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2.4. Biiyiime Faktorleri (Growth Factors - GFs)

Biiyiime faktorleri (GF'ler), biyolojik bir analize 6zel analizlerin tepkilerinin
gergeklestirilmesi icin talimat verebilen ve igerisinde birgok molekiil barindiran molekiil
grubudur. Bu molekiiller, hedef boyutuna gore belirli aktiviteler sergilerler [27]. Yara

iyilesmesinde etkili bir¢ok biiytime faktorleri vardir (Cizelge 2.2).

Biiytime faktorleri, protein iiretimini, hiicre dis1 matriks sentezini, matriks dongiisiinii ve

hiicresel Oliimii uyararak yara 1iyilesmesini diizenleyen maddelerdir. Etkilerini
fosforilasyonla aktive olan tirozin kinaz yapisinda transmembran glikoproteini reseptorler
araciligi ile olustururlar. PDGF endotel hiicrelerine etki ederek kemotaksise ve
proliferasyona sebep olur. VEGF endotel hiicrelerini ¢ogaltarak anjiyogenezde rol oynar.
EGF epitel, endotel ve fibroblast hiicrelerinin kemotaksisini ve ¢ogalmasini giiglii bir
sekilde uyarir; ayrica anjiyogenez ve kollajen yikiminda gorevlidir. FGF endotel
hiicrelerinin ¢ogalmasinda ve anjiyogenezde gorevlidir. TGF trombositlerin graniil
iceriklerinin bogalmasi, monositlerden diger biiylime faktorlerinin salinmasi gibi olaylarda

rol alir ve kollajen sentezinin en gii¢lii uyaricisidir.

Cizelge 2.2. Yara iyilesmesinde etkili biiytime faktorleri

platelet,

Ad Kaynak Tanim
: Keratinosit ve fibroblastlar i¢in mitojenik;
Makrofajlar, Kreatinosit migrasyon stimulasyonu
EGF trombositler, fibroblast, grasy y

Matriksi yeniden sekillendirmek igin
fibroblastlardan, kollajenez salgilanmasini uyarir.

FGF-1 ve FGF-2

Mast hiicreleri makrofaj,
T lenfosit, endotelyal
hiicre, fibroblast,
kondrosit keratinosit, diiz
kas hiicresi

Granulasyon dokusu ve matriks olusumu ve
remodelleme;reepitelializasyon;fibroblastlar  igin
kemotaktik ve mitojenik; keratinositler igin
mitojenik; Keratinosit migasyon stimulasyonu;
anjiyogenez; yara kontraksiyonu ve matriks
depolanmast

Anjiogenezi, Keratinosit ve fibroblast gd¢ ve
cogalmasini arttirarak epitelizasyonu arttirir.

Kollajen sentezi ve elastin iiretiminde artis,

hiicresi, diiz kas hiicresi,
endotelyal hiicre

IGF-I Fibroblast, makrofaj fibroblast proliferasyonu
Keratinositlerin olgunlasmalar1 ve biiylimelerini
kontrol eder.
Fibroblastlar, kandrosit, Erpt);;[fllrden diger biiyiime faktorlerinin salgilanmasini
KGF keratinosit, mast Keratinosit migrasyonu ve proliferasyonunu stimule

eder. ROS temizlenmesi igin transkripsiyon
faktorlerini artirir; VEGF’yi  arttirir;  vaskiiler
endotelyal hiicreler igin potent bir mitojen,;
endotelyal hiicrelerin UPA yapimini artirir.
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Cizelge 2.2. (devam) Yara iyilesmesinde etkili biiytime faktorleri

Inflamasyon;  graniilasyon  dokusu  olusumu;
reepitelizasyon; matriks formasyonu ve
remodelleme; PMNH, makrofaj, fibroblastlar ve
Platelet, fibroblast diiz kas hiicreleri i¢in kemotaksis; PMNH, makrofaj
PDGH makrofaj, endoteliyal ve fibroblastlar i¢in aktivator, fibroblast ve
hiicreler, keratinosit endoteliyal hiicreler i¢in mitojenik; Matriks
metalloproteinazlari, fibronektin, ve Hyaliironik asit
iiretimini  arttirir;  anjiyogenez ~ ve  yara
kontraksiyonu stimiile eder.
PDGE Trombositler, endotelyal | Kollajen ve proteoglikan sentezini artirir. Fibroblast
hiicreler makrofajlar ve makrofajlari toplar.
Inflamasyon;  graniilasyon doku ve matriks
Platelet, fibroblast, T olusumu; reepitelialiasyon; remodelleme; PMNH,
TGF lenfosit, keratinosit, lenfosit, makrofaj, ve fibroblast i¢in kemotaktik;
makrofaj, endoteliyal TIMP sentezi, keratinosit migrasyonu, anjiyogenez,
hiicre, ve fibroplazi stimiilasyonu; MMP ve keratinosit
proliferasyon inhibisyonu; TGF iiretim indiikksiyonu
Trombositler, Anjiyogenezi artirir.
TGF-p Hepotos?tler, Plasenta, Lokosit ve fibroblast gdogiinii uyaran pro-
makrofajlar, T ve B inflamatuvar molekilleri artirir.
hiicreleri, timositler Hiicre dis1 matriks sentezini artirir.
MaldigIT'T lenfodly Reepitelializasyon; keratinosit migrasyon artist ve
TGF-a keratinosit, platelet, roIIi)feras on | grasy ¥
fibroblast P y
Keratinosit, makrofaj, Graniilasyon dokusu olusumu; vazopermeabilite
VEGE platelet, PMNH, artigi;
endotelyal hiicre, diiz kas | endotelyal hiicreler i¢in mitojenik anjiyogenezi
hiicresi, fibroblast artirir.

2.4.1. Insiilin benzeri biiyiime faktorii IGF)

Insiilin benzeri biiyiime faktorleri (IGF'ler) ailesi, ge¢miste somatomedinler olarak
bilinirdi. Bu faktorler, karaciger basta olmak tizere tiim viicut dokularinda iretilebilir ve
otokrin mekanizmalar yoluyla etki gosterebilir. Otokrin mekanizmalar, bir hiicrenin kendi
kendine etki etmesini saglayan bir siirectir. IGF'ler, biiyiime, gelisme ve doku onarimi gibi
bir¢cok biyolojik siire¢te 6nemli rol oynarlar. Bunlar, hiicre biiyiimesini ve boliinmesini
uyararak bliyiimeyi tesvik ederler. Ayrica, IGF'lerin insiilin benzeri etkileri de vardir ve

kan sekeri diizenlemesine katkida bulunurlar [28].

Insiilin benzeri biiyiime faktérleri (IGF-1 ve IGF-2), disiilfid baglar ile birbirine baglanan
iki alt birimden olusan ve proinsiilin ile yapisal homoloji paylasan 7-kDa agirliginda
proteinlerdir. IGF'ler, bir¢ok organin biiyiime ve gelismesinde, akcigerler de dahil olmak

lizere, onemli bir rol oynar. Ayrica, farkli dokulardaki endotel hiicrelerinde bulunurlar ve
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mitojenik etki gosterirler, yani hiicre boliinmesini ve ¢cogalmasini tesvik ederler. IGF'lerin

bu etkileri, biiyiime ve doku onarimi siireglerinde 6nemli bir rol oynar [29].

IGF, ozellikle yara iyilesmesinin graniilasyon asamasi ile yeniden sekillenme asamasinda
artarak graniilasyon doku olusumundan ve epitel rejenerasyonundan sorumludur. IGF,
hiicre biiyiimesini, ¢ogalmasini ve farklilagmasini uyararak yara iyilesmesini saglar. Ayrica
IGF, hiicre c¢ogalmasim1 ve doku yenilenmesini tesvik eder. Bu nedenle IGF'nin yara

iyilesmesinde dnemli bir rolii vardir.

2.4.2. Transforming bityiime faktorii (TGF)

Transforming biiylime faktorii (TGF), baslangigta normal sistemin kotli niyetli oldugu,
doniistiirildigi kisinin adin1 almistir. Ancak daha sonra bu sekilde yanlis oldugu ortaya
cikmasina ragmen ad degisikligi yapilmamistir. TGF-a, c¢esitli proteinler ve dokular
iizerinde Oonemli miktarda varligimi siirdiiriir. Epitelyal, gastrointestinal sistem, akciger,
kalp, bobrek, meme bezi, dermis ve gonadlar gibi bircok hedefe etki eder. TGF-a, hiicre
gocli, bilyime ve farklilasmasinda diger biiytime o6zellikleri gibi 6nemli bir rol oynar.

Ayrica yara iyilesmesinin ilk agamalart TGF-a, EGF salgilanmasini tegvik eder [28].

2.4.3. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)

Trombosit kaynakli biiylime faktorleri siiper ailesinden biri olan VEGF, endotelin
bakimina 6zgii bir faktordiir ve anjiyogenezin (yeni damar olusumu) ana isleyisinden
biridir. VEGF, endotel hiicrelerinin  boliinmesini, ¢ogalmasin1i  ve  gociinii
gerceklestirmektedir. Ayrica kan damarlarint ve gegirgenligini artirarak doku i¢indeki kan
degerlerini artirir. Bu faktor, normal gelisimde ve doku iyilesmesinde 6nemli bir rol oynar.
VEGF, viicutta pek cok farkli hiicrede sentezlenen bir proteindir. Ovaryum folikiilleri,
akciger alveolar hiicreleri, korpus luteum, bobrek proksimal tiibiil hiicreleri, renal glomeriil
visseral epitel hiicreleri, adrenal korteksin tiim hiicreleri, aktive makrofajlar, leydig
hiicreleri, arteriyolleri ¢evreleyen fibroblastlar, bronsiyal ve koroid pleksus epitel hiicreleri,
hepatositler gibi pek ¢ok hiicrede bulunur. VEGF; yara iyilesmesi, postnatal damarlanma,
kanser, romatoid artrit, retinada yeni damarlanma ve kalp damar hastaliklar1 gibi birgok

patofizyolojik durumda énemli bir rol oynar. Ozellikle, VEGF, yeni damar olusumunu
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tesvik ederek tlimor biiylimesi ve metastazint destekleyebilir. Bu nedenle, VEGF

tizerindeki aragtirmalar son yillarda artmistir [30, 31].

2.5. Tibbi Siiliiklerin Genel Ozellikleri

Siiliikler, Annelida filumuna ait olan ve 15.000'den fazla tiirii bulunan canlilardir. Cogu
stllik, kan emerek beslenir ve ektoparazitlerdir. Hirudinea sinifi igerisinde ise yaklasik
650'den fazla tiir bulunmaktadir. Bu siifta genellikle tatli su deniz ve kara siiliikleri yer
almaktadir. Siiliiklerin ¢esitliligi ve yasam alanlar1 oldukca genistir [45]. Tedavide en sik
kullanilanlar farkli 6zelliklere sahiptir. Tibbi siiliikkler genellikle koyu yesil, koyu
kahverengi, kahverengi, yesil ve kirmizi kahverengidir. Genellikle sirtlarinda renkleri
degiskenlik gosteren seritler (kirmizi, agik kahverengi, sari veya siyah) barindirirlar.

Tedavide en sik kullanilanlar Hirudo medicinalis ve Hirudo verbana dir [32]

Siiliikler oldukca karmasik bir viicut yapisina sahiptirler. Viicutlar1 orjinal olarak dorso-
ventral olarak yassilasmistir. Genellikle viicutlar1 34 ila 36 segmentten (halkadan) olusur.
Boyutlar1 20 cm'ye kadar uzayabilir. Siiliiklerin en biiyiik kismi, bedenlerinin yaklagik
%65'ini olusturan karin ve kaslardir. Bu yapilar, siiliiklerin hareket etmesini ve
beslenmesini saglar. Ucgen bigimli on tutag delikler, vakum etkisi yaratan g¢esitli
katmanlardan olusur. Siiliikler, viicutlarinin bas ve kuyruk bolgesinde yer alan vantuzlari
araciligiyla avina yapisir. Agzin etrafinda yer alan vantuz 100°den fazla disi igeren fli¢
ceneden meydana gelir ve “Y” seklinde yara izi birakir. Disler arasinda siiliigiin salyasinin
salgilandig1 kiiciik agizlar yer alir. Siiliik beslenmeye basladiginda kanin akiskanligini
artiran, damarlar1 genisleten ve agriyr durduran kimyasallar1 salgilar. Yaklasik 10-30
dakika tutunarak 2-20 ml civarinda kan emen siiliikk, tamamen doydugunda kendiliginden
birakir [46].

Sindirim sistemi i¢inde kan endo enzimler tarafindan korunur ve bir buguk yil boyunca
stiliigiin beslenme ihtiyacin1 karsilar. Kanin sindirimi, kanin kokusmasini 6nleyen ve
sindirim i¢in Onemli enzimleri saglayan, Aeromonas hydrophila ve Pseudomonas
hirudinea gibi endosimbiyotik bakterilerin yardimi ile olur. Ayrica kan ile beslenen
hayvanlarda olusan vitamin B kompleksi eksikligini Aeromonas tiirii bakteriler de onler. H.

Medicinalis’in bosaltim sistemi gérevi bobreklere benzeyen, 17 ¢ift organ ile olur ve nefrit
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adr verilir. Nefridiyoporlar araciligryla idrar atilimi saglanir. Farklilasmig bir solunum

sistemleri yoktur ve solunumu dogrudan epidermisten yaparlar.

Sinir sistemi, siiliigilin uyarilara tepki vermesini ve yonelmesini saglayan, bir ¢ift serebroid
gangliyon, 5 cift goz, duyu papillalari, segmental sinirler ve birgok termoreseptdrden ve
kemoreseptorden olugmustur. Siiliik; 1s1, ses, sudaki titresimler, dokunma, 151k, kuruluk ve
kimyasallara karsi duyarhidir.  Siiliiklerde segmental (halkasal) olarak sirali duyusal
papillalar (noktasal, kabarcik benzeri yapilar) ve 6zellesmis duyu organlart bulunmaktadir.
Bu papillalar belirgin bir sekilde goriilebilir ve genellikle hafif koyu renkte noktasal
pigment seklindedirler. Bu papillalar her segmentin ortasina yerlesmis kiigiik disk
olusumlaridir. Bunlarin her biri terminal kil bulundururlar. Ayrica 5 ¢ift géz dorsalde
(viicudun sirt tarafi) hilal seklinde siralanmis halde bulunur. Duyu hiicreleri, siiliikklerin
konak¢r ve avlarini bulmalarini ve karanlikta hareket edebilmelerini saglamaktadir. Bu
reseptorler (almaglar) sayesinde ortamdaki titresim ve 1siklarin yani sira, konakgilarin
salgiladiklar1 salgilar1 algilayarak harekete gegerler. Bdylece uyarilan siilikkler canliya

dogru hareket ederek yapisir ve beslenme gerceklesir [48].

2.5.1. Tibbi siiliiklerin tarihg¢esi

Hirudoterapi; tedavi amaciyla siiliik veya siiliikten elde edilen iirtinlerin kullanilmasi olarak
tanimlanmaktadir. “Hirudo” Latince “siiliik” anlamina gelmektedir. Siliiglin uygarligin
baslangicindan beri olan klinik uygulamalardaki 6nemi Anglo Saxon diline ait “doktor”
anlamina gelen “laece” ile olan basit benzerligi ile ilgili olabilir [33, 34]. Hirudoterapi,
birgok iilkede tedavi ydntemi olarak kabul edilen bir uygulamadir. Ozellikle Avrupa,

Rusya, Ukrayna ve Amerika gibi yaygin olarak tercih edilmektedir.

Siiliikler tip tarihinde belgelenmis en eski yara iyilestirme ydntemlerinden biri olarak
biliniyor. Tibbi Siiliik tedavisinin ilk kez ne zaman kullanildigina dair kesin kaynaklar
olmamasina ragmen Misir, Antik Yunan, Arap, Pers, Hint, Cin ve Anadolu
medeniyetlerinin en eski yazitlarinda tibbi siiliik kullanimina rastlanmis, Avrupali ve
Galenler tarafindan Avicenna olarak isimlendirilen ibni Sina’nin tedavi protokollerinde yer
almistir. Misir’da bulunan MO 1500°1ii yillardan kalma firavunlarin mezar taslar1 {izerinde
tibbi stliiklerin kullanimin1 gosteren resimler yer almaktadir. Kleopatramin genglik ve

giizellik i¢in tedavi edici siiliik kullandigina dair bir inanis bulunmaktadir [35].
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Siiliik kullanimi, Galen’in (130-201 M.S.) ve Hipokrat’in (460-370 M.S.) belirttigi gibi
viicuttaki sivilarin  dengesizliginden kaynakli hastaliklarin ortaya c¢iktig1 hipotezine
dayandirilmigtir. Suriyeli Dr. Laodice ise kanin siiliikler araciligiyla uzaklastirilmasinin
hastaliklara sebep olan seytani ruhlarin viicuttan ¢iktigina inanmustir [36]. islam tibbinin
onde gelen hekimi Ibn-i Sina (MS 980- 1037), iinlii kitab1 E1 Kanun Fi’t-T1bb’da siiliiklerin
tedavi amacli uygulama ydntemlerini ve hangi hastaliklarda kullanildigini yazmstir. ibn-i
Sina, siilik uygulamasinin kanin viicudun daha derin kisimlarindan atilmasinda kupa
terapisine gore daha basarili oldugunu belirtmis ve cilt hastaliklarinda uygulanmasini
onermistir [37]. Ayrica ibn-i Sina eserinde lepra, gangren, mantar hastaliklar1 ve yilan
zehirlenmeleri gibi bircok hastaligin tedavisinde siiliiglin kullanilabilecegini yazmis ve

stilikler hakkinda ¢ok detayl bilgiler paylasmistir.

19. yiizy1lin baslarinda siiliik tedavisinin neredeyse her hastalikta kullanilmasi, Ingiltere ve
Avrupa'da tibbi siiliikklerin neslinin tehlikeye girmesine yol agmis ve tiikenme noktasina
gelmelerine sebep olmustur. Ozellikle Fransa ve Rusya'da biiyiik bir popiilerlik kazanan
stliik tedavisi, her yil 130 milyondan fazla siiliigiin kullanildig1 belirtilmistir. Bu yiiksek
talep sebebiyle, Ingiliz hekimler 1810"ardan itibaren siilik ithal etmek zorunda
kalmislardir. 1825 ile 1850 yillar1 arasinda Avrupa’da siiliik kullanimi zirveye ulasti ve
ayrica siilik temininde zorluk ¢ekilmeye bile baslandi. Bu ylizyilda Osmanlh
Imparatorlugu'nda padisahlar ve iist diizey yoneticiler, her yil mayis ve haziran aylarinda
cesitli hastaliklardan korunmak amaciyla siiliik tedavisi uygulamiglardir. Bu konu ile ilgili
yazili eserler hazirladiklar1 bildirilmistir. Osmanlilar ile birlikte Fransizlar da tedavide tibbi
stiliklerden faydalanmiglardir ve 1830°da Paris hastanelerinde bes milyon siiliik
kullandiklarina dair kanitlar mevcuttur. 1850 tarihli bir belgeden ise Osmanli Devleti’nin
gollerinden siiliik ¢alinmasina mani olmak i¢in bir layiha yayinlandig1 ve bunun i¢in ciddi
caba sarf edildigi anlasilmaktadir. Bununla beraber siiliik ticaretiyle ugrasan ecnebi
tiiccarlarin siiliik yetistirmek icin havuz yapmalarinda bir mahzur olmadig: belirtilmistir
[2]. Ayrica bu donem Avrupa devletlerine de ¢ok biiyiilk miktarda tibbi siiliik ihracati
yaptiklari biliniyor.

Doktorlar, 6zellikle mikrocerrahi uzmanlari, 20. yiizyilin ikinci yarisina dogru siiliik
tedavisini yeniden desteklemeye baslamiglardir. Bu donemde yapilan ¢alismalarda venoz

konjesyon gelisen dokularda erken déonemde siiliikk uygulandiginda belirgin bir iyilesmenin
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saglandig1 gézlemlenmistir. Ozellikle yara iyilesmesini hizlandirdig1, flep ve insizyonel
yara kanlanmasinda etkili oldugu i¢in, plastik cerrahi yaygin kullanildigi alanlardan biri

olmustur [38].

Tiirkiye, diinyada siiliik ihracatinda 6nde gelen {ilkeler arasinda yer almaktadir. Avrupa'da
tedavi amaciyla kullanilan siiliikklerin 6nemli bir kismi iilkemizden ihra¢ edilmektedir.
Kullanilan stiliiklerin Avrupa iilkelerinde yapilan arastirmalarda ve bu konuda yazilan
kitaplarda, Tiirkiye’den saglandigi agikga bildirilmektedir [36]. Ulkemizdeki siiliik
varligimi korumak amaciyla, cesitli Avrupa {ilkelerine yapilan siiliik ihracatina kota
uygulanmaya baslanmistir. Tarim ve Orman Bakanlig1 verilerine gore, 2022 yil1 i¢in yillik
sillik ihracati kotast 1500 kg olarak belirlenmistir. Bu Onlem, siiliikk popiilasyonunu
koruma amaciyla alinmistir. Neslinin tiikenme tehlikesiyle kars1 karsiya kalan tibbi siiliik
tiirlerinden Hirudo medicinalis CITES Sozlesmesiyle koruma altina alinmustir. Ulkemiz
tatli sularinda siilik avlanma yasagi, 15 Nisan-15 Haziran tarihleri arasinda uygulanirken,
bu yasak 1 Mart — 1 Temmuz olarak degistirilip 2 aydan 4 aya uzatilmustir. Thra¢ edilen
stiliikler genellikle canli olarak ihrag edilirken, kozmetik sanayinde kullanilacak olanlar ise

dondurulmus olarak génderilmektedir.

27.10.2014 tarith ve 29158 sayili Resmi Gazete'de 'Geleneksel ve Tamamlayict Tip
Uygulamalar1 Yonetmeligi' yayimlanarak yiiriirliige girmistir ve hirudoterapinin sertifikali
hekimler tarafindan uygulanabilecegini kanunlagtirmistir [39]. Tirkiye’de bu yonetmelikte,
H. medicinalis’in ve H. verbana'min tedavi amagh kullanim kriterleri, ’Siiliik
Uygulamas1’’ basghig altinda diizenlenmistir. Bu diizenleme, siiliik tedavisinin egitim almig
uzmanlar tarafindan  gergeklestirilmesini  saglamayr amaglamaktadir. Boylelikle

hirudoterapi olmasi gereken ¢agdas kimligine kavusturulmustur.

2.5.2. Hirudo verbana’min genel 6zellikleri

Hirudo verbana tirii siiliiklerin uzunlugu genellikle ortalama olarak 55,4-123,0 mm
arasinda degisir. Viicut genislikleri ise ortalama olarak 8,5-13,1 mm civarindadir. Bu tiir
stiliklerin pigmentasyonu ¢esitli renklerden olusur, genellikle sar1, kirmizi, yesil ve siyah
tonlart bulunur. Bu renkler, siiliiklerin viicutlarinda bulunan pigment hiicrelerinden
kaynaklanir. Hirudo verbana'nmin bu renkli pigmentasyonu, onlar1 diger tiirlerden ayirt

etmek i¢in kullanilabilir. Hirudo verbana dorso-ventral sekilde yassilasarak yesil, siyah,
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sar1 ve kirmizi renklerden meydana gelen desenlerden olusmaktadir. Hirudo verbana’nin

goriintlileri asagidaki Resim 2.1°de gdsterilmistir.

Resim 2.1. Hirudo verbana tiirtine ait tibbi stliikler

Resimde de goriildiigii tizere Hirudo verbana tiiriiniin dorsalinde boydan boya koyu yesil
bir hat mevcuttur. Bu hattin kenarlarinda kesik turuncu ¢izgilerden sonra laterale kadar hali
desenine benzer siyah, yesil ve sar1 tonlarda lekeler izlemektedir. Ayni zamanda lateralde
boydan boya sar1 ¢izgiler bulunmaktadir. Hirudo verbana tiiriiniin ventralinde ise
medianda sari-yesil renkte bir bolge bulunmaktadir. Lateralde ise longitudinal uzanan birer

koyu serit gevrelemektedir [40].

Hirudo verbana’da ¢ekmenler posterior ve anteriorda yuvarlak ve ovalimsi bir yapidadir.
Anterior ¢ekmen cogunlukla posterior ¢ekmenden daha kiiciik olup, 6 segmentten
olugsmaktadir. Anterior c¢ekmenin capi ortalama 4,2-7,6 mm boyutundadir. Posterior
cekmenin capir ise ortalama 7,0-9,1 mm’dir. Kaudal ¢ekmen biiylik olmasina ragmen
maksimum govde genisgligini gegmemektedir (Resim 2.2). Bu g¢ekmenler siiliiklerin
ylizeylere tutunarak hareket etmelerini saglamaktadir. Arka ¢ekmen disk seklinde olup
yiizeylere tutunmas1 n ¢ekmene gore daha fazladir. On ¢ekmen de ise agiz bulunmaktadir

[41].
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Resim 2.2. Hirudo verbana’nin anterior ve posterior cekmenlerinin stereozoom ve elektron
mikroskobu goriiniimii [42]

Siiliiklerin sindirim sistemi 6n ¢ekmenin orta kisminda yer alan agiz ile baglamaktadir.
Siilikler 6n ¢ekmen yardimiyla avina tutunarak avinin derisine agtigi Y seklindeKi
acikliktan beslenirler. Agzi takip eden farinks kan1 emmeyi ve yutmayi saglayabilmek icin
giiclii kaslardan olusmustur. Ayn1 zamanda farinksin etrafinda siiliigiin salgisini lireten ¢ok
sayida ekzokrin bezden olusmus salgi bezleri yer almaktadir. Farinksin arkasindan mide
gelmektedir. Mide 22 adet keseden olusmaktadir. Bu keselerden en biiyligli posterior
kisimda bulunmaktadir. Ayn1 zamanda bu mide keseleri sindirim kanalina baglanarak
emilen kani uzun siire depolayabilmektedir. Sindirimin en yogun gerceklestigi yer orta
bagirsak bolgesi olup, bunun ardindan ise son bagirsak gelmektedir. Ayrica posterior
cekmenin Oniinde, dorsalden aniis agilmaktadir. Siiliiglin bosaltim sistemi ventralde 6.
segmentten baslayip 22. segmentte bitmektedir. Ayrica bosaltim sistemi 17 ¢ift bosaltim
organindan (Nephridia) olusmaktadir [43].

2.5.3. Tibbi siiliiklerin etki mekanizmalari

Siiliik salyasinda 100'den fazla terapotik etkisi olan biyoaktif madde bulunur. Bu maddeler
icinde baglicalar1 hyaluronidaz, hirudin, kallikrein inhibitorii, kollajenaz, salin, histamin
gibi vazodilatorler ve zayif anestezik ve analjezik maddelerdir. Ayrica, siiliikk salyasinda
birgok farmakolojik olarak aktif madde yer alir [44]. Hirudin, koagiilasyon
inhibisyonundan sorumlu bir madde olarak bilinir ve cerrahi operasyonlardan sonra
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tromboflebiti ve pulmoner inflamasyonu dnlemek i¢in kullanilabilir. Salin ise pihtilasmay1
inhibe eden bir madde olarak bilinir. Siiliik ayrildiktan sonra, salgiladig: salin nedeniyle
kanama stiresi uzayabilir ve yaklagik 12 saat kadar stirebilir. Bu kanama, siiliik tedavisinin
bir sonucu olarak ortaya ¢ikar ve genellikle kontrol altina alinir. Ancak, her bireyin tepkisi
farkli olabilir, bu nedenle siiliilk tedavisi uygulandiktan sonra kanama siiresi ve siddeti
kisiden kisiye degisebilir. Histamin benzeri bir madde vazodilatasyona, yara yerinden
s1zint1 bi¢iminde kanamaya sebep olur. Hyaluronidaz, iyilesmeyi kolaylastiran maddelerin
emilimi i¢in yara yerini hazirlar. Bu maddeler, siiliikk ayrildiktan sonraki 24 saate kadar
kanamanin devam etmesine sebep olur. Siliik salyasinda bulunan hyaluronidaza karsi

irritasyon gelisebilir [45, 46].

Bu maddelerden bazilar1 anti-inflamatuvar etkilerine ek olarak, lipotropik aktivitelere de
sahip olduklar i¢in diyabet ve iskemik kalp hastaligi gibi ateroskleroza sebep olabilen
hastaliklarda da yararli olabilir. Siiliikk salyasinda bulunan bu maddeler uygulandiklari
bolgede kan dolasimini artirir, anti-inflamatuvar, trombolitik, ve immiinstimiilan etki
yapar. Hirudoterapi; sertlik, agr1 ve diz osteoartritinde goriilen eklem disfonksiyonunu

azaltir [47, 48].

2.5.4. Tibbi siiliiklerin salgisinda bulunan biyoaktif maddeler

Tibbi siiliik salgisinda 100°den fazla biyoaktif madde yer almaktadir. Bu biyoaktif
maddeler; analjezik ve anti-koagiilan, anti-inflamatuvar, anti-platelet ve anti-mikrobiyal
etkiler gibi ¢cok farkli 6zellikler gostermelerinine ek olarak artmis kanlanmaya ve hiicre dig1

matriks degradasyonuna da sebep olurlar [49].

e Hirudin, siiliiklerin salgiladig1 en 6nemli madde olarak bilinir. ik kez 1903 yilinda
Jakob tarafindan isimlendirilmistir. Kan pihtilasmasini onleyici etkisi ise 1950'lerin
ortalarinda Markwardt tarafindan tanimlanmistir. Hirudin, 9000 molekiil agirliginda bir
polipeptittir ve 65-66 amino asit icerir. Ozellikle aspartik ve glutamik asit kalintilari
yiiksek oranda bulunur. Ayrica, 20'den fazla izoformu mevcuttur. Hirudin, trombin
enzimine 0zgl bir inhibitordiir. Trombine baglanarak kan pihtilagmasini engeller ve

trombozun neden olabilecegi tiim reaksiyonlar1 bloke eder. [50]
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Calin (saratin) — vWF faktoriiniin kollajene baglanmasini bloke eder ve kan
koagiilasyonunu inhibe eder. Kollajen aracili trombosit agregasyonunu inhibe eder. Bu
da ¢ok dnemli olan kemik kikirdak dokusunun temel yapitasidir [2].

Destabilaz — Glikozidaz aktivitesine sahiptir. Destabilaz, kombine enzimatik ve
enzimatik olmayan antibakteriyel etki gosterir. Ayrica fibrin lifli protein, piht1 agini
yapan trombinin ¢6ziilmesini saglayan trombolitik etkileri vardir [51].

Hirustatin — Bir ¢esit amino asit proteini olup kas gelisiminde ve saglikli bir bagisiklik
sistemi i¢in olduk¢a 6dnemlidir. Kallikrein, kimotripsin, tripsin ve katepsin G’yi inhibe
eder ve reperfiizyonu hizlandirir [52].

Bdellinler — Iltihaplanma karsiti 6zellikleri iceren maddedir. Anti-inflamatuvar etki
gostermektedir. Plazmin, tripsin ve akrosini inhibe ederek kanama zamanini uzatmada
onemli rol oynar. Ayrica bdellinler, proteinaz inhibitorii olarak da gorev yaparlar. Bu
etkilerine ek olarak duyu noronlarini uyarici etkileri de vardir.

Hiyaluronidaz - Siiliiklerden elde edilen hiyaluronidaz, hyaliironik asidin
tanimlanmasinda kullanilan en spesifik enzimdir. Doku arasinda bulunan catlaga ait
yarl sivi antibiyotik gorevini goriir. Interstisyel viskoziteyi artirir. Hiyaluronidaz
sayesinde tiim tiikriik sekresyonlarinin yayiliminin artmasi saglanir [6]. Hiyaluronidaz,
suan insan derisi araciligiyla ilag dagilimi ¢calismalarinda kullanilarak incelenmektedir.
Ayrica kemoterapotik 1laglarin antikanser etkilerinin artirilmasit amaciyla cesitli
calismalarda incelenmektedir [53].

Siiliik Tiirevi Triptaz Inhibitorii (LDTI) — Bir gesit enzimdir. Siiliik cildi deldiginde, ev
sahibinin mast hiicreleri tarafindan salinan proteolitik enzimleri (triptazlar) onlemek
icin LDTI’yi salgilarlar. Bu siiliiglin kendini beslerken agiz bolgesindeki proteolitik
enzimlerden koruma yontemidir [54].

Eglinler — Siiliik 6ziitiinden ayristirilan, iltihaplanma o6nleyici, diisitk molekiil agirlikli
proteinlerin bir baska grubudur. Agrili kimotripsin, subtilisin, kinaz ve elastaz,
ndtrofilik proteinazlar ve katepsin G’nin aktivitesini inhibe eder.

Apiraz (adenosin 5’-difosfat difosfohidrolaz) adenozin 5 ‘difosfat (ADP), trombosit
aktive edici faktor (PAF), epinefrin ve arasidonik asit iizerindeki etkisi ile trombosit
agregasyonunu inhibe eden bir molekiildiir. ik defa 1987 yilinda Rigbi ve digerleri

tarafindan ayirt edilmistir.
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Gelin - Egline benzeyen giiglii bir trombin inhibitdrii olup Hirudinaria manillensis
tilkiirtigiinden izole edilir. Gelin, eglin gibi katepsin G, elastaz ve kimotripsini inhibe
eder. Fakat plazmin, pepsin, tripsin veya trombin {izerinde daha az aktiviteye sahiptir.
Antistasin - Protrombini trombine ¢eviren faktor Xa’ya baglanir ve gérevini yapmasini
engeller. Ayrica protrombinaz inhibitorii gorevine de sahiptir.

Asetilkolin - Vaskiiler dilatasyon olusturur. Bu etki ile uygulandigi bolgede kan
akimini artirir ve dolasimin devamliligini saglar.

Kollajenaz - Kollajeni yikmakla gorevlidir.

Kloromisin - Potansiyel antibiyotik rolii oynamaktadir [55].

Hementerin - Fibrinojeni fibrinden daha hizli pargalayan, kan pihtilagmasini dnleyen ve
in vitro olarak fibrin pihtilarin1 yok eden, plazminojenden bagimsiz bir fibrinolitik
metalloproteinazdir [56].

Bufridin - H. manillensis’ten izole edilmistir. Hirudin’e benzer bir trombin inhibitori
olup, yapisal ve immiinolojik farkliliklar gostermektedir [2].

Decorsin - Amerikan tibbi siiliigii olarak bilinen Macrobdella decora’dan izole
edilmistir. Trombosit agregasyonunun giiglii bir inhibitortdiir [57].

Guamerin -  Bir insan lokosit elastaz inhibitérii olup anti-inflamatuvar etki
gostermektedir. H. nipponia’dan elde edilerek saflagtirilmigtir [58].

Piguamerin - H. nipponia’dan elde edilmis olup, plazma kallikreinin serin proteaz
inhibitoriidiir. Ayrica plazma ve doku kallikreini ve tripsinini kuvvetli bir sekilde
inhibe etme gorevi de vardir [59].

Gama-glutamil transpeptidaz - H. medicinalis’ten izole edilmis olup sigir gama-
glutamil transpeptidaz enzimi ile benzer 6zelliktedir. Hiicre ici glutatyon sentezi igin
onciil aminoasitleri temin etmekte gorevli bir enzimdir [51].

Karboksipeptidaz A - Isirik etrafindaki kan akigini artirmada gorevlidir. Bu madde
ayrica siiliik beslenirken olusabilecek herhangi bir kan pihtisinin ¢6ziilmesine yardimci
olabilir.

Faktor Xa inhibitorii — Pihtilagma kaskadina etki eden siiliik salgi bilesenidir. Xa
faktorii, kan pihtilasma islemi sirasinda protrombinin trombin haline doniigmesini
katalize eder. Faktor Xa inhibitorii, Faktor Xa ile sabit bir es molar ile kompleks
olusturur ve bdylece aktivitesini inhibe eder [2].

Trombosit Aktive Edici Faktor Antagonisti (PAFA) - Liyofilize siiliik tiikiiriiglinden
elde edilmis bir fosfogliserittir. PAF giiclii iltihap tasiyicisidir. Yaralanma bolgesinde
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salgilanarak hemostaz ve iltihap reaksiyonunu tetikler. Tromboembolik bozukluklarin
ve inflamasyonun tedavisinde kullanilan bir fosfogliserit olarak tanimlanmaktadir.
Bunun yani1 sira tromboembolik bozukluklarin ve inflamasyon tedavisinde énemli bir
yere sahiptir [60]. Tibbi siiliikk salgisinin temel etki mekanizmalar1 Cizelge 2.3’de

Ozetlenmistir.

Cizelge 2.3. Tibbi siiliik salgisinin temel etki mekanizmalar1

Etki Fonksiyonu

Hirudin; trombini inhibe eder.

Faktor Xa inhibitorii; faktor Xa'y1 inhibe eder.
Antikoagiilan Etkiler Destabilaz; stabilize fibrini ¢ozer.

Gelin; katepsin G, elastaz ve kimotripsini inhibe eder.

Bdellinler; plazmin, sperm akrozini ve tripsini inhibe eder.

Hirustasin; doku kallikreini inhibe eder.

LDTI (Siiliik tiirevi triptaz inhibitori I); triptazi inhibe eder.

Eglinler; kimaz, a-kimotripsin, subtilisin, elastaz ve notrofil proteinazlar,

Analjezik ve katepsin G'yi inhibe eder.
ve Anti-inflamatuvar Etkiler | LCI (siiliikk carboksipeptidaz inhibitéorii); Karboksipeptidaz A'y1 inhibe
eder.

Guamerin; 16kosit elastazini inhibe eder.
Piguamerin; Tripsini ve kallikreini inhibe eder.

Apiraz; Arasidonik asiti, adenosin 5' difosfat’i, PAF’ii ve epinefrini inhibe
eder.

Calin; Kollajen kaynakli trombosit agregasyonunu inhibe eder.

Saratin; a2 integrin alt birimi I bolgesinin kollajene baglanmasini inhibe
eder.

Anti-Platelet Etkiler

Asetilkolin; vazodilatasyon yapar.
Kan Akis1 Uzerine Etkiler Histamin-benzeri maddeler; Vazodilatasyon yapar.

Anti-Mikrobiyal Etkiler Kloromisetin; bakteriyal hiicre duvarmi pargalar.

Hyaliironidaz; hyaluronik asitin endoglukuronid baglalarini yikar.

Hiicre Disi Matris Kollajenaz; kollajen partikiillerini yikar.

Degredasyonu

2.5.5. Tibbi siiliiklerin medikal kullanim alanlar

Uzun yillardir, siiliik tedavisi her derde deva olarak bilinirken, sonralar1 bir kosede
unutulmustur. Giiniimiizde ise insanlar, siiliik tedavisinin yan etkisi olmadigini ve giivenli
oldugunu bilmelerine ragmen ila¢ tedavilerini tercih etmektedirler. Ancak bazen, denenmis
kanitlanmis eski yontemlere donmek, yenisini kesfetmeye gore daha diisiik maliyetli

olabilirken, hata oran1 da daha az olabilmektedir. Ustelik modern tibbin bircok farkli
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alanda etkisiz oldugu kanitlanirken bu durum siiliik tedavisine karsi ilginin artmast igin

bagka bir neden olmustur [61, 62].

Giiniimiizde bir¢ok iilkede hirudoterapi, ¢esitli klinik durumlarda tibbi tedaviye yardimci
olarak kullanilmaktadir. Hirudoterapi; artrit, apse, glokom, dental tedaviler, myastenia
gravis, hematom, gangren ve tromboz gibi durumlarin tedavisinde etkili olabilir. Ayrica,
varisler, arteriyoskleroz, diyabetik damar komplikasyonlar1 ve diger kardiyovaskiiler
hastaliklar gibi damar bozukluklarinda da kullanilabilir. Hirudoterapi, kardiyoloji,
jinekoloji, iiroloji, cerrahi, travmatoloji ve oftalmoloji gibi farkli tibbi alanlarda
uygulanabilir. Bu tedavi yontemi, kan emici siiliiklerin salgiladigi bazi bilesiklerin olumlu

etkilerine dayanir [2, 51, 54].

Anti-koagiilan, anti-inflamatuvar, trombolitik, anestezik ve vazodilator 6zellikleri
sebebiyle giiniimiizde cesitli hastaliklarda siiliik tedavisi uygulanabilmektedir. Ozellikle
mikrocerrahi ve plastik-rekonstriiktif cerrahide tedaviye yardimci olarak postoperatif siiliik
kullanimi, vaskiilarizasyonun ve dolasimin diizenlenmesini saglamak i¢in yapilan
caligmalarda basarili sonuglarin yayinlanmasi ile yeniden dikkatlerin odaklanmasina sebep
olmustur. ABD Ilag ve Gida Dairesi FDA (Food and Drug Authority of USA) siiliiklerin
bu iilkede satisina, genel amaclar, mikrocerrahi ve plastik cerrahide kullanimina 2004
yilinda izin vermistir. Ulkemizde de Saglik Bakanlhigi’min calismalar1 ile 27.10.2014
tarithinde 29158 sayili Resmi Gazete’de “Geleneksel ve Tamamlayict Tip Uygulamalari
Yonetmeligi” yayinlanarak siililk uygulamasina standart getirilmistir. Bu yonetmelige gore,
tibbi siiliik kullanilarak yapilan uygulamanin tedaviyi destekleyici bir sekilde sertifikali

tabip tarafindan yapilmasi gerektigi belirtilmistir.

Siiliik tedavisi igin en iyi bilinen endikasyonlardan biri vendz hastaliktir. Halen standart
profilaktik ajan olarak kullanilan heparinin bulunmasindan 06nce ameliyat sonrasi
trombozun Onlenmesinde siiliikk uygulanmasiyla ilgili bircok deneysel ¢alisma ve vaka
raporu bulunmaktadir [63]. Osteoartrit, yaslilarda en yaygin goriilen dejeneratif eklem
hastaligidir. Kikirdak dejenerasyonu, sinoviyal membran degisiklikleri ve periferik kemik
hipertrofisi ile karakterizedir. Yaygin semptomlar arasinda aktivite sonras1 eklem agrisi ve
hareketsizlik donemlerinden sonra tutukluk bulunur. Hirudoterapi, yapilan calismalarda
ozellikle diz osteoartriti i¢in etkili bir semptomatik tedavidir [64]. Mikrocerrahi, ampute

uzuvlarin veya dokularin replantasyonu i¢in mikroskop altinda mikro aletler kullanilarak
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kiigiik arterleri ve venleri anastomoz etmeyi amaclayan bir cerrahi islem tiiridiir. Bu tiir
operasyonlardan sonra arteriyel tromboz gelisimi yaygin olmadig1 halde, vendz okliizyon
dokular ic¢in ciddi bir tehdittir ve trombiis olusumu, staz, nihayetinde doku nekrozuna
sebep olabilir. Tibbi siiliikler, ilk tedavi denemelerine yanit vermeyen postoperatif venoz
tikaniklik semptomlar1 gosteren insizyonlar: ve flepleri kurtarmak igin kullanilir [65].
Periferik vaskiiler komplikasyonlar, diyabetik hastalarda viicudun distal bolgelerinde
kanlanmanin azalmasina yol acarlar ve uzuvlarda iskemik hastaliklara sebep olabilirler.
Diyabet kanin tam olarak niifuz edemedigi kapillerlerde kan akimini yavaslatarak kiiciik
bir yaranin dahi iyilesmemesi veya daha kotiisii nekroz ve doku Oliimiine ilerlemesine
sebep olabilir. Bir¢ok caligmada hirudoterapinin diyabetik iyilesmeyen yara tedavisinde
etkili oldugu bildirilmektedir [66]. Ibni Sina kloazma, skatrisyel alopesi, dermatofitler ve
anjiyom gibi cilt hastaliklarinda siiliik tedavisini kullanmistir. Shanker ve digerleri 2014
yilinda yaptiklar bir calismada, egzama semptomlarini azaltmada ve yasam kalitesini

artirmada siiliik tedavisinin etkili oldugunu bildirmislerdi [33].

Modern tibbi ilag uygulamalarina kiyasla hirudoterapi daha diisiik maliyetli, daha az yan
etkili ve bir¢ok hastalikta daha etkili olsa da ge¢miste yasanan olumsuzluklarin yeniden
yasanmamast i¢in saglam bilimsel ilkelere dayanarak uygulanmalidir. Tedavide
gelisebilecek komplikasyonlara karsi her asamada dikkatli olunmali, endikasyonlar iyi
belirlenmeli, giivenilir kaynaklardan elde edilen medikal amag¢ sertifikali siiliikler
kullanilmahdir. Hastalara siiliikk tedavisinin kendi basina bir tedavi ydntemi olmadigi
belirtilmeli, ancak multidisipliner yaklasimin O6nemli bir pargas1t olabilecegi

vurgulanmalidir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu deneysel tez ¢alismasi i¢in Gazi Universitesi Yerel Etik Kurulu’ndan 15.03.2023 tarih
ve G.U. ET-23.026. kod numaral1 etik kurul onay1 alinmistir. Etik kurul onaym takiben
caligma, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali ve Histoloji-
Embriyoloji Anabilim Dali’nin olanaklar1 kullanilarak, Gazi Universitesi Deney

Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Laboratuvarinda (GUDAM) yiiriitiilmiistiir.
3.1. Tibbi Siiliiklerin Temini

Hirudo verbana cinsi tibbi siiliikkler Tarim ve Orman Bakanligi onayl: ticari steril siiliik
iiretim biyogiftliginden temin edildi. Klorsuz musluk suyuyla dolu, iyi havalandirilmis
plastik kaplarda oda sicakliginda muhafazalari1 saglandi. Her 2-3 giinde bir diizenli olarak

sular1 degistirilerek bakimlar1 yapildi.
3.1.1. Deneyde kullamilan siiliikler ve prosediir

Bu ¢aligmamizda tiim deney boyunca standart olarak 0,5 gr agirligindaki Hirudo verbana
cinsi kiigiik tibbi siiliikleri kullanildi. Calisma siiresince ayni boyut ve ayni tiir tibbi siiliik

kullanildi.

3.1.2. Tibbi siiliik salgi ekstraktinin elde edilmesi

Bu calismada Hirudo verbana cinsi siiliikkler kullanilarak siiliik salgi ekstrakti temin edildi.
Siiliik salgis1 toplama islemi i¢in; 37°C sicakliginda 0.001 M arginin ve 0.15 M sodyum
kloriir soliisyonundan olusan bir fagostimiilatdr soliisyon aracilifiyla siiliiklerin telef
olmadan salgilarinin elde edilmesini saglayan yontem olan Abdulkadir ve arkadaslarinin
yontemi uygulandi [67]. Fagostimiilatdr solisyon bir parafilm tabakasi ile kaplanmis ters
cevrilmis bir huniye aktarilarak siiliikler doyuncaya ve kendilerini parafilmden ayirincaya
kadar bu soliisyonu emmelerine izin verilir. Parafilmden ayrilan doymus stiliikleri posterior
kisimdan anterior (agiz) kisma dogru emiciye dogru yumusak bir sekilde sagdirmak

suretiyle tibbi siiliik salgis1 toplandi (Resim 3.1.).
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Elde edilen bu sivi, 0.22 um'lik bir filtreden gegcirildi ve 4°C'de 2500 rpm hizinda 10
dakika boyunca santrifiij edildi. Bu sivi, igerigindeki proteinin korunmasi amaciyla

eppendorf tiiplerine bdliinerek -20°C'de 151k gérmeyecek sekilde saklandi.

Resim 3.1. Fagostimiilator soliisyon ile beslenmeleri sirasinda tibbi siiliikler

3.1.3. Tibbi siiliik salgisinda total protein tayini

Siiliik salgis1 farkli gorevleri olan 100’iin iizerinde farkli protein icermektedir. Bu sebeple
ayr1 ayr1 her bir protein tayin etmenin yontemsel zorluklarindan 6tiirii total protein 6lgiimii
yapildi. Literatiirde siiliik salgi protein igerigi hem Broadford metodu ile total protein
konsantrasyonu tayini yapilmis hem de SDS PAGE metodu ile protein bantlar
gosterilmistir. Calismamizda siiliik salgi ekstraktinin total protein tayini i¢in Bradford
yontemini kullanarak, Bradford Protein Assay Kit (ABP Biosciences - A.B.D.) araciligiyla
total protein tayini yapildi [68].
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Protein-boya baglanma iliskisini baz alan bu teknik, proteinlerin mikrogram miktarlarinin
niceliklerinin belirlenmesi i¢in oldukga pratik, hizli ve hassas bir yontemdir. Protein ve
peptit igerigi yiiksek olan tibbi siiliikk salgisi i¢in bu teknigi tercih etme Sebebimiz ise
caligma sirasindaki bekleme siiresinin miimkiin olan en kisa silireye indirilerek protein
kaybmin Oniine ge¢mektir. Siiliikk salgis1 ile ilgili doz hesaplamalar1 yapilirken protein
konsantrasyonu tizerinden dozlar verilmistir [69, 70]. Bu ¢alismada da elde edilen siiliikk

salgisindan protein konsantrasyon analizi yaparak dozlarimizi pg/ml cinsinden belirlendi.

Uygulama basamaklar::

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

2. Standartlar ve siiliik salg1 ekstrakti, 1 mL olacak sekilde etiketlenmis test tiiplerine

pipetlendi.

Her bir tiipe 1 mL Bradford reaktifi eklenerek iyice karistirildi.

Ornekler 5 dakika boyunca, 37 °C’de inkiibe edildi.

Orneklerin absorbans degerleri 595 nm’de kore kars1 spektrofotometrede dl¢iildii.

o g ~ w

Protein miktarlari olusturulan standart grafiginden yararlanilarak hesaplandi. (Sekil

3.2)

Total Protein Miktar1 Hesaplama: (Numune Absorbansi / Standart Absorbansi) * standart

konsantrasyonu
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Total Protein Standart Egrisi

y=1901,8x7-2942,9x+1011,3 ®
1400 R*=0,9951
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Protein Konsantrasyonu pg/mL
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0o e
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Absorbans

Sekil 3.1. Siiliik salg1 ekstraktinda total protein tayini

Sonuglar pg/ mL cinsinden verilmistir. Calismamizda kullandigimiz  siiliik  salgi

ekstraktinin total protein konsantrasyonu 50 pug/ mL olarak bulunmustur.
3.2. Deney Hayvanlarinin Temini ve Laboratuvar Kosullar

Calismada Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Laboratuvari’nda
yerel yetistirilmis toplam 24 adet, 300-350 gram arasinda degisen Wistar Albino cinsi disi

ratlar (Rattus norvegicus albinus) kullanildu.

Ratlar hayvan laboratuvarinda uygun kafeslerde, 21+2 santigrat derece sicaklikta ve
1siklarin saat 08:00°de yakilip, saat 20:00’de sondiiriilmesiyle 12 saat aydinlik, 12 saat
karanlik ritminin saglandig1 kosullarda barindirildi. Hayvanlar1 ve bakimlarini iceren
prosediirler kurumsal ydnergelere uygun olarak yiiriitiildii. Gazi Universitesi Etik Kurulu
ve Kilavuzda belirtilen kriterlere uygun laboratuvarda yetistirilmis ratlar kullanildi.

Hayvanlar standart rat yemi ile beslendi, herhangi bir diyet ya da su kisitlamasi yapilmada.



29

3.3. Cerrahi Yontem ve Insizyonel Yara Modeli

Gerekli anestezik maddelerin; ketamin (80 mg/kg) + ksilazin (10 mg/kg) intraperitoneal
enjeksiyonu ile tiim gruplardaki tiim sicanlarin anestezisi uygun sartlarda gergeklestirildi.
Anestezi sonrast tiras makinesi ile sicanlarin kil tirasi yapildi. Genel anestezi altinda
cerrahi operasyon tamamlandi. Tiim gruplardaki tiim siganlara Resim 3.2.’de gosterildigi

gibi dorsal bolgeye vertikal tam kat insizyon uygulandi.

Ratlarin dorsal boélgelerine, medial hatta 2 cm uzunlugunda vertikal insizyon modeli
cerrahi cetvel ile &lgiilerek, cerrahi kalem yardimiyla ¢izildi. Insizyonlarin anatomik
siirlarinin belirlenmesinin ardindan, tam kat insizyonel kesi yapildi. Sonrasinda tiim

insizyonlar basit dikis ile ilk pozisyonlarina yeniden dikildi.

Resim 3.2. Deney hayvanlarinin dorsal bolgelerinde yapilan insizyonel operasyon
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3.4. Deney Gruplan

(I) Grubu: Tibbi siilik uygulanan gruptur. Operasyon giinii primer kapatilmis vertikal
insizyon uygulamasi sonrasi, anestezi altinda insizyonun sagina 1 adet tibbi siiliikk

uygulanip, 48 saat sonra ayni islem insizyonun sol tarafina uygulandi.

(IT) Grubu: Siiliik salg1 ekstrakti (SSE) enjekte edilen gruptur. Operasyon giinii primer
kapatilmis vertikal insizyon uygulamasi sonrasi, anestezi altinda insizyonun sagina 0,5 cc
tibbi siiliik salg1 ekstrakti subkiitan olarak uygulandi, 48 saat sonra insizyonun sol tarafina

ayni islem uygulandu.

(III) Grubu: Fagostimiilator soliisyon (FSS) enjekte edilen gruptur. Operasyon giinii primer
kapatilmis vertikal insizyon uygulamasi sonrasi, anestezi altinda insizyonun sagina 0,5 cc
fagostimiilator soliisyon subkiitan olarak uygulandi, 48 saat sonra ayni islem insizyonun

sol tarafina uygulandi.

(IV) Grubu: Kontrol grubudur. Operasyon giinii vertikal insizyon yapilip ardindan primer

kapatilmis, daha sonra yara bolgesine herhangi bir miidahale edilmedi.

Postoperatif yedinci glinde tiim hayvanlara uygun anestezik ve etik kosullar altinda disekte

edildi (Sekil 3.2).



31

(I) Siiliik Grubu (IT) SSE Grubu (IIT) FSS Grubu (IV) Kontrol Grubu
‘/‘ ‘q ,’5 K ‘,5 ¢ ¥ ) (.‘*\ %

- e
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Sekil 3.2. Deney Gruplar1
3.4.1. Tibbi siiliik uygulamasi

Tibbi siilik uygulanan gruptur. Operasyon giinii primer kapatilmis vertikal insizyon
uygulamasi sonrasi, anestezi altinda insizyonun sagina 1 adet kiigiik boy (ortalama 0.5 g)
steril tibbi siiliik uygulanip, 48 saat sonra ayni islem insizyonun sol tarafina uygulandi
(Resim 3.3). Siiliikler beslenmelerini tamamladiktan sonra (ortalama 0.5 mL kan emdiler)
kendiliginden uygulandiklar1 bdlgeden ayrildilar. Siiliiklerin agirliklart  uygulama
oncesinde ve sonrasinda tartilarak kaydedildi. Uygulama sonrasinda tibbi siiliikler %90

etanol igerisine koyularak imha edildiler.
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Resim 3.3. Vertikal tam kat insizyonel kesiye steril tibbi siiliik uygulamasi

3.4.2. SSE enjeksiyonu

Operasyon giinii primer kapatilmig vertikal insizyon uygulamasi sonrasi, anestezi altinda
insizyonun sagina 0,5 cc tibbi siiliilk salgi ekstrakti subkiitan olarak uygulandi, 48 saat

sonra insizyonun sol tarafina ayn1 islem uygulandi (Resim 3.4).

Resim 3.4. Vertikal tam kat insizyonel kesiye tibbi siiliik salgis1 enjeksiyonu

3.4.3. FSS enjeksiyonu

Fagostimiilator soliisyon; siiliik salgisi elde etmek amaciyla siiliikleri beslerken kullanilan,
0.001 M arginin ve 0.15 M sodyum kloriirden olusan bir besleme soliisyonudur. Operasyon

gilinli primer kapatilmis vertikal insizyon uygulamasi sonrasi, anestezi altinda insizyonun
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sagina 0,5 cc fagostimiilator soliisyon subkiitan olarak uygulandi, 48 saat sonra ayni iglem

insizyonun sol tarafina uygulandi.

Deney protokoliinde SSE elde etmek igin tibbi siiliikler FSS ile beslendi, bu nedenle tibbi

stiliik salgisinin etkilerini daha iyi anlamak amaciyla bu gruba FSS enjeksiyonu uygulandi.
3.5. Diseksiyon

Insizyonel cerrahisinin postoperatif 7. giiniinde tiim siganlarin anestezisi uygun sartlarda
gerceklestirildi. Hayvanlarin tamamen anestezi altina girmelerinin ardindan, intrakardiyak
sekilde kan alinarak Otanazi islemi gerceklestirildi. Kan 6rnekleri, kan tiiplerine aktarildi
ve 3000 rpm’de 15 dk. santrifiij edildi. Santrifiij ardindan kandan elde edilen serum

ornekleri eppendorf tiiplerine ayristirilarak, -80 °C’de muhafaza edildiler.

Dorsal cilt dokusu Gtanazi sonrasi insizyon hattinin etrafindan histopatolojik degerlendirme
icin eksize edildi. Dokularin bir kismi igerisinde %10’luk tamponlu formaldehit bulunan
kaplar icerisinde muhafaza edildiler. Geriye kalan doku numuneleri ise biyokimyasal

incelemeler igin s1v1 azotta dondurularak -80 °C'de muhafaza edildiler.

3.6. Histolojik Incelemeler

Alman ornekler oncelikle %10 nétral formaldehit soliisyonunda 72 saat boyunca tespit
edildiler. Tespit isleminin tamamlanmasinin ardindan, rutin takip islemleri saglandi. Tiim
dokular, kasetlere konularak akarsu altinda yikanmalarimin ardindan, suyun
uzaklastirilmas: (dehidratasyon) igin artan alkol serilerinden (%50, %70, %80, %90,
%100) gegirildiler. Dokular, parlatilmalar1 amaciyla ksilolden gegirilerek erimis parafine
gomiildiiler ve parafin bloklar haline getirildiler. Hazirlanan parafin bloklarindan 4-5

mikron kalinliginda kesitler alinda.

Almman kesitler, Hematoksilen-Eozin (H&E) ve Masson’s trichrome yontemleri ile
boyanarak elde edilen 6rneklerdeki histomorfolojik degisimler ve OMP tutulumlari, Leica
DM4000 (Germany) bilgisayar destekli goriintilleme sisteminde 1s1ik mikroskobu ile

incelendi. Histomorfolojik olarak incelenen alanlar, Leica — Qwin programinda resimleri
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cekilerek degerlendirilmeleri yapildi ve histomorfolojik degerlendirme i¢in skorlamalar

yapild1 [71].

3.7. immiinohistokimyasal incelemeler

Elde edilen 4-5 mikronluk kesitler, 2 kez 15 dakika boyunca ksilol i¢inde bekletildi.
Ksilolden ayrilan ornekler, sirasiyla %100, %95 %90, %80 ve %70 igerigindeki etil alkol
cozeltilerinde 10'ar dakika tutuldu. Daha sonra, 2 defa 5 dakika boyunca distile su

i¢cerisinde bekletilerek rehidrate edildiler.

Nemli ortamda immiinohistokimya barina dizilen dokularin etrafi PAP-Pen ile ¢izilerek
3’er dakika boyunca 3 kez PBS (Phosphate Buffer Saline, pH: 7,4) ile yikandi. Ozgiin
olmayan baglanmay1 engellemek i¢in 10 dakika serum blokaj ¢ozelti analiz Grnekleri
VEGF (Kat: 114409 Lot: 05310) primer antikoru ile +4 °C'de 1 gece inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra PBS ile yikandiktan sonra, endojen peroksidaz aktivitesinin

engellenmesi i¢in %3 hidrojen peroksit ¢ozeltisi uygulandi.

Ornekler tekrar PBS ile yikandiktan sonra biotinli sekonder antikor uygulandi. Yine 3 kez
3’er dakika PBS ile yikanan 6rneklere diaminobenzedin (DAB) substrati iceren kromojen
uygulanarak orneklerde gozle goriilebilen immiin reaksiyonlar olusana kadar bekletildi.

PBS ile yikanan 6rnekler zemin boyasi olarak Mayer'in Hematoksileni boyandi.

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

kullanilarak lamel ile kapatilda.

Tim oOrnekler Leica DM4000 (Almanya) bilgisayar destekli goriintiileme sistemi
aracilifryla Leica Q Vin 3 programi fotograflandi ve degerlendirildi. Her hiicre i¢in secilen
bagimsiz 10 alanda, belirtilen antikorlara ait hiicre tutulumlari yiiz hiicre ilizerinden

degerlendirildi. Immiinohistokimyasal analizler i¢in skorlamalar yapild1 [72].

3.8. Doku Homojenizasyonu

Insizyonel yara bolgesinden alinan dokulardan homojenat elde etmek igin doku

homojenizasyon iglemi uygulandi.
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Uygulama basamaklar1 su sekildedir:

1. Cilt dokusu oncelikle kiigiik pargalara boliinmiis ve daha sonra fazla kanin sonuglari
etkilenmemesi i¢in PBS (pH 7.4) ile yikandi.

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

3. Deney tiipii icerisine aktarilan bu karisim, buz banyosu igerisinde bigakli
homojenizator (Heidolph, SilentCrusher) araciligiyla homojenize edildi.

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

3.9. ELiSA Yontemi ve Prensibi

Doku homojenizasyonu ile elde edilen siipernatantlardan ve serumlardan IGF-1, TGF-a ve
HIF-1-a konsantrasyon tespiti igin sandwich test prensibine sahip ELISA yontemi
kullanildi. Rat IGF-1 Cat: ELK1136; Rat TGF-a, Cat: ELK2464 ve Rat HIF-1-a Cat:
ELK1604, ELK Biotechnology marka ELISA kitleri kullanilda.

Bu ¢alismada kullanilan tiim ELISA kitleri ayni test prensibine ve basamaklara sahiptir.

Kitlere ait mikrotitre plakasi; Rat IGF-1, Rat TGF-a veya Rat HIF-1-a’ya 6zgii antikorlarla

onceden kaplanmuigtir.

3.9.1. Standartlarin hazirlanmasi

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

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

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

hazirlandi.
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4.

TGF-a standarti i¢in : 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,25 pg/mL,
15,63pg/mL, 7,82pg/mL ve son olarak, 0 ng/ mL (blank; kor) olacak sekilde yedi tiip
hazirlandi.
Standart yiiksek konsantrasyondan diisiik konsantrasyona diliie edilirken, her diliisyon
icin pipet ucunu degistirildi. Son tiip, kor olarak kabul edildigi i¢in hicbir ekleme
yapilmadi.

3.9.2. Testin yapihis1

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

icin ELISA testinin basamaklar1 asagida verildigi sekilde yapildi.

1.

Kit oda sicakligina geldikten sonra, her kuyucuga 100 puL olacak sekilde standart
caligma tamponu veya numune eklenerek 37°C'de 80 dakika inkiibe edildi.

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

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

Plakadaki sivi uzaklastirilarak, her kuyucuga 200 pL 1 x wash buffer eklendi ve
plakay1 bes kez yikandi. Dondiirerek kurutmanin ardindan, her kuyucuga 90 ul. TMB
Substrat Soliisyonu eklendi ve karanlikta 20 dakika 37°C'de inkiibe edildi.

Her kuyucuga 50 pL durdurma soliisyonu eklendi.

Ardindan plaka, bir plaka calkalayic1 iizerinde 1 dakika boyunca c¢alkalandi.
Mikroplaka ivedilikle 450 nm'ye ayarlanmis olan Elisa Mikroplaka Okuyucuda
okutularak, OD (optik yogunluk — optical density), sonuglarinin kaydedilmesi suretiyle

alindi.

Standart konsantrasyonlar Y, standartlara ait absorbanslar X eksenine yerlestirilerek

standart egrisi ¢izildi. Ornek konsantrasyonlar1 standart egriden hesaplandi. HIF-1-o
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konsantrasyonu ng/ mL (Sekil 3.3.), TGF-a konsantrasyonu pg/ mL (Sekil 3.4.) ve IGF-1
konsantrasyonu ng/ mL olarak verildi (Sekil 3.5.).

HIF-1-o Standart Grafigi

12
lg 10 y=2,2424x2-0,4357x+ 0,1664
3 *=10,9972
= 8
S
2 6
k=
= 4
o
e 2
o

0
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Sekil 3.3. HIF-1-a standart grafigi

TGF-a Standart Grafigi
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Sekil 3.4. TGF-a standart grafigi
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IGF-1 Standart Grafigi
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Sekil 3.5. IGF-1 standart grafigi

3.10. istatistiksel Yontem

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

verilerden figiirler ¢izildi.
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4. BULGULAR

4.1. Biyokimyasal Bulgular

Calismada deney gruplarina ait hayvanlardan elde edilen serum 6rneklerinde ve insizyonel
yara dokusu numunelerinden elde edilen homojenatlarda HIF-1-0, TGF-a ve IGF-1

parametreleri degerlendirildi.

4.1.1. Serum orneklerine ait bulgular

Serum Orneklerindeki HIF-1-a, TGF-a ve IGF-1 konsantrasyonlari Cizelge 4.1.° de

sunulmustur.

Cizelge 4.1. Serum orneklerinde biyokimyasal parametrelerin karsilastiriimasi

Serum Gruplar Ortalama + SEM p degeri
HIF-1-a (ng/mL) (D) Siilik Grubu 0,23 £ 0,03 0,662
(I1) SSE Grubu 0,23 £ 0,03

(1) FSS Grubu 0,21+ 0,04
(1V) Kontrol Grubu 0,18 + 0,008
TGF-a (pg/ mL) (D Siiliik Grubu 10,08 + 0,05 0,200
(1) SSE Grubu 10,47 £ 0,17
(1) FSS Grubu 10,23 +0,15
(1V) Kontrol Grubu 10,11 +0,09
IGF-1 (ng/ mL) (D) Siiliik Grubu 0,22+0,016 0,575
(I1) SSE Grubu 0,21 £ 0,02
(1) FSS Grubu 0,19 £ 0,005
(1V) Kontrol Grubu 0,22 + 0,02

Serum oOrneklerinde, deney gruplar1 arasinda HIF-1-a (ng/mL) konsantrasyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi, (p = 0,662). Deney gruplarindaki ortalama +
SEM degerleri; siiliik (I) grubu (0,23 + 0,03), SSE (II) grubu (0,23 + 0,03), FSS (I1I) grubu
(0,21 £ 0,04) ve kontrol (IV) grubu (0,18 £ 0,008) olarak tespit edildi, (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Serum Orneklerindeki HIF-1-a konsantrasyonlarinin deney gruplar1 arasinda
karsilastirilmasi

Serum orneklerinde, deney gruplar1 arasinda TGF-a (pg/ mL) agisindan istatistiksel olarak
anlaml bir fark goriilmedi, (p = 0,200). Deney gruplarindaki ortalama = SEM degerleri;
stliik (I) grubu (10,08 = 0,05), SSE (II) grubu (10,47 = 0,17), FSS (III) grubu (10,23 +
0,15) ve kontrol (IV) grubu (10,11 £ 0,09) olarak tespit edildi, (Sekil 4.2.).




41

Serum
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Gruplar

Sekil 4.2. Serum oOrneklerindeki TGF-a konsantrasyonlarinin deney gruplar1 arasinda
karsilastirilmasi

Serum orneklerinde, deney gruplart arasinda IGF-1(ng/ mL) a¢isindan istatistiksel olarak
anlaml bir fark goriilmedi, (p = 0,575). Deney gruplarindaki ortalama + SEM degerleri;
stlik (I) grubu (0,22 + 0,016), SSE (II) grubu (0,21 + 0,02), FSS (III) grubu (0,19 +
0,005) ve kontrol (IV) grubu (0,22 + 0,02) olarak tespit edildi, (Sekil 4.3). [32]
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Sekil 4.3. Serum o6rneklerindeki IGF-1 konsantrasyonlarinin deney gruplari arasinda
karsilastirilmasi

4.1.2. Doku orneklerine ait bulgular

Doku orneklerindeki HIF-1-a, TGF-a ve IGF-1 konsantrasyonlar1 Cizelge 4.2.°de

sunulmustur.

Cizelge 4.2. Doku 6rneklerinde biyokimyasal parametrelerin karsilagtiriimasi

Insizyonel Doku Gruplar Ortalama + SEM p degeri
(I Siilik Grubu 3,13£1,85
e (1) SSE Grubu 2,25+0,49
rubu ,86 £ 1,
HIF-1-o (ng/mL) (I11) FSS Grub 486+ 141 0,357
(1V) Kontrol Grubu 1,94 +£0,58
(D) Siiliik Grubu 55,48 18,07
) (1) SSE Grubu 23421+ 81,32
TGF-o (pg/ mL) (111) FSS Grubu 176,24 + 56,55 0,141
(IV) Kontrol Grubu 78,63 + 33,48
(D Siilik Grubu 1,71 £ 0,82
: (1) SSE Grubu 3,7+1,83
IGF-1 (ng/ mL) (1) FSS Grubu 230+ 0,81 0,634
(1V) Kontrol Grubu 2,46 +0,91
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0,357). Deney gruplarindak
stiliik (I) grubu (3,13 + 1,85), SSE (II) grubu (2,25 + 0,49), FSS

(IIT) grubu (4,86 += 01,41) ve kontrol (IV) grubu (1,94 + 0,58) olarak tespit edildi, (Sekil

4.4.).

Imedi, (p

ori

b

1

Insizyonel yara dokusundan elde edilen homojenatlarda, deney gruplart arasinda HIF-1-a

acisindan istatistiksel olarak anlaml bir fark g
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0,141). Deney gruplarindak

siiliik (I) grubu (55,48 + 18,07), SSE (II) grubu (234,21 +

81,32), FSS (III) grubu (176,24 + 56,55) ve kontrol (IV) grubu (78,63 + 33,48) olarak

tespit edildi, (Sekil 4.5.).

Imedi, (p

oru

Gruplar

b

1

Sekil 4.4. Insizyonel doku homojenatlarinda HIF-1-a konsantrasyonlarinin deney gruplari

arasinda karsilastirilmasi
Insizyonel yara dokusundan elde edilen homojenatlarda, deney gruplar1 arasinda TGF-a

acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark g

ortalama + SEM degerler
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Sekil 4.5. Insizyonel doku orneklerindeki TGF-o. konsantrasyonlarmin deney gruplari
arasinda karsilastirilmasi

Insizyonel yara dokusundan elde edilen homojenatlarda, deney gruplari arasmda IGF-1
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi, (p = 0,634). Deney gruplarindaki
ortalama + SEM degerleri; stiliik (I) grubu (1,71 £ 0,82), SSE (II) grubu (3,7 = 1,83), FSS
(III) grubu (2,30 + 0,81) ve kontrol (IV) grubu (2,46 + 0,91) olarak tespit edildi, (Sekil
4.6.).
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Sekil 4.6. Insizyonel doku orneklerindeki IGF-1 konsantrasyonlarmin deney gruplari
arasinda karsilastirilmasi

4.2. Histopatolojik bulgular

Insizyonel yara dokusu &rnekleri; epitel rejenerasyon, graniilasyon dokusu kalmligi,
fibroblast proliferasyonu, neovaskiilarizasyon, inflamatuvar hiicre varligt ve VEGF (+)

hiicre (%) parametreleri acisindan degerlendirildi.

Epitel rejenerasyonu, graniilasyon doku kalinligi, fibroblast proliferasyonu ve
neovaskiilarizasyon bulgular1 SSE (II) grubunda kontrol grubuna kiyasla yiiksek seviyede

izlendi.

Inflamatuvar hiicre ve nekroz varligi kontrol (IV) grubunda en yiiksek oranda tespit
edilirken, en sinirhi 6l¢iide SSE (I1) grubunda izlendi.

VEGF (+) hiicre (%) bulgular1 ise en iist seviyede SSE (II) grubunda izlendi. Bu grubu
sirastyla siiliik (I) ve FSS (I1I) gruplar izledi.
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Hematoksilen-Eozin boyama yontemi uygulanan insizyonel yara dokusu 6rneklerinin 1g1k

mikroskobu altindaki goriiniimleri Resim 4.1.’de sunulmustur.

Masson’s Trichrome boyama yontemi uygulanan insizyonel yara dokusu 6rneklerinin 1s1k

mikroskobu altindaki goriiniimleri Resim 4.2.”de sunulmustur.

Immiinohistokimyasal yontem uygulanan insizyonel yara dokusu orneklerinin 151k

mikroskobu altindaki goriintimleri Resim 4.3.”de sunulmustur.

Deney gruplarina ait epitel rejenerasyon, graniilasyon dokusu kalinligi, fibroblast
proliferasyonu, neovaskiilarizasyon, inflamatuvar hiicre varligit ve VEGF (+) hiicre (%)

skorlarinin Ortalama + SEM degerleri Cizelge 4.3°de sunulmustur.
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Resim 4.1. Hematoksilen-Eozin boyama yoOntemi uygulanan insizyonel yara dokusu
orneklerinin gdriintimii. (I) Siilik grubu, (II) SSE grubu, (IIT) FSS grubu, (IV)
Kontrol grubu- Epitel rejenerasyon: —>, Neovaskiilarizasyon: », Kollajen
yogunlugunda azalma:¢, Graniilasyon dokusu: <, Fibroblast proliferasyonu: <$,
Inflamatuvar hiicre: »«, Nekroz: N



Resim 4.2. Masson’s Trichrome boyama yontemi uygulanan insizyonel yara dokusu
orneklerinin gdriintimii. (I) Siilik grubu, (II) SSE grubu, (IIT) FSS grubu, (IV)
Kontrol grubu - Epitel rejenerasyon: —=>, Neovaskiilarizasyon: P, Kollajen
yogunlugunda azalma: ¢, Graniilasyon dokusu: «, Fibroblast proliferasyonu: <,
Inflamatuvar hiicre: »«, Nekroz: N
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Resim 4.3. Insizyonel yara dokusu &rneklerinin immiinohistokimyasal yontem sonuglart:
(D) Siilik grubu, (IT) SSE grubu, (IIT) FSS grubu, (IV) Kontrol grubu - Epitel
rejenerasyon: —>, Graniilasyon dokusu: <, Fibroblast proliferasyonu: <,
Inflamatuvar hiicre: »«, Nekroz: N
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Cizelge 4.3. Histopatolojik parametrelerin skor sonuglari

| Gruplar | Ortalama + Sem | P Degeri
Epitel Rejenerasyon
(1) Siiliik Grubu 3.50+0.22
(1) SSE Grubu 3,80+0,20 0.025
(1) FSS Grubu 3,33+0,21 ‘
(V) Kontrol Grubu 2.83+£0.16
Graniilasyon Dokusu Kalinlig1
(1) Siilik Grubu 3,33+0,21
(1) SSE Grubu 3,60 £ 0,24 0.035
(111) FSS Grubu 3,16 £0,16 ’
(1V) Kontrol Grubu 2,66+0.21
Fibroblast Proliferasyonu
(D) Siiliik Grubu 3,16+0,16
(1) SSE Grubu 3,40 £ 0,24 0.016
(111) FSS Grubu 3,00 £ 0,01 ’
(V) Kontrol Grubu 2,50£0,22
Neovaskiilarizasyon
(1) Siiliik Grubu 3,50+ 0,22
(11) SSE Grubu 3,60+ 0,24 0.032
(111) FSS Grubu 3,33+0,21 ’
(V) Kontrol Grubu 2,66 £ 0,21
Inflamatuvar Hiicre Varlig
(1) Siiliik Grubu 1,66 £ 0,21
(1) SSE Grubu 1,40 +£ 0,24 0.015
(11) FSS Grubu 2,00+ 0,01 ’
(1V) Kontrol Grubu 2,33+0,21
Vegf (+) Hiicre (%)
(D) Siiliik Grubu 67,00 = 1,15
(1) SSE Grubu 75,60 £ 0,67
(111) FSS Grubu 60,33 £ 0,88 0,000
(1V) Kontrol Grubu 46,16 £ 1,01

4.2.1. Epitel rejenerasyon

Insizyonel yara dokusunda, deney gruplar1 arasinda epitel rejenerasyon agisindan
istatistiksel olarak anlamli farkin oldugu goriildd, (p = 0,025 ). Anlamli farkin kaynagim
bulmak amaciyla gruplar kendi aralarinda tek tek karsilastirildi. SSE (I) grubundaki epitel
rejenerasyon skorunun ( 3,80 £ 0,20 ), kontrol (IV) grubundan (2.83 = 0.16 ) anlamh
derecede yiiksek oldugu bulundu, (*p = 0,018). Diger gruplar arasinda epitel rejenerasyon

skoru agisindan istatistiksel olarak anlamli farkin olmadig goriildi, (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Insizyonel yara dokusunda epitel rejenerasyon skorunun gruplar arasinda
karsilastirilmasi

4.2.2. Graniilasyon doku kalinhg:

Insizyonel yara dokusunda, deney gruplari arasinda graniilasyon dokusu kalinlig1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farkin oldugu goriildi, (p = 0,035). Anlamli farkin kaynagini
bulmak amaciyla gruplar kendi aralarinda tek tek karsilastirildi. SSE (II) grubundaki
graniilasyon dokusu kalinlig1 skorunun (3,60 + 0,24), kontrol (IV) grubundan (2,66 + 0,21)
anlaml derecede yliksek oldugu bulundu, (*p = 0,028) Diger gruplar arasinda graniilasyon
dokusu kalinlig1 skoru agisindan istatistiksel olarak anlamli farkin olmadig1 goriildii, (Sekil
4.8).
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Sekil 4.8. Insizyonel yara dokusunda graniilasyon doku kalinligi skorunun gruplar
arasinda karsilagtirilmasi

4.2.3. Fibroblast proliferasyonu

Insizyonel yara dokusunda, deney gruplari arasinda fibroblast proliferasyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamli farkin oldugu goriildd, (p = 0,016 ). Anlamli farkin kaynagini
bulmak amaciyla gruplar kendi aralarinda tek tek karsilastirildi. SSE (II) grubundaki
fibroblast proliferasyonu skorunun (3,40 + 0,24), kontrol (IV) grubundan (2,50 + 0,22)
anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu, (*p = 0,013). Diger gruplar arasinda fibroblast
proliferasyonu skoru agisindan istatistiksel olarak anlamli farkin olmadig: goriildi (Sekil

4.9).
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Sekil 4.9. Insizyonel yara dokusunda fibroblast proliferasyonu skorunun gruplar arasinda
karsilastirilmasi

4.2.4. Neovaskiilarizasyon

Insizyonel yara dokusunda, deney gruplari arasinda neovaskiilarizasyon agisindan
istatistiksel olarak anlaml farkin oldugu goriildd, (p = 0,032 ). Anlamli farkin kaynagim
bulmak amaciyla gruplar kendi aralarinda tek tek karsilastirildi. SSE (II) grubundaki
neovaskiilarizasyon skorunun (3,60 + 0,24), kontrol (IV) grubundan (2,66 + 0,21) anlaml1
derecede yiiksek oldugu bulundu, (*p = 0,042). Diger gruplar arasinda neovaskiilarizasyon

skoru agisindan istatistiksel olarak anlamli farkin olmadig goriildi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. insizyonel yara dokusunda neovaskiilarizasyon skorunun gruplar arasinda
karsilagtirilmasi

4.2.5. inflamatuvar hiicre varhg
Insizyonel yara dokusunda, deney gruplari arasinda inflamatuvar hiicre varlig1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli farkin oldugu goriildi, (p = 0,015 ). Anlamh farkin kaynagini

bulmak amaciyla gruplar kendi aralarinda tek tek karsilastirildi.

SSE (Il) grubundaki inflamatuvar hiicre varligi skorunun (1,40 + 0,24), kontrol (IV)
grubundan (2,33 = 0,21) anlaml1 derecede diisiik oldugu bulundu, (*p = 0,014).

Diger gruplar arasinda inflamatuvar hiicre varlig1 skoru agisindan istatistiksel olarak

anlamli1 farkin olmadig: goriildii (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Insizyonel yara dokusunda inflamatuvar hiicre varligi skorunun gruplar

arasinda karsilastirilmasi

4.3. Immiinohistokimyasal Bulgular

4.3.1. VEGF (+) hiicre yiizdesi (%)

deney gruplar1 arasinda VEGF (+) hiicre yiizdesi (%) agisindan

Insizyonel yara dokusunda,

0,0001). Anlamli farkin

, (p =

kaynagini bulmak amaciyla gruplar kendi aralarinda tek tek karsilagtirildi. Siiliik (I)

+ 1,15), SSE (II)

gu gorildi

farkin oldu

1r

ksel olarak anlamli b

1statisti

(67,00

33 + 0,88) grubundaki VEGF (+) hiicre

3

b

(60

ylizdesi (%) skorlarmin kontrol (IV) grubundan (46

(75,60 + 0,67) ve FSS (III);

3

,16 £ 1,01) anlamhi derecede yiiksek

0,001 ) (Sekil 4.12.).

*p:

oldugu bulundu (

VEGF (+) hiicre (%) bulgular1 SSE (II) grubunda en iist seviyede izlendi, bu grubu

sirastyla siiliik (I) ve FSS (I1I) gruplar izledi.
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Sekil 4.12. insizyonel yara dokusunda VEGF (+) hiicre yiizdesi (%) skorunun gruplar
arasinda karsilastirilmasi

4.4. insizyonel Yara Iyilesmesinin Makroskopik Degerlendirilmesi

Postoperatif 7. giin deney gruplarinin insizyonel yara bdlgesinde makroskopik
degerlendirme yapilmistir (Resim 4.4.). Ozellikle SSE (II) grubunda diger gruplara gére
makroskopik yara iyilesmesinin hizli oldugu ve siiliik salgi ekstraktinin yara iyilesme
stirecini daha olumlu etkiledigi gozlemlendi. Kontrol (V) grubundaki insizyonel yara

bolgesi belirgindi ve yara iyilesmesinde gecikme oldugu gozlemlendi.
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Resim 4.4. Postoperatif 71 giin, insizyonel yara iyilesmesi. (A) Siilik grubu, (B) SSE
grubu, (C) FSS grubu, (D) Kontrol grubu






59

5. TARTISMA

Tibbi siiliikklerin  tiikiirik bezlerinde 100'den fazla biyoaktif madde bulundugu
bilinmektedir. Tibbi siiliikk tedavisi, Tiirkiye ve diinya genelinde geleneksel ve tamamlayici
bir tedavi yontemi olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Gliniimiizde, tibbi siiliikklerin
icerdikleri biyoaktif maddeler halen merak konusu olup ve bu maddelerin yara iyilesme

iizerindeki etkileri hakkinda bir¢ok arastirma devam etmektedir.

Bu ¢aligmada, tibbi siiliikklerin ve tibbi siiliik salgi ekstraktinin; insizyonel yara iyilesmesi
iizerindeki etkilerinin biyokimyasal ve histolojik yoOntemlerle incelenmesi amaclandi.
Calismamizda H. verbana tiirii steril tibbi siiliikler kullanildi. Siiliiklerin fagostimiilator
soliisyon ile beslendikten sonra siiliik sagim yontemi ile salgi toplandi. Elde edilen

salgidaki total protein konsantrasyonu, Bradford yontemi ile 50 pg/ mL seklinde belirlendi.

Calismamizda tiim deney gruplarindaki tiim hayvanlarin dorsal bdlgelerine insizyonel yara
olusturarak; I grubundaki hayvanlara tibbi siilik uygulamasi, II grubundaki hayvanlara
SSE enjeksiyonu ve III grubundaki hayvanlara FSS enjeksiyonu yapildi. IV grubu ise

kontrol grubu olup, bu gruptaki hayvanlara bagka bir miidahelede bulunulmadi.

Calismamizin ilk asamasinda tiim gruplardaki hayvanlardan serum 6rnekleri alindi. Ayrica
insizyonel yara bolgelerinin doku ornekleri alinarak doku homojenatlar1 elde edildi. Tiim
bu orneklerden ELISA testi ile HIF-1-o, TGF-a ve IGF-1 parametrelerini agisindan
degerlendirildi. Serum ve insizyonel doku homojenat drneklerinde, deney gruplari arasinda
HIF-1-a, TGF-a ve IGF-1 konsantrasyonlar1 agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
tespit edilmedi. HIF-1-0, TGF-a ve IGF-1, ozellikle proliferasyon ve anjiyogenez gibi
belirli yara iyilesmesi asamalarinda rol oynayan ve mitojenik etkiler gosteren
molekiillerdir. HIF-1-a hipoksik kosullarda, hiicrenin hayatta kalmasinda kritik roller
oynar ve yara iyilesmesinin tiim asamalarinda, hiicre boliinmesinden, biiyiime faktori
salinimina ve matris sentezine kadar oksijen homeostazinin kilit diizenleyicisi olarak gorev
yapar [73]. TGF-a, normal iyilesme siirecine dogal olarak dahil olan 6nemli bir biiylime
faktoridiir ve TGF-a ve reseptorlerinin yiiksek ekspresyonunun bulundugu dokular
arasinda basta deri dokusu olmak iizere gesitli dokular mevcuttur [74]. IGF-1, endotel
hiicreleri i¢in bir kemotaktik ajan olarak hareket ederek fibroblast ve keratinositlerin

proliferasyonunu ve gogiinii tesvik eder, bu da yara iyilesmesinde 6nemli bir rol oynar
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[75]. Calismamizda, diseksiyon gilinii disinda deneysel siiregte yara iyilesmesini
degerlendirmek amaciyla herhangi bir 6rnek almadik. Bu bilgiler 1s1ginda biiyiime
faktorleri agisindan deney gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilememesini; Ornek toplama sikligi, zamani ve biiyiime faktorlerinin ekspre edilme

stireclerindeki farkliliklar seklinde degerlendirdik.

Calismamizin ikinci asamasinda, deney gruplarinin insizyonel yara bolgelerinden elde
edilen doku orneklerini rutin histopatolojik prosediirlere tabi tuttuk. Ardindan ornekler,
H&E ve Masson’s Trichrome yontemleri ile boyanmalarinin ardindan 11k mikroskopu ile
incelendiler. Bunun yani1 sira doku 6rnekleri, immiinohistokimyasal yontem ile ¢aligilarak
yara iyilesmesi agisindan oldukc¢a 6nemli olan VEGF pozitif hiicre yiizdesi agisindan da

degerlendirildiler.

Epitel rejenerasyonu, graniilasyon dokusu kalinligi, fibroblast proliferasyonu
neovaskiilarizasyon ve VEGF pozitif hiicre yiizdesi bulgular1 SSE (II) grubunda en iist
seviyede izlendi. Bu grubu sirasi ile Siiliik (I), FSS (II) ve kontrol (IIT) gruplar1 izledi.

Deney gruplar1 arasinda SSE (II) grubunun en yiiksek epitel rejenerasyon skorunu
gostererek kontrol grubunu (IV) anlamlhi bir sekilde astigin1 gordiik. Bu, II. gruptaki SSE
tedavisinin ~ Ozellikle epitel rejenerasyonunu tesvik etmede etkili oldugunu
diistindiirmektedir. Bu da SSE'nin yara iyilesmesinin bu yonii {izerinde énemli bir etkisi
oldugunu gostermektedir. Epitel rejenerasyonuna benzer sekilde, graniilasyon dokusu
kalinlik skorlar1 SSE (II) grubunda anlamli sekilde yiiksek bulundu. Bulgularimiz ayrica
fibroblast proliferasyonu ve neovaskiilarizasyon skorlarinda da énemli bir farklilik ortaya
koydu ve SSE’ nin (II) bir kez daha diger gruplar1 geride biraktig1 tespit edildi. Bu, SSE
tedavisinin fibroblast proliferasyonu [76] ve neovaskiilarizasyon [77] gibi yara iyilesmesi
stirecinde oldukca dnemli olan unsurlar tizerindeki olumlu etkilerini vurgulamaktadir. SSE
(I) grubunda kontrola kiyasla anlamli derece de diisiik tespit edilen inflamatuvar hiicre
varligi ise SSE uygulamasinin anti-inflamatuar bir etkiye sahip olabilecegini
gostermektedir, dolayisiyla bu da yara iyilesme siirecini destekleyici bir etki

gosterebilmektedir.

VEGF, 6zellikle anjiyogenezin - yeni kan damarlarinin olusturulmasinin- diizenlenmesinde

ve yara iyilesmesinde 6nemli bir rol oynar [23]. Sonug¢larimiz, Siiliik (I) ve SSE (II)
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gruplarindaki VEGF pozitif hiicre yiizdelerinin kontrol grubuyla karsilastirildiginda énemli
bir artig gosterdi. Bu, hem siiliik tedavisinin hem de SSE'nin anjiyogenezi uyarma

potansiyelini vurgulamaktadir.

Tibbi siiliikk salgisinin saglikli veya sagliksiz hiicreler iizerindeki cesitli etkilerine dair
(hiicre gogii, hiicre 6liimii) ¢esitli in vitro ¢alismalar yiiritilmistir [70, 78]. Mahmoudi ve
digerleri, tibbi siilikk (Hirudo medicinalis) salgisinin pankreas adacik hiicreleri tizerindeki
etkinligine dair ylriittiikleri caligmada, yiiksek dozda SSE’ ye maruz birakilan pankreatik
adacik hiicrelerinde hem diisiik doz uygulamasina hem de kontrol grubuna kiyasla hiicre
cogalmasinda 9%20'lik bir artis gozlemlemislerdir. Ayrida c¢aligmada, siiliik salgisi

uygulamasinin hiicreler tizerinde toksik etkiye neden olmadigi 6ne siiriilmiistiir [79].

Xu ve digerleri, Whitmania pigra 'dan elde edilen SSE’nin etkilerini insan endotel hiicre
hattina (EA. Hy926) uygulayarak degerlendirdikleri calismalarinda siiliik salgisinin insan
endotel hiicre hattinda 48 saat sonra proliferasyona neden oldugunu MTT testi ile

gostermiglerdir [80].

Tirik ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada ise SSE' nin saglikli bir hiicre hatt1 olan
Insan Umbilikal Ven Endotelyal Hiicreler (HUVEC) iizerindeki etkileri arastirilmustir.
Calismanin sonuglari, SSE'nin hiicre proliferasyonu ve gocii ile birlikte VEGF gen

ekspresyonunu arttirarak yara iyilesmesini tesvik ettigini gostermistir [61].

Literatiir incelendiginde deney hayvanlar1 iizerinde flep, insizyonel ve benzeri yara
modellerinde tibbi siiliik tedavisinin etkinliginin arastirildigi cesitli ¢alismalar1 gdrmek
miimkiindiir [61, 62, 81].Bu ¢alismalar incelendiginde kendi arastirmamizda, H. verbana
tirii stiliiklerin insizyonel yara modeline sahip siganlara uygulamis olmamiz ve
gruplarimizdan birine fagostimiilator c¢ozelti araciligiyla elde ettigimiz siiliik salgisini

enjekte etmis olmamiz nedeniyle bir yenilik ortaya ¢ikmaktadir.

Darestani ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada, siiliikk tedavisi ve topikal fenitoin
(PHT) uygulamasimin yara iyilesme iizerindeki etkileri insizyonel yara modeli olusturulan
Wistar albino ratlar kullanilarak incelenmistir [81]. Bulgular, tibbi siiliiklerle tedavi edilen
sicanlarda yara iyilesme siirecinde dikkate deger bir hizlanma ortaya koymustur.

Calismalarindaki histolopatolojik analiz, tibbi siiliiklerle tedavi edilen grupta, kontrol
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grubunda sik¢a goriilen inflamasyon gdézlemlenmeden yara iyilesme siirecinin saglikli bir
sekilde tamamlandigini gostermistir. Bu c¢alismada bizim ¢alismamizda oldugu gibi yara
iyilesmesi insizyonel cilt yarasi {izerinde fakat farkli bir siiliik tiirii olan H. orientalis ile

gergeklestirilmistir.

Zakian ve digerleri, tibbi siilik tedavisi ve %1 sodyum fenitoin tedavisinin etkinligini
herhangi bir tedavi almayan negatif kontrol grubu ile karsilastirarak kapsamli bir ¢calisma
yapmislardir [82]. Deney i¢in sirt bolgelerinde yaralar olusturulan bir fare modeli
kullanmiglardir. Operasyondan sonraki 6. ve 16. giinlerde yara bolgesinden alinan doku
ornekleri incelenmistir. Sonuglar, tibbi siilik terapisinin yara iyilesme siirecini 6nemli
Olciide hizlandirdigini ve kollajen olgunlasmasini tesvik ettigini gostermistir. Bizim
calisgmamizdan farkli olarak eksizyonel yara modeli olusturulan farkli bir siiliik tiirii olan
H. Medicinalis kullanilan bu c¢alismada da tibbi siilik uygulamasmin epitel
rejenerasyonunu artirdigini ve es zamanli olarak inflamasyon hiicrelerinin varligini
azalttigin1 gostermistir. Bu bulgular, tibbi siiliikk terapisinin yara iyilesmesini artirmada

dikkate deger bir basari1 oranina isaret etmektedir.

Mousavi ve digerleri, insizyonel yara modeli olusturulan farelerde siiliikk tedavisi ve
heparin uygulamasiin etkinligini degerlendirmek i¢in yaptiklari ¢calismada, tibbi siiliikler
ve heparin ile tedavi edilen grup ile kontrol grubu arasinda 6dem miktarinin belirgin
sekilde azaldigimi gozlemlediler [83]. H. verbana tiirii tibbi siiliikkler kullandigimiz
calismamizin aksine, Mousavi ve ekibi, H. medicinalis kullanarak deneysel olarak
indiiklenen vendz konjesyonu tedavi etmeyi amaglamislardir. Calismamiza benzer sekilde
elde ettikleri sonuglar; inflamatuvar hiicre varliginda, nekrozda ve doku hasarinda énemli
Olciide azalma oldugunu gostermistir. Bu etki, tibbi siiliik salgisinda bulunan ve anti-

inflamatuar 6zellik gosteren ¢esitli maddelerden kaynaklanabilir [3].

Cottler ve digerleri, flep modeli kullanarak si¢anlarda iki seanslik tibbi siiliik tedavisinin
flep sag kalimi tlizerindeki etkilerini incelemislerdir [83]. Bu ¢aligsmada, insizyonel yaralara
odaklanan calismamizin aksine, bir flep modeli tercih edilmis ve flep karin bdlgesine
uygulanmigtir. Ayrica, flep bolgesi iki seans boyunca iskemiye maruz birakilmis ve 48 saat
arayla iki kez siiliik tedavisi uygulanmistir. Bulgular, tibbi siiliiklerle tedavi edilen grupta

kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek bir flep sag kalim oranini gostermistir.
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Amani ve digerleri, krem formuna getirilmis siiliik salgis1 ekstraktinin (H. orientalis) yara
iyilesmesi iizerindeki etkisini degerlendirmislerdir. 1 x 1 cm boyutlarinda antral yara
olusturulan bu galisma, 14 giin boyunca stirmiistiir [84]. Calismada, siiliik i¢ceren kremin
epitelizasyonu ve anjiyogenezi arttirdigr gozlenmistir. Bu ¢alismada bizim ¢alismamizdan
farkli olarak SSE, krem sekline getirilerek yara bolgesine direkt sekilde uygulanmistir. Bu
sonug siiliik salgist iceren kremlerin yara iyilesmesinde yaygin olarak kullanilan farmasotik

iirlinlere alternatif olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Yingxin ve digerleri tarafindan yiiriitillen ¢alismada, flep modeli olusturulan siganlarda
dogal ve rekombinant hirudin enjeksiyonlarinin, VEGF gen ekspresyonu iizerindeki etkisi
arastirllmistir. VEGF mRNA gen ekspresyonlart PCR kullanilarak analiz edildi. Sonugclar,
dogal hirudin uygulamasinin rekombinant hirudin uygulamasina kiyasla flep modelinde
VEGF gen ekspresyonunu 6nemli Olclide artirdigini gostermistir. Sonug olarak, dogal

hirudin uygulamasinin flep sag kaliminda daha etkili oldugunu 6ne siiriilmistiir [85].

Tibbi siiliik tedavisi, 6zellikle basta flep cerrahi olmak {izere travma kaynakli yaralarin
tedavisinde ve kronik-iyilesmeyen yaralarin tedavisinde, geleneksel ve tamamlayici bir tip
pratigi olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir. Durrant ve digerleri tarafindan bildirilen bir
vaka sunumunda, H. medicinalis tibbi siilik uygulamanin pediatrik bir hastada yara
iyilesmesi iizerindeki olumlu etkisi gosterilmistir. Yanlis turnike uygulamasi nedeniyle
vendz iskemi yasayan hastanin parmagina siilik tedavisi uygulanmis ve duyusal-

fonksiyonel parametrelerde 7. giiniinde iyilesme gozlemlenmistir [86].

Nair ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada, H. manillensis tibbi siiliik tedavisinin
agr1 ve yara iyilesmesi lizerindeki etkinligi gosterilmistir. Bu calisma, diyabetle iligkili
yaralara ve lilserlere sahip hastalarda gerceklestirilmistir. Hastalarin yara bdlgelerine
dogrudan siiliik uygulamasi, siiliiklerin agriy1r azaltmada ve perfiizyonu artirmada etkili

oldugunu gostermistir [87].

Mortenson ve digerleri, H. medicinalis tibbi siiliikk uygulamasinin flep uygulamalarindaki
etkisini inceledikleri ¢alismada, bisiklet kazasi ardindan flep cerrahisi yapilan hastaya
stilik tedavisi uygulamislardir. Siiliikk tedavisi, operasyondan sonraki 4 giin boyunca

uygulanmis ve komplikasyon olmaksizin tatmin edici bir iyilesme gézlemlenmistir [88].



64

Calismamizin 3. asamasinda ise post-operatif yedinci giinde c¢ekilen yara bolgeleri
fotograflari, yiizeysel yara goriiniimiindeki degisiklikler acisindan inceledi. Sonuglar,
kontrol grubuna kiyasla Siiliik (I) ve SSE (II) gruplarinda yara bélgesinde kil biiyiimesi ve
yara kapanmasinin daha fazla oldugunu gdosterdi. Ancak, bu oran SSE grubunda daha da
yiiksekti. Bu bulgular hem siilik tedavisinin hem de SSE' nin insizyonel yaralarin
iyilesmesi lizerinde olumlu bir etkisi oldugunu gostermektedir, hatta SSE’nin siiliik
tedavisine kiyasla yara iyilesmesi lizerinde daha belirgin bir etkisi olabilir. Gézlemlenen bu
etkiler, tibbi siiliik salgisinda bulunan ve vazodilator etki gostererek kan akisini arttirma
kapasitesi gosteren ¢esitli biyoaktif maddelerin varliklarina baglanabilir [89]. Sonug
olarak, bu maddeler tarafindan indiiklenen artmis kan akisinin, tedavi edilen bolgelerde
genel durumun dengelenerek, giiclendirilmis bir yara iyilesme siirecine neden olmasi

makul bir hipotez olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda dorsal bolgeye vertikal tam kat insizyonel yara modeli olusturulmus ratlarda
tibbi siiliik ve tibbi siiliik salg1 ekstrakti uygulamasinin yara iyilesmesi tizerindeki etkileri
arastirilldi. Calisma kapsaminda deney gruplarinda yara iyilesmesine dair parametrelere

biyokimyasal ve histolojik yontemlerle bakildi.

Literatiirde tibbi siiliiklerin yara iyilesmesi tizerindeki etkilerini inceleyen gesitli in vivo ve
in vitro calismalar mevcuttur. Ozellikle plastik-rekonstriiktif cerrahide siiliiklerin yara
iyilesmesindeki etkinligine yonelik calismalar mevcut olsa da bizim ¢alismamizda
insizyonel yara bolgesine tibbi uygulamasmin yani sira direkt siiliik salgi enjeksiyonu
uygulanmasi literatiirde bir ilk teskil etmektedir. Calisma sonucunda tibbi siiliikk salgi
ekstraktt uygulamasinin yara iyilesmesi agisindan etkili bir ajan olabilecegine dair dnemli
veriler elde ettik. Tibbi siiliik salgi ekstraktinin yara modeli tizerinde denenmesi ve deney
stirecinde bakilan hem biyokimyasal hem de histolojik parametrelerin ¢esitliligi agisindan
calisgmamiz mevcut literatiir bilgisine dnemli katkilar saglamaktadir. Bahsedilen sonuglar
sonraki ¢aligmalara kap1 aralamakla birlikte yara iyilesmesinde tibbi siiliik salgisinin etki

mekanizmalari daha detayli incelenmelidir.
6.1. Sonuclar

1. Deney gruplar1 arasinda epitel rejenerasyon agisindan istatistiksel olarak anlamli farkin
oldugu goriildii. SSE (I) grubundaki epitel rejenerasyon skorunun kontrol (IV)
grubundan anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu, (p < 0,05).

2. Deney gruplart arasinda graniilasyon dokusu kalinligi agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir farkin oldugu goriildii. SSE (II) grubundaki graniilasyon dokusu kalinligi
skorunun, kontrol (IV) grubundan anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu, (p < 0,05).

3. Deney gruplari arasinda fibroblast proliferasyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli
farkin oldugu goriildii. SSE (II) grubundaki fibroblast proliferasyonu skorunun, kontrol
(IV) grubundan anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu, (p < 0,05).

4. Deney gruplar1 arasinda neovaskiilarizasyon acisindan istatistiksel olarak anlamli
farkin oldugu goriildii. SSE (II) grubundaki neovaskiilarizasyon skorunun kontrol (1V)

grubundan anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu, (p < 0,05).
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Deney gruplari arasinda inflamatuvar hiicre varligi agisindan istatistiksel olarak anlaml
farkin oldugu gorildi. SSE (II) grubundaki inflamatuvar hiicre varligi skorunun,
kontrol (1V) grubundan anlamli derecede diisiik oldugu bulundu, (p < 0,05).

Deney gruplar1 arasinda VEGF (+) Hiicre Yiizdesi (%) acisindan istatistiksel olarak
anlaml1 bir farkin oldugu goriildii. Silik (I), SSE (II) ve FSS (III) grubundaki VEGF
(+) Hiicre Yiizdesi (%) skorlarinin kontrol (IV) grubundan anlamli derecede yiiksek
oldugu bulundu, (p < 0,05). VEGF (+) Hiicre (%) bulgular1 SSE (II) grubunda en iist
seviyede izlendi, bu grubu sirasiyla siiliik (I) ve FSS (III) gruplar izledi.

SSE (IT) grubunda diger gruplara goére makroskopik yara iylesmesinin hizli oldugu ve
silik salgi ekstaktinin yara iyilesme siirecini daha olumlu etkiledigi gozlemlendi.
Kontrol (IV) grubundaki insizyonel yara bolgesi belirgindi ve yara iyilesmesinde
gecikme oldugu gbzlemlendi.

Serum Orneklerinde, deney gruplar arasinda HIF-1-a (ng/mL), TGF-a (pg/ mL) ve
IGF-1(ng/ mL) konsantrasyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmedi, (p > 0,05).

Insizyonel yara dokusundan elde edilen homojenatlarda, deney gruplar1 arasinda HIF-
1-a (ng/mL), TGF-a (pg/ mL) ve IGF-1(ng/ mL) konsantrasyonu agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir fark goriilmedi, (p > 0,05).
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