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OZET

RATLARDAKI ENFEKTE YARA iYILESMESINE TOPIKAL
SEVOFLURANIN ETKIiSi

Amag: Ratlarda olusturulan enfekte yara modelinde, topikal sevofluran
uygulamasinin yara iyilesmesi iizerindeki antibakteriyel ve anitiinflamatuar etkilerini

arastirmaktir.

Gerec¢ ve Yontem: Calismada, hayvan etik kurulu alindiktan sonra, 250-300
gram agirliginda, 10-12 haftalik, erkek, Vistar Albino cinsi 18 rat kullanildi. Ratlar
Deney (Grup D), Kontrol (Grup K) ve Sham grubu (Grup S) olarak 3 gruba randomize
edildi. Deneklerin sirt bolgesinde 3 cm uzunlugunda cilt insizyonu yapildi ve
hazirlanan Staphylococcus aureus bakteri kolonileri yara yerine inokiile edilerek
enfeksiyon olusumu beklendi. Grup D’de yara alanina 3 ml (1ml/cm) sevofluran, Grup
K’ye 3 ml izotonik uygulandi, Grup S’ye ise herhangi bir islem uygulanmadi.
Enfeksiyonun 0. giini, 5. giinii ve 10. gilinlinde yara yerinden doku 6rnekleri alindi ve
bu orneklerden interlokin [IL]-1beta [B], IL-10 ve tiimor nekroz faktor-alfa [TNF-a]
konsantrasyonlart Enzim-linked Immunsorbent Assay (ELISA) yontemi ile analiz
edildi. Caligmanin 15. giiniinde tiim deneklerden histopatolojik degerlendirme igin
yara dokusu ve etrafindaki saglam dokuyu iceren ornekler alindi. Aktif inflamasyon,

kronik inflamasyon, graniilasyon olusumu ve fibrozis a¢isindan degerlendirildi.

Bulgular: Histopatolojik degerlendirmede; sevofluran grubunun aktif
inflamasyon skoru diger gruplara kiyasla anlamli olarak diistiktii (p=0,025). Kronik
inflamasyon ve graniilasyon siddetinin anlamli olmamakla beraber diger iki gruba gore

diisiik, fibrozis siddetinin ise diger gruplara gore yiiksek skorlarda seyrettigi goriildii.

Immiinokimyasal testlerde doku IL-10 diizeyi sevofluran grunda diger iki
gruba gore anlamli derecede yiiksekti (p=0,009). IL-1B ve TNF-a doku diizeyleri

gruplar arasinda benzerdi.

Sonug: Bulgularimiz topikal sevofluranin histopatolojik ve immiinokimyasal
incelemelerde antiinflamatuar ve antimikrobiyal etkiler gosterdigini ve yara

tyilesmesinde olumlu etkilerinin oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Sevofluran; antibakteriyel, topikal, yara iyilesmesi, sitokin;

proinflamatuar, antiinflamatuar.
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ABSTRACT

THE EFFECT OF TOPICAL SEVOFLURAN ON INFECTED WOUND
HEALING IN RATS

Objective: The aim of this study was to investigate the antibacterial and anit-
inflammatory effects of topical sevofluran application on infected wound healing in
rats.

Material and Method: After ethics committee approval, 18 Wistar-Albino rats
weighing 250-300 grams, aged 10-12 weeks, were used. Rats were randomized into 3
groups: Experiment (Group D), Control (Group K) and Sham group (Group S). A 3
cm long skin incision was made at the back of the rats and pre-prepared
Staphylococcus aureus colonies were inoculated onto the wound. In group D, 3 ml
(1ml/cm) sevoflurane, in Group K 3 ml isotonic saline was applied topically. Group S
received no treatments. Tissue samples were taken from the wound site on the 0™, 5%
day and 10" day of infection and interleukin [IL]-1pB, IL-10 and tumour necrosis factor
alpha (TNF-a) concentrations were analyzed by Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA) method. For histopathological evaluation, samples from the scar and
surrounding intact tissues were taken from all subjects on the 15" day of the study.
Tissue samples were evaluated for active inflammation, chronic inflammation,
granulation formation and fibrosis.

Results: In histopathological evaluation, active inflammation severity of the
sevoflurane group were significantly lower than the other two groups (p=0,025).
Although statistically not significant chronic inflammation, and granulation scores
were lower and fibrosis scores were higher in the sevoflurane group comparing to the
other two groups (p=0,184, p=0,161, p=0,068 respectively). Also, tissue IL-10 levels
were significantly higher in the sevoflurane group comparing to the other two groups
(p=0,009). IL-1p and TNF-a tissue levels were similar between the groups.

Conclusion: Our findings demonstrate that topical sevoflurane shows anti-
inflammatory and antimicrobial effects in histopathological and immunochemical

evaluations and has positive effects on wound healing.

Keywords: Sevoflurane; antibacterial, topical, wound healing, cytokine; pro-

inflammatory, anti-inflammatory.
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1. GIRIS VE AMAC

Sevofluran, genel anestezinin indiiksiyonu ve idamesi i¢in kullanilan, yeterli
giivenlik profiline sahip, halojenli bir anestezik ajandir (1). Giiniimiizde Amerika
Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi [FDA] tarafindan yalnizca inhalasyon

anestezigi olarak kullanimina izin verilmektedir.

Son yillarda inhalasyon ajanlarinin alternatif kullanim yollarinin giindeme
gelmesi lizerine, sevofluran ve izofluranin antibakteriyel etkinligi arastirilmis ve
halojenli anesteziklerin, sivi halde kullanilmasinin gii¢lii bakterisidal etkilerinin
oldugu in-vitro olarak gosterilmistir (Batai ve ark. (2)). Yakinlarda da siv1 sevofluranin
topikal yolla kullanilmasinin yara iyilesmesine olumlu katkilar1 olduguna dair olgu

sunumlari bildirilmistir (1, 4).

Sivi  halde uygulanilan sevofluranin, etki mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle birlikte, antibakteriyel, antiinflamatuar ve analjezik etkinliginin oldugu
diistintilmektedir (1,2,3). Yine kronik vendz iilseri olan hastalardaki bir ¢aligmada,
topikal sevofluranin sistemik antibiyotik verilmeden kiiltlir negatifligi sagladig1 ve
yara iyilesmesinde olumlu etkisinin oldugu gosterilmistir (4). Yara iyilesmesindeki
olumlu etkisi, proinflamatuar belirtecleri azaltip, antiinflamatuar belirtecleri arttirarak

yaptig1 diisiiniilmektedir (5).

Normal deri florasinin ve deri biitiinliigliniin bozuldugu durumlarda patojen
bakterilerin kolonizasyonu sonucu deri ve yumusak doku enfeksiyonlar1 olusmaktadir.
Derin yerlesimli enfeksiyon, cerrahi miidahale gereksinimine ve/veya sistemik
enfeksiyon varligma yol agabilir (6). Bakteriyel kaynakli yumusak doku
enfeksiyonlarinin nedeni ¢ogunlukla gram pozitif mikroorganizmalardir. En sik
etkenler ise streptokoklar ve stafilokoklardir. Staphylococcus aureus, yumusak doku

enfeksiyonlarinin en sik etkenidir (6).

Yara iyilesmesinin karmasik yapisi, hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve
yeniden sekillenmeyi igeren siireci kapsamaktadir (7). Hiicre ve doku hasarina kars1
olusan inflamatuar yanit, makrofajlar, nétrofiller gibi aktif fagositler veya aktif epitel
hiicreleri tarafindan saliverilen bir dizi araciya baglanmaktadir (8). Bu aracilar

kemokinler ve sitokinlerdir. Hiicreler aras1 iletisimi saglayarak, spesifik reseptorleri ve



inhibitorleri ile uyum i¢inde hareket ederek immiin modiilasyona katki saglamaktadir.
Bir¢ok calismada inflamasyondaki fizyolojik ve patolojik rolleri giderek daha iyi
anlasilir hale gelmistir (9). IL-1B3, TNF-a, IL-18 proinflamatuar sitokinlerdir; matriks
protein sentezini, fibroblast kemotaksisini ve proliferasyonunu arttirdiklari
diistiniilmektedir. Antiinflamatuar sitokinler ise proinflamatuar sitokin yanitini kontrol
eden bir dizi immiin diizenleyici molekiildiir. Baslica antiinflamatuar sitokinler; I1L-4,
IL-6, IL-10, IL-11, ve IL-13"i igerir. Antiinflamatuar sitokinlerin inflamatuar yaniti
sinirlandirdigl, proinflamatuar sitokin saliverilmesini inhibe ettigi, notrofil ve
makrofajlarin yaralanma bolgesine infiltrasyonunu azalttigi ve skarsiz iyilesmeye

neden oldugu diigiiniilmektedir (10).

Celik ve ark. (11), topikal sevofluranin ratlardaki yanik yara modelinde yara
tyilesmesine olumlu katkilarinin oldugunu histopatolojik olarak gostermistir.
Bildigimiz kadariyla sivi sevofluranin enfekte yarada etkisini arastiran randomize
kontrollii bir ¢alisma yoktur. Calismamizin amaci; ratlarda Staphylococcus aureus ile
olusturulan yumusak doku enfeksiyonunda, topikal sevofluran uygulamasinin yara
tyilesmesi tizerindeki etkisini immiinokimyasal (doku IL-1B, IL-10 ve TNF-a

diizeyleri) ve histopatolojik olarak aragtirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. SEVOFLURAN

Genel anestezi, anestezik maddelerin neden oldugu koruyucu reflekslerin
eszamanli kaybiyla birlikte tibbi olarak indiiklenen bir bilingsizlik halidir. Biling
kaybi, amnezi, analjezi, iskelet kasi gevsemesi ve otonomik sistem reflekslerinin
kaybina neden olmaktadir. Bu durumda hasta sozel, dokunsal ve agrili uyaranlara karsi

duyarsizdir (12).

Genel anestezi saglamak i¢in kullanilan ajanlar, merkezi sinir sistemini cerrahi
veya potansiyel olarak agrili islemlerin yapilmasina izin verecek kadar baskilar. Genel
anestezikler, yapilarina ve etki mekanizmalarina gore inhalasyon gazlari1 ve parenteral

olarak uygulanan ajanlar olarak ikiye ayrilir (13).

Inhalasyon anesteziklerinin bir kismi1 sivi halinde (kloroform, eterler, trilen,
etilkloriir, fluroksen, halotan, metoksifluran, enfluran, isofluran, sevofluran ve
desfluran), bir kism1 gaz halinde bulunmaktadir (N20, siklopropan, etilen, ksenon).
Sevofluran, hizli etki baslangici ve hizli dagilma ile yaygin olarak kullanilan bir
inhalasyon ajanidir (13). Anesteziyi hem indiiklemek hem de siirdiirmek ig¢in

kullanilabilir.

Sevofluran, 1960’larin sonunda sentezlenmis, ancak 1995 yilinda kullanima
girmistir. Geg kullanima girmesinin sebebi olarak iki olumsuz 6zelligi gosterilmistir.
Bu o6zellikleri, metabolize oldugunda floriir aciga ¢ikmasi ve sodalime varliginda
olusan baz kararsizligidir. Sevofluran ile es zamanl olarak gelistirilen ve bu iki ideal
olmayan 6zelligi gdstermeyen, izofluran ve desfluran; sevofluran ile ilgili yeterli klinik
calismanin yapilmasinin oniine ge¢mistir (14). Fakat 1988’de Japon firmas1 Maruishi
Pharmaceuticals (Osaka), sevofluran ile ilgilendigini duyurmus ve ilk kez klinik
caligsmalar1 baglatmistir. Sonrasinda Amerika ve Avrupa’da da ¢aligmalar yapilmaya
baslanmistir. Bu klinik deneyler endiselerin asilsiz, ilacin gilivenli ve sorunsuz
oldugunu gostermistir. 1992 yilinda da Abbott Laboratories of Chicago, Maruishi’den

sevofluran ruhsatini almistir (15).



2.1.1. Fizyokimyasal Ozellikleri

Metil izopropil eterin yiiksek floriirlii bir tiirevi olan sevofluran (kimyasal
formiilli; Florometil-2-2-2-trifloro-1-etil eter), oda sicakliginda stabil, berrak, alev
almayan, renksiz, hos kokulu bir sividir (15). Sivi dansitesi 1.505 g/ml, molekiil

agirligl 200.053 gramdir (16).

Sevofluran, metallerle reaksiyona girmez. Lastik ve plastiklerde az ¢oziiniir.
Boylece anestezi devrelerinde az ekstraksiyona ugrar. Kimyasal olarak 36 aylik stabil
bir raf Oomriine sahiptir. 30°C altindaki oda sicakliginda agz1 kapali siselerde

saklanmalidir.

g 7 F3CYO\/F

CF;

Sekil 1. Sevofluranin kimyasal formiilii

Kaynama noktas1 (760 mmHg’da: 58.5 °C), izofluran, enfluran, halotan ile esit,
desflurandan yiiksektir (14,15). Sevofluran klinik olarak anlamli konsantrasyonlarda
patlayici degildir. Su buhar basinci (24/25 °C’de: 197 mmHg) desflurandan diisiik,

halotan, izofluran, enfluran ile denktir (15,16).

Diisiik kan/gaz partisyon katsayisi; alveolar anestezik konsantrasyonun hassas
kontroliine, indiiksiyonda alveolar anestezik konsantrasyonun hizli yiikselmesine ve

anesteziden hizli derlenmeye olanak saglamaktadir (15).

Sevofluran, 06zel olarak sevofluran i¢in kalibre edilmis, vaporizatorle
uygulanmaktadir. Anestezi sirasinda verilen sevofluran konsantrasyonlart1 da bu

sayede bilinmektedir.



Tablo 1. Volatil anesteziklerin 37 °C’deki doku partisyon katsayilari (15)

Ajan Kan/Gaz Beyin/Kan Kas/Kan Yag/Kan
Nitroz oksit 0,47 1,1 1,2 2,3
Halotan 2.4 2,9 3,5 60
Isofluran 1.4 2,6 4.0 45
Desfluran 0,42 1,3 2,0 27
Sevofluran 0,65 1,7 3,1 48

2.1.2. Farmakokinetik Ozellikleri ve Metabolizmasi

Inhalasyon anesteziklerin tam etki mekanizmasi bilinmemektedir. Temel
olarak gama aminobiitirik asit reseptorleri ve potasyum kanallarina giden sinyalleri
arttirarak, asetilkolin, glutamat veya N-metil-D-aspartik asit yollar1 iizerinden merkezi
sinir sistemi ve periferik sinir sistemi tizerinde etkisini gosterir (17,18). Anesteziden
derlenme, kullanilan anestezik ajanin beyin dokusundaki konsantrasyonun azalmasina
baghdir. Inhaler anestezikler biyotransformasyon, deri yoluyla kayip veya akcigerden

atilimla elimine edilebilirler (15).

Tiim inhalasyon anesteziklerinde oldugu gibi sevofluranda da eliminasyonda
en Onemli yol alveollerdir. Dehalojenizasyon ve oksidehalojenizasyon baslica
reaksiyonlardir. Indiiksiyonu hizlandiran faktérlerin ¢ogu derlenmeyide hizlandirir
(15). Yiiksek taze gaz akimi, diisiik anestezik devre hacmi, artmis ventilasyon, yiliksek

serebral kan akimui ile alveoller atilim artmaktadir (15).

Absorbe edilen sevofluranin %5’inden az1 biyotransformasyonla elimine olur.
Karaciger mikrozomal enzim P-450 (2E1 izoform) tarafindan gergeklestirilir (15,19).
Son {iriin olarak inorganik floriir, heksafloroizopropanol [HFIP] ve karbondioksit
(veya tek karbonlu bir fragman) olusur (19). HFIP karacigerde glukronik asit ile hizlica
konjuge edilir ve renal yolla atilir. Bu faz II reaksiyon volatil anestezikler iginde

sevoflurana 6zeldir (20-23).

Sevofluran, gii¢lii bazlar igeren (Sodyum Hidroksit, Potasyum Hidroksit gibi)
karbondioksit absorbanlari (sodalime, baralime) ile karistirildiginda veya 1sitildiginda,
egzotermik reaksiyon sonucu absorbanlarin igindeki bazlar indirgenmekte ve

Compound A [CpA] gibi toksik alkenler olugsmaktadir (15,24). Diisiik akish gaz akimu,



sicaklik artisi, absorbanlarin su iceriginin azalmasi, absorban olarak baralime
kullanilmast ve yliksek sevofluran dozlar1 CpA olusumunu arttirmaktadir (15).
CpA’nin sicanlarda doza bagli bobrek hasarina ve 6liime neden olabilecegi de

bulunmustur (24,25).

Inhalasyon anestezikleri uygulanirken karbondioksit absorbanlar1 kurumaya
birakilmamalidir. Kuru karbondioksit absorbani ile etkilesip 6nemli miktarlarda
metanol, formaldehit ve karbon monoksit solunum devresinde tespit edildigi

bildirilmistir (26).

2.1.3. Farmakodinamik Ozellikleri

Sevofluranin diger inhaler anestezik ajanlara gore diigiik kan/gaz partisyon
katsayisina sahip olmasi; indiiksiyon sirasinda alveoler anestezik konsantrasyonun
hizli ylikselmesini ve anesteziden hizli derlenmeyi saglar. Meteroja ve ark. (27), 3 ay-
15 yas arasinda 120 hasta ile yaptiklar1 ¢alismada, hastalarin sevofluran ile ¢abuk
uyandiklarini, derlenme {initesinden erken gonderildigini bildirmislerdir. Hizli

derlenme sayesinde ayaktan anestezi gerektiren islemlerde de yaygin kullanilmaktadir.

Sevofluranin hos kokusu sayesinde laringospazm, apne, nefes tutma, oksiiriik
gibi respiratuar komplikasyon riski diisiiktiir ve bu sayede ¢ocuklarda ve eriskinlerde

maske ile indiiksiyona izin vermektedir (13,15).

2.1.4. Sevofluranin Antiinflamatuar Etkileri

Son yillarda sevofluranin antiinflamatuar etkinligini arastiran caligmalar
giindemdedir. Tek akciger ventilasyonu ile agik akciger cerrahisi geciren hastalarda
propofol ile sevofluranin antiinflamatuar etkisinin karsilastirdigi bir calismada, her iki
grupta da inflamatuar mediatorlerin arttigi, propofol grubunda proinflamatuar (IL-6,
IL-8) mediatorlerin, sevofluran grubunda ise antiinflamatuar mediator olan IL-10’daki
artisgin daha fazla oldugu gosterilmistir (P tocnik ve ark. (5)). Arastirmacilar
sevofluranin antiinflamatuar 6zelliginin mekanizmasini tam ag¢iklayamamakla birlikte,
bu etkiyi antiinflamatuar sitokinleri arttirip, proinflamatuar sitokinleri azaltma yoluyla

yapmis olabilecegini savunmuslardir.

Ratlarda, yara yerinin inhaler sevoflurana maruz kalma siiresinin yara

tyilesmesi tlizerindeki etkisine bakilan deneyde, tam kat deri kesisi yapilan deneklerin



yara yerlerine 1, 4 ve 8 saat siire sevofluran uygulanmistir. Sevofluran, 8 saat maruz
kalan grup da diger gruplara gore tip 1 kollajen sentezini azaltarak, transforming
growth factor-beta ve fibroblastik biliylime faktorii saliverilmesini daha fazla arttirarak
yara iyilesmesinin inflamatuar fazim etkiledigi gosterilmistir (28). lyilestirici
etkilerinin, mikrodolagimi diizelten, oksijen ve besin alimini arttiran ve inflamatuar

mediatorleri azaltan vazodilator etkisi ile oldugu diistintilmektedir.

2.1.5. Sevofluranmin Antibakteriyel Etkileri

Volatil ajanlarin antibakteriyel etkinlikleriyle ilgili yapilan c¢aligmalar
mevcuttur. Martinez-Serrano ve ark. (29), Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa suslarinin bakteriyel siispansiyonlarini, sivi sevofluran ve
izoflurana maruz biraktig1 ¢alismada, her iki ajan i¢in de patojenlere karst in-vitro
antibakteriyel etki gostermistir. Yazarlar, sevofluranin geleneksel antibiyotiklerle
benzer yollar1 kullanmadigini ve bakterilerin direng mekanizmalarini ortadan

kaldirarak bakterisidal etkinlik gdsterdigini 6ne siirmektedir.

Rueda-Martinez ve ark. (30), karaciger nakli sonras1 ameliyat bolgesinde agrili,
coklu ilaca direncli Pseudomonas aeruginosa enfeksiyonuna ek olarak Staphylococcus
aureus siperenfeksiyonu gelisen bir hastada yara yerinin sivi sevofluran ile
irrigasyonu sonrasinda yara yerinin iyilestigini ve kapandigini bildirmistir. Yazarlar,
sevofluranin direkt antimikrobiyal ve lokal analjezik etkisinin bu iyilesmede etkili
oldugunu o6ne slirmektedir. Bununla birlikte bazi caligmalarda, gram pozitif
bakterilerdeki peptidoglikan tabakasinin anestezik maddenin difiizyonuna engel
olabilecegini ve gram negatif bakterilerin inhalasyon ajanlarinin antimikrobial etkisine

daha duyarli oldugu savunmaktadir (5,30).

Yine ratlarda E. Coli’nin makrofajlar tarafindan alinmasinda sevofluranin
etkisine bakilan bagka bir ¢alismada, sevofluranin makrofajlardaki nitrik oksit sentaz
aktivitesini ve bakteri fagositozunu arttirarak bakterisidal O6zellik gosterdigini

bulmuslardir (31).

2.2. DERi VE YUMUSAK DOKU ENFEKSiYONLARI

Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, epidermis, dermis ve deri alti dokularin

mikroorganizmalarla istilasidir. Enfeksiyona bagli inflamatuar yanitin klasik belirtileri



birinci yiizyillda Celsus tarafindan sicaklik artisi, kizariklik, sisme ve agri olarak
tanimlanmistir (32). Deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, impetigo gibi hafif
enfeksiyonlardan nekrotizan fasiit gibi ciddi, hayati tehdit eden enfeksiyonlara kadar

genis bir klinik spektrumla seyredebilir (33).

Deri viicudun en biiyiik organidir ve mikroorganizmalara kars1 yapisal bir engel
gorevi gormektedir (34). Saglikli deri, stafilokok, korinebakter, propiyonibakter ve
maya gibi bir¢ok tiirden olusan mikrobiyal flora ile kolonize olmustur. Normal flora,
patojen mikroorganizmalara kars1 koruyucudur, ancak yanik, iilser ve travma gibi

nedenlerle patojenlerin kolonizasyonuna karsi koyamayabilir.

Deri ve yumusak doku enfeksiyonu, dogrudan derinin hasar gormesiyle
olabilecegi gibi viicudun herhangi bir yerindeki enfeksiyondan kaynaklanan toksinlere

bagl veya sistemik hastaligin deri belirtisi seklinde de karsimiza ¢ikabilir (35).

2.2.1. Etiyoloji ve Epidemiyoloji

Deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinin diinya iizerinde en sik etkeni
Staphylococcus aureus [s.aureus] dur. Diger sik goriilen patojenler Escherihia coli,

Pseudomonas aeruginosa [P.aeruginosa] ve Enterococcus’dur (36,37).

2.2.1.1. Staphylococcus aureus

Stafilokoklar gram pozitif, kiire seklinde, sporsuz, genellikle kapsiilsiiz,

fakiiltatif anaerobik bakterilerdir. ideal iireme sicakliklar1 30-37 °C’dir.

Dogada yaygin olarak bulunan stafilokoklar, insan deri ve mukozasinda normal
florada bulunan firsat¢1 patojenlerdir. Diinya ¢apinda her yil ciddi, invaziv
enfeksiyonlara sebep olmaktadir (38). S.aureus enfeksiyonlari genellikle
asemptomatik kolonizasyondan veya daha nadir olarak hastane kaynakli transferden

olusmaktadir (39).

Enfeksiyon olusumu, epitel biitiinliigliniin  bozulmasiyla  konake1
savunmasindan etkili bir sekilde kagmasina baghdir. S.aureus bunu hiicresel ve
humoral bagisiklik sistemini yiiksek miktarda uyararak, kapsiilli apseler veya

biyofilm olusturarak saglar (39). Ayrica kan dolasimindan dokulara notrofil gecisini,



notrofil aktivasyon ve kemotaksisini inhibe ederek konak¢t savunmasindan

korunmaktadir.

S.aureus enfeksiyonlari, metisilin direnci ortaya ¢ikmaya basladigindan beri
artmis mortalite ve morbidite ile beraberdir (40). Tedavide antibiyotik direnci sorunu,

tiim diinyada etkili tedaviler i¢in alternatiflerin aranmasina neden olmaktadir (41).

2.3. YARA IYILESMESI

Cilt, deri alt1 yag ve dermal adiposit tabakasi dahil olmak {izere epidermis ve
dermisten olusan karmasik bir yapidir. Viicudu dis ortamdan koruyan birincil savunma
bariyeri gorevi gormektedir. Bu savunma konakg¢i-mikrobiyota seklinde kommensal
mikroorganizmalarla desteklenmektedir (42). Yara iyilesmesi, tiim yiiksek
organizmalarin hayatta kalmasi i¢in 6nemli bir siirectir. Derideki tam kat yaralar, kan
kaybini, alttaki dokularin yabanci partikiillere maruz kalmasini ve patojenlerle
kontaminasyonunu onlemek i¢in hizlica onarilmalidir. Yara iyilesmesinin altinda yatan
hiicresel ve molekiiler mekanizmalarin anlagilmasi, onarim ve rejenerasyon siirecine
etki edilmesine ve hizlandirilmasina izin verecektir. Yara onarimi klasik olarak 4

asama ile agiklanabilir; hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve matiirasyon (43).

Tablo 2. Yara iyilesmesinin agamalari (43)

Hemen Trombositler Pihtilasma
1-4 giin Notrofiller, Fagositoz
makrofajlar
4-21 giin Makrofaj, Defekti onarma, yeniden

keratinosit, fibroblast fonksiyon kazandirma

21 giin- 2 y1l Fibrosit Gerilim kuvvetini saglama

2.3.1. Hemostaz

Doku hasari sonrasi ortama hizlica sitokinler saliverilir. Bolgedeki hemostazi
ve iyilesme siirecindeki kompleks olaylar1 yonlendirirler. ilk olarak kan damarlar:

hizlica kasilir ve vaskiiler hasardan kaynaklanan kan kaybi onlenmeye c¢alisilir (44).



Yarayr asir1  kanamadan, dehidratasyondan ve enfeksiyondan korumak

amagclanmaktadir.

Hemostaza ve pihtilagmaya katki yapan esas eleman trombositlerdir. Vaskiiler
subendotelyal tabaka ile karsilastiklarinda aktive olmaktadirlar. Glikoprotein VI gibi
trombosit reseptorleri, hiicre dis1 matriks proteinleri (fibronektin, kollajen, von
Willebrand faktorii) ile etkileserek damar duvarina yapisirlar. Trombin, trombosit
aktivasyonunu tetikleyerek konformasyonel degisiklik sonucu, pihtilasmay1
gliclendiren graniillerin saliverilmesine neden olur. Fibrin, fibronektin, vitronektin ve
trombospondinden olusan ¢Oziinmeyen piht1 (eskar) olusur (45). Olusan eskarin
oncelikle amac1 agir1 kanamay1 6nlemektedir. Bunu saglarken dolasgimdaki immiin
hiicreleri de yakalayarak yaralanma bolgesine gegislerine yardimer olarak iyilesmenin

ilk basamagin1 olustururlar.

Erken onarim asamasinda en ¢ok bulunan hiicre tipi olan trombositler,
fagositoz yetenekleri ile bakteriyel enfeksiyonun erken inhibisyonunda da aktif rol
oynar (44). Yeterli ptht1 olustugunda, pihtilagsma siireci sona erer ve tromboz onlenir.
Pihtilagsmay1 durduran, trombosit agregasyonunu inhibe eden prostasiklin, trombin
inhibisyonu yapan antitrombin III ve pihtilasma faktorlerini parcalayan protein C’dir

(45).

2.3.2. Inflamasyon

[lk pihtilasma sonrast koagiilasyon faktdrleri  aktive olmaktadir.
Vazodilatasyonla birlikte vaskiiler permeabilite artar ve proinflamatuar sitokinlerin ve
kemokinlerin saliverilmesi ile nétrofil, monosit ve maktofajlar yaralanma bolgesine

gelirler (46).

Yaralanmadan sonra erken donemde IL-1, TNF-a ve bakterilerden salinan
lipopolisakkarit [LPS] endotoksinler gibi kemoatraktanlar, nétrofilleri hasarli bolgeye
cekerler (47). Notrofiller, fagositoz yetenekleri, reaktif oksijen radikallerini ortama
birakmalari, proteolitik enzimleri ve antimikrobiyal peptitleri ile nekrotik dokuyu ve
patojenleri uzaklastirirlar (48). Enfeksiyon yoklugunda ise birkag giin i¢cinde sayilar

yara yerinde azalmaktadir.
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Dolasimdaki monositler yara dokusuna gelince makrofajlara farklilasirlar ve
LPS, interferon-gama [IFN-y] gibi proinflamatuar mediatérler tarafindan uyarilirlar.
Serbest oksijen radikalleri, inflamatuar sitokinler ve biiyiime faktorlerini serbest
birakarak onarici siirecin  baslamasin1  saglamaktadirlar (49). Makrofajlar,
yaralanmadan 72 saat sonra hakim olan hiicrelerdir. Bakterilerin, 6lii doku ve
hiicrelerin ve proinflamatuar hiicrelerin temizlenmesini saglarlar. Calismalarda,
makrofajlarin kan damarlarinin stabilizasyonu ve yeniden sekillenmesinde de 6nemli
rolii oldugu goriilmistiir (50). Anjiyogenetik biliyiime faktorii saliverilmesiyle yeni
damar olusumunu baglatmaktadirlar. Graniilasyon dokusu gelisimi yeni damar
olusumuna baghdir ve yaklagik 5.glinde baslar. Bu asamanin baglamasi igin

oksijenizasyon ve beslenme sarttir.

Yara yerlerindeki makrofajlarin ve nétrofillerin baskin varligi, diger miyeloid
hiicrelerin yara onarimindaki Onemini azaltmaktadir. Son c¢alismalar, lokal T
hiicrelerinin erken yaralanma tepkisi i¢in kritik oldugunu, dolasimdaki T hiicrelerinin

ise inflamasyonu ¢6zmek i¢in toplandigini ortaya koymaktadir (51).

Inflamatuar yanit cok sayida i¢ ve dis faktérden etkilenir. Boniakowski ve ark.
(52), diyabetik farelerde yaptig1 ¢alismada, kontrolsiiz ve asir1 inflamasyonun, doku

zedelenmesini tegvik ettigi ve iyilesmeyi geciktirdigini gostermislerdir.

2.3.3. Proliferasyon (epitelizasyon ve kontraksiyon)

Iyilesmenin proliferatif fazi, makrofajlarin, fibroblastlarm, kerotinositlerin ve
endotel hiicrelerinin neden oldugu yara kapanmasi, matriks birikimi ve anjiyogenez ile

karakterizedir. 5-21. giinlerde kapsamli bir aktivasyonlar1 vardir.

Keratinositler, yaralanmadan 12 saat sonra mekanik gerilme ve elektriksel
gradiyentteki degisiklikler, hidrojen peroksit, patojenler, biiyiime faktorleri ve
sitokinler tarafindan aktive edilirler. Sonrasinda epidermal tabakayi yeniden
olusturmak i¢in epitelizasyonu baslatirlar (53). Keratinositler, bazal membrani
tamamen olusturunca epidermisi katmanlandirmak ve yenilemek i¢in farklilasmaya

ugrarlar (54).

Fibroblastlar, gecici fibrinden zengin matriksin graniilasyon dokusu ile

degistirilmesini saglamaktadirlar. Trombosit, endotelyal hiicreler ve makrofajlardan
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salinan transforming growth factor-beta [TGF- 3] ve platelet derived growth factor
[PDGF] molekiilleriyle uyarilirlar. Bu molekiiller, fibroblastlar1 ya matriks
proteinlerini olusturmasi icin pro-fibrotik olmaya ya da yara yerinde kasilmayi
saglayan miyofibroblastlara doniismesine neden olarak dermal onarima farkh
sekillerde yardimci olmaktadirlar (55). Fibroblastlar, matriks metalloproteinaz
[MMP]’lart iireterek gecici matriksi bozar ve onu fibronektin, olgunlagsmamis
kollajenler ve proteoglikanlar acisindan zengin bir graniilasyon dokusuyla degistirirler
(56). Olusan graniilasyon dokusu hem yeni kan damarlarinin olusumunu hem de

ekstraselliiler matriksin birikmesini saglayan yapi iskelesi gorevi gérmektedir.

Yara iyilesmesi i¢in kritik olan anjiyogenez, olusan yeni kilcal damarlar ile
besinlerin yara dokusuna iletilmesine ve fibroblastlarin ¢cogalmasina katkida bulunur.
Baslangicta yara, vaskiiler perfiizyon kaybi nedeniyle hipoksiktir, ancak yeni olusan
vaskiiler ag ile perfiizyon saglanir. Anjiyogenez, hipoksi ile indiiklenebilir faktor,
siklooksijenaz-2 ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii [VEGF] ile baslatilir (57).
Mikrovaskiiler endotelyal hiicreler, ¢ogalir, yara yatagina go¢ eder ve tiibiiler aglar
gelistirerek yeni damarlar olusturmaya baslarlar. Makrofajlar da bu siirecte aktif rol
oynar. Yogun fibrin agini parcalamak i¢in proteazlari iiretir ve endotel migrasyonu i¢in
kemotaktik faktorleri salgilar. Ayrica gereksiz olusan damarlar1 fagosite ederek asiri

vaskiilarizasyonu O6nlemis olurlar (58).

2.3.4. Matiirasyon

Yeniden sekillenme, jelatinéz ve yumusak yapidaki tip III kollajenin daha siki
olan tip I kollajene doniismesi ile olusur. Fibroblastlar bu fazin ana hiicreleridir ve

fibroblastlardan sentezlenen kollajen bu fazin esas bilesenidir (59).

Fibroblastlar, ilk fazlarda olusan fibrin pihtisini hyaliironik asit, fibronektin ve
proteoglikanlar ile olgun kollajen fibrillerine déniistiiriirler. Proteoglikanlar, capraz
bagli kollajen fibrillerinin olugsmasini saglar ve hiicre gocii i¢in kanal gorevi goriir (60).
Ayrica hyaluronik asit ile ekstraselliiler matriks [ECM]’in esnek yapisina katkida
bulunmaktadirlar. Fibronektin, fibrine baglanarak yarayir dolduran kan pihtisinin
stabilize olmasin1 saglar ve kollajen matriksi olusturmak i¢in c¢ergeve gorevi

gormektedir (61).
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Normal bir yetiskin cildi %80 tip I kollajen, %10 tip III kollajenden olusur.
Graniilasyon dokusunda hakim olan kollajen ise tip III kollajendir (61). lyilesme
ilerledikce graniilasyon dokusundaki tip I1I kollajen tip I kollajene doniistiiriilmiis olur.
Bu doniisiimle beraber skar dokusunun gerilme kuvveti de artmaya baslar. Yaral
dokudaki kollajen fibrilleri biiyiik paralel demetler olusturmaktadir. Normal dokuda
ise fibriller sepet dokumasi seklinde organize olmustur. Bu fark nedeniyle yaralanma
sonrasi skar dokusu, yaralanma Oncesi giiciin yalnizca %80 kadarini saglar (62). Ayrica
TGF-B ve mekanik gerilme ile miyofibroblastlar uyarilir. Miyofibroblastlar, alfa-diiz
kas aktini ile lokal yapisma ve kontraksiyon kuvveti saglar (63). Myofibroblastlar,
desmozomlar ile hem birbirlerine hem de matriks fibrillerine baglanarak olusan skar
dokusunun kontraksiyonundan sorumludurlar. Elastin ise cilt elastikiyetini korumak

i¢in elastin liflerini bigimlendirir (64).

Yara dokusundaki bu degisimler ve zamansal sirali diizen, kollajen yikimi ve
sentezi arasindaki ince bir dengeye baglidir. Kollajen yikimi, makrofajlar, graniilositler
ve fibroblastlar tarafindan salgilanan matriks metalloproteinaz [MMP] enzimi ile olur.
Bu enzimlerin aktivitesi, inhibitor faktorleri ile siki iligkilidir. Yara iyilesme yaniti,
fibroblastlar, makrofajlar ve endotelyal hiicreler apopitoza ugradiginda azalmaya
baglar. Zamanla kapillerin biiylimesi durur, yara bdlgesine kan akimi azalir ve

metabolik aktivite yavaslar (56).

Tiim bu evrelerin sonunda tamamiyla olgunlasmis skar dokusu gelisir ve yara
kontraksiyonu, epitelizasyon ve bag dokusunun da birikmesi ile yara iyilesmesi

tamamlanir.

Yara iyilesme silirecinin fazlar1 incelendiginde, biliylime faktorleri ve
sitokinlerin hiicreler arasi iletisimi sagladig1r goriilmiistiir. Biiylime faktorleri, hedef
hiicre reseptorlerine baglanarak gog¢, cogalma, farklilasma gibi mesajlar1 ileten
ozellesmis polipeptit molekiillerdir (65). Sitokinler ise hiicreler aras1 6nemli sinyalleri
tasiyan, immiin sistem hiicreleri tarafindan salgilanan, hiicresel ve hiimoral bagisiklik

sisteminde immiinomodiilator olarak gorev alan kiiclik proteinlerdir.
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Tablo 3. Yara iyilesmesinde gorev alan 6nemli sitokinler (66)

capraz baglanmay1 geciktirir,

kollajenaz aktivitesini arttirir

Hiicre . Yara Tipi
Sitokin Kaynag L Akut Kronik
Proinflamatuar sitokinler
TNF-a | PMNL, Inflamasyon, reepitelizasyon Artmis Artmis
makrofaj seviye seviye
IL-1 PMNL, Inflamasyon, fibroblast Artmis Artmis
monosit, kemotaksisi, kollajen sentezi seviye seviye
makrofaj,
keratinosit
IL-2 T lenfosit Artmus fibroblast infiltrasyonu
ve metabolizmasi
IL-6 PMNL, Inflamasyon, Artmis Artmis
makrofaj, reepitelializasyon, fibroblast seviye seviye
fibroblast proliferasyonu
IL-8 T lenfosit Inflamasyon, makrofaj ve Artmis Artmis
PMNL kemotaksisi; seviye seviye
reepitelializasyon,
IFN-y T lenfosit, Makrofaj ve PMNI’leri aktive
makrofaj eder, kollajen sentezi ve

Antiinflamatuar sitokinler

1L-4 T lenfosit, TNF-a, IL-1, IL-6 {iretimi,
bazofil, mast fibroblast ¢cogalmasi ve
hiicreleri kollajen sentezi inhibisyonu

IL-10 T lenfosit, TNF-a, IL-1, IL-6 tiretimi,
makrofaj, makrofaj ve PMNL
keratinosit aktivasyon ve inhibisyonu

PMNL: Polimorfoniikleer 16kosit; IFN- y: Interferon gama.
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3.MATERYAL METOD

3.1. ETiK KURUL

Bu ¢alisma, Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu onay1 (Tarih: 01.07.2022, Toplantt No: 0071) alindiktan sonra, Saglik
Bilimleri Universitesi Diskapt Yildirim Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi
Anesteziyoloji ve Reanimasyon Anabilim Dal1, Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi
Deney Hayvanlar1 Laboratuvari, Ankara Egitim ve Arastirma Hastanesi Biyokimya
Anabilim Dal1 ve Saglhk Bilimleri Universitesi Diskap1 Yildirrm Beyazit Egitim ve
Arastirma Hastanesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali’nin isbirligi ile ger¢eklestirilmistir.
Kullanilacak denekler Saki Yenili Deney Hayvanlar1 Laboratuvarindan temin edilmis,
cerrahi islemler 6343/2 sayili kanuna, Helsinki Hayvan Haklar1 Bildirgesine uygun

olarak yapilmstir.

3.2. DENEY HAYVANLARI

Deneysel ¢alismada, 250-300 gram agirliginda, 10-12 haftalik, erkek, Vistar
Albino cinsi 18 adet rat kullanildi. Hayvanlar her kafeste bir rat olacak sekilde hayvan
laboratuvarinin standart uygulamalarina goére barindirildi. Denekler standart
laboratuvar besinleri ile beslenilerek, gece giindiiz sikluslar1 korunarak, 37°C de sabit
sicaklik kontrolii saglanarak 15 giin tutuldu. 5-15. gilinler arasinda gilinasir1 yara

pansumani yapildi. 15. giinde yiiksek doz anestezi ile sakrifiye edildi.

3.3. CALISMA GRUPLARI

Ratlar her grupta 6 rat olacak sekilde rastgele olarak 3 gruba ayrildi: Deney
grubu, sham grubu ve kontrol grubu. Gruplar sham grubu (n=6) Grup S, kontrol grubu
(n=6) Grup K, deney grubu (n=6) Grup D olacak sekilde adlandirildi. Ratlarin

kuyruklar: numara ve harf ile etiketlendi.

3.4. SEVOFLURAN’IN HAZIRLANMASI

Siv1 halindeki sevofluran (Sevorane %100 250 ml. inhalasyon ¢ozeltisi, Abbvie
Laboratories, Illinois, USA) enjektore c¢ekildi. Kullanilacak sevofluran dozu daha

onceki caligmalar (4, 67) referans alinarak secildi: Bu ¢aligmalarda yara yeri igin
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onerilen doz 1 ml/ cm? oldugu i¢in 1ml/cm olarak diisiiniildii ve ¢alismamizdaki 3

cm’lik cilt insizyonu i¢in 3 mililitre likit sevofluran kullanildi.

3.5. ENFEKTE YARA MODELI OLUSTURULMASI

Temmuz 2022 — Agustos 2022 tarihleri arasinda Saglik Bilimleri Universitesi
Diskapt  Yildinm Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda toplanan kan, derin trakeal aspirasyon, pilly, ameliyat materyali,
bogaz salgisi, yara, bronkoalveolar lavaj, torasentez mayi, balgam, idrar, kateter ve
dren mayiyi iceren klinik 6rneklerden izole edilen ve Phoenix otomatik bakteri
tanimlama sistemiyle (BD Diagnostic Instrument Systems, Franklin Lakes, NIJ)
tanimlanan S. aureus bakteri 6rnekleri ¢alismada kullanilmak {izere kanli agar (Merck
1.10886) besiyerine tek koloni ekimi yapildi. Gozle yapilan incelemeyle
kontaminasyon siiphesi olan petriler ayrildi. Ornekler gram boyama, katalaz, koagiilaz
ve DNaz testleriyle teyit edildi. 37 °C de 24 saat inkiibasyon siiresi beklendi.
Bakterilerin miktarinin belirlenmesi i¢in 10 kat seri seyreltme yontemi kullanildi ve
her diliisyondan 100 uL petri kaplarina ayrildi. Ekilecek bakteri miktari yaklasik 2.0
x '%cfu/mL olacak sekilde standardize edildi ve 1 ml %0,9 serum fizyolojik (Polifleks
%0,9 izotonik sodyum kloriir, 100 ml, Polifarma) ile diliie edilerek olusturulan kesi

yerine enjektorle inokiile edildi (68).

3.6. DENEYSEL CALISMA MODELI

Ratlar, ketamin (Ketalar© 500 mg/10 ml enjeksiyonluk ¢dozelti, Pfizer)
50mg/kg ve ksilazin hidroklorid (Alfazyn %2, Alfasan Internationa, Holland) 10
mg/kg intramuskiiler enjeksiyon yapilarak uyutuldu. Ekstremite ¢ekme yaniti ve
kornea refleksi kontrol edildikten sonra sirt bolgesi elektrikli tirag makinasi ile tiras
edildi. Cerrahi saha povidon iyot ile silinip 2 dakika beklendi, ardindan steril gazli bez
ile kurulandi, steril cerrahi ortiilerle ortiildii. Sonrasinda deneklerin sirt bolgesinde 3
cm uzunlugunda cilt insizyonu agildi. Onceden hazirlanmis olan S. aureus bakteri
kolonileri yara tabanina inokiile edildi. Giinliikk enfeksiyon olusum takibi yapildu.
Enfeksiyon durumu degerlendirilirken 6dem olusumuna, kizarikliga, 1s1 artigina ve pily
gelmesine bakildi. Enfeksiyon olusana kadar, tiim gruplarda, yara yerlerine herhangi
bir islem yapilmadi. 5. giin enfeksiyon olusumu goézlendi. Bu asamadan sonra Grup

D’ye 3 ml siv1 sevofluran (1 ml/cm) emdirilmis spang ile Grup K’ye 3 ml %0.9’luk
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serum fizyolojik emdirilmis span¢ ile pansuman yapildi. Sevofluran emdirilmis
spanglar sevofluran ucana kadar uygulayicinin eli ile yaranin iizerinde tutuldu.
Gilinasirt bu pansumanlar tekrarlandi. Grup S’ye ise islem yapilmadi. Tiim deneklerden
5.,10. ve 15. giinlerde dokuda sitokin diizeylerinin ¢alisilmasi amaci ile yara

cevresinden steril sartlar altinda doku 6rnegi alindi.

v gt 1 111111111
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7

Sekil 2. Cildin povidon iyotla temizlenmesi ve steril kalemle isaretlenmesi

Sekil 4. Bakterilerin kesi yerine ekilmesi
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3.7. DOKU SITOKIN DUZEYLERININ CALISILMASI

3.7.1. Enzim-linked Immunsorbent Assay (ELISA) Kitlerinin inceleme

Yontemi

Calisma i¢in alinan deri doku ornekleri steril Eppendorf tiipe alindiktan sonra
buz iizerine yerlestirilerek Saglik Bilimleri Universitesi Ankara Saglik Uygulama ve
Arastirma Merkezi Tibbi Biyokimya Laboratuvari’na nakledildi. Doku o6rnekleri
analiz edilinceye kadar -80°C’de saklandi. Deri doku &rnekleri 6nce soguk ortamda
PBS ile yikandi1 ve agirliklar: tartildiktan sonra 1/10 oraninda (agirlik/voliim) PBS ile
homojenize edildi. Homojenat 10.000 g’de 5 dakika santrifiijlendi.

Stipernatant drneklerinde IL-1B, IL-10 ve TNF-a konsantrasyonlar1 Enzim-

linked Immunsorbent Assay (ELISA) yontemi ile analiz edildi.

3.7.2. Enzim-linked Immunsorbent Assay

Doku orneklerinde IL-1B (USCN, Wuhan, Hubei, PRC, Product No.
SEA563Ra, 1 kutu 96 test), IL-10 (USCN, Wuhan, Hubei, PRC, Product No.
SEAO056Ra, 1 kutu 96 test) ve TNF-a (USCN, Wuhan, Hubei, PRC, Product No.
SEA133Ra, 1 kutu 96 test) diizeyleri ELISA yontemi ile (Wuhan, USCN Business Co.,
Ltd.Wuhan, Hubei, PRC) kitleri kullanilarak 6l¢tildii. Calismada EIx50 otomatik strip
yikayicisi (BioTek Instruments, USA) kullanild1 ve 6l¢iimler ELx800 Marka ELISA
okuyucusu (BioTek Instruments, USA) ile yapildi.

Bu ELISA kitleri metod olarak Sandvig-ELISA’y1 kullanmaktadir. Kitle
saglanan mikro ELISA plate’i IL-1B, IL-10 ve TNF-a’ye 6zgiil antikorla ortiilmiistiir.
Standart ve 6rnekler 100 pL mikroELISA plate kuyucuklarina eklendi ve 37°C'de 60
dakika beklendikten sonra 6zgiil antikorla baglanir. Sonrasinda kuyucuklardan sivilar
bosaltild1 ve biotinli antikor 100 pL eklenerek 37°C'de 60 dakika inkiibe edildi. Serbest
kisimlar 3 kez yikandi. Avidin-Horseradish peroksidaz konjugati1 100 uL icine eklendi.
37°C'de 30 dakika inkiibe edildi. 5 kez yikamadan sonra her kuyucuga 90 pL substrat
soliisyonu eklendi ve 37°C'de 15 dakika inkiibe edildikten sonra artik kuyucuklar mavi
renkli goriindii. Siilfiirik asit- Stop soliisyonu 50 pL eklenerek enzim-substrat

reaksiyonu sonlandirildi ve renk sartya dondii.
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Optik dansite (OD) spektrofotometrik olarak 450 nm+2 nm dalga boyunda
Ol¢iilir. OD degeri IL-1pB, IL-10 ve TNF-o konsantrasyonlar: ile dogru orantilidir.
Standart egrisiyle Orneklerin OD’si  kiyaslanarak IL-1B, IL-10 ve TNF-a

konsantrasyonlar1 belirlendi.

Doku 6rneklerinin total protein konsantrasyonu turbidimetrik yontem ile Cobas
¢ 501 cihazinda (Roche Diagnostics, USA) Roche-Cobas marka kitiyle 505 nm’de
yapildi ve sonuglar mg/L olarak elde edildi. IL-1p, IL-10 ve TNF-a konsantrasyonlar1

total protein konsantrasyonuna oranlanarak hesaplandi.
3.8. HISTOLOJiK INCELEME

3.8.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Calismanin 15. gilinlinde yaray1 ve etrafindaki saglam dokuyu iceren doku
ornekleri %10 notral tamponlu formalin soliisyonuna alinarak oda sicakliginda doku
tespiti yapildi. %10 tamponlu formalin ile sabitlenen 6rneklerden rutin doku takibi
islemi uygulanarak parafin bloklar hazirlandi, her birinden 6-8 mikron kalinliginda
ikiser kesit alindi. Alinan kesitlerin biri Masson’un Trichrom boyasi ile, digeri

Hematoksilen Eozin boyasiyla boyandi.
3.8.2. Kullamilan Malzeme ve Soliisyonlar

3.8.2.1. Tamponlu (%10) formalin tespit soliisyonu

Formalin, formaldehitin sudaki %37’lik ¢6zeltisidir. Dokuyu islemler sirasinda
degisiklige ugramayacak mikroanatomik yapi icerisinde tutarak dokuyu tespit etmek

i¢in kullanilir.

3.8.2.2. Masson’un trikrom boyasi

Formalinle fikse edilmis, parafine gdmiilmiis veya donmus doku boliimlerinin
kollajen bag dokusu liflerinin boyanmasi ve daha sonrasinda mikroskop ile

goriintiilenmesine olanak saglar. Bu ¢alismada fibrozis bu sekilde degerlendirildi.
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3.8.2.3 Hematoksilen-eozin boyasi

Hematoksilen-Eozin (HE) kombinasyonu, ¢ekirdek ve sitoplazma ayiriminda
kullanilan, histopatolojik boyalar iginde en genis kullanimi olan boyadir (69).
Caligmada akut/kronik inflamasyon, graniilasyon dokusu bu boyama ile

degerlendirildi.

3.8.3. Histopatolojik Degerlendirme

Yara kesitlerinde yara dokusu ve etrafindaki bag dokusu alanlari; aktif
inflamasyon (polimorfoniikleer 16kosit [PMNL] infiltrasyonu ve 6dem siddetine
bakilarak), kronik inflamasyon (lenfosit ve plazmosit infiltrasyonuna bakilarak),
graniilasyon dokusu (damarlanma artisi, dev hiicreler ve fibroplaziye bakilarak) ve
fibrozis (fibroblastik aktivite artis1 ve kollajenizasyond bakilarak) acisindan
degerlendirildi. Skorlama yapilirken O=yok, 1=hafif, 2=orta, 3=siddetli seklinde semi

kantitatif yontemle derecelendirildi.

Alinan doku o6rneklerine ait kesitler, DFC7000T dijital kamera bagh Leica
DM6B (Wetzlar-Germany) mikroskop ile degerlendirildi ve fotograflandi.

3.9. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin analizi IBM SPSS Statistics 25.0 (IBM Corporation, Armonk, NY,
USA) paket programinda yapildi. Siirekli sayisal degiskenlerin dagiliminin normale
yakin dagilip dagilmadigi Shapiro-Wilk testiyle, varyanslarin homojenligi
varsayimminin saglanip saglanmadigi ise Levene testiyle incelendi. Tanimlayict
istatistikler; stirekli sayisal degiskenler i¢in medyan (25.yiizdelik-75.yiizdelik)
biciminde ifade edilirken ordinal degiskenler denek sayis1 ve (%) olarak gosterildi.
Gruplar igerisinde izlem zamanlarima gore biyokimyasal Olclimlerde istatistiksel
olarak anlamli degisimin olup olmadig1 Friedman testiyle degerlendirildi. Friedman
test sonuclarinin 6nemli bulunmasi durumunda Dunn-Bonferroni testi kullanilarak
farka neden olan izlem zaman(lar)1 tespit edildi. Gruplar arasinda biyokimyasal
Ol¢iimler ile histopatolojik gostergeler yoniinden farklarin 6nemliligi ise Kruskal
Wallis testi ile incelendi. Kruskal Wallis test sonuglarinin 6nemli bulunmasi
durumunda Dunn-Bonferroni testi kullanilarak farka neden olan grup(lar) tespit edildi.
Aksi belirtilmedik¢e p<0,05 icin sonuclar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Olas1 tiim ¢oklu karsilastirmalarda Tip I hatay1 kontrol edebilmek icin Bonferroni

Diizeltmesi yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. IMMUNOKIMYASAL BULGULAR

Sevofluran, kontrol ve sham grubundaki deneklerde, deneyin 5. giini
enfeksiyon olustugu gozlendi. Enfeksiyon olusumunun 0. giini, 5. giinii ve 10. giinii
alinan doku 6rneklerinden IL-18, IL-10 ve TNF-a diizeyleri Sekil 5-7 ve Tablo 4-7°de

gorlilmektedir.

Tablo 4. Gruplara ve izlem zamanlarina gore IL-1p diizeyleri

10.giin p-degeri +

Sevofluran 1400,6 8414 372,1 0,472
(284,2-2538,3) (254,5-1180,6) (292,1-691,4)

Kontrol 445,7 219,4 128,6 0,016
(229,5-926,7)* (150,2-297,7) (81,6-154,9)*

Sham 1141,5 234,5 116,5 0,174
(338,9-1576,9) (86,9-520,7) (47,6-178.,3)

p-degeri § 0,428 0,224 0,018

Tanimlayici istatistikler; medyan (25.ylizdelik-75.yiizdelik) olarak ifade edildi. T Gruplar igerisinde
izlem zamanlar1 arasinda yapilan karsilastirmalar, Friedman testi, Bonferroni diizeltmesine gore
p<0,0167 icin sonuclar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. § Her bir izlem zaman i¢erisinde gruplar
arasinda yapilan karsilastirmalar, Kruskal Wallis testi, Bonferroni diizeltmesine gore p<0,0167 icin
sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. #: 0.giin ile 10.giin arasindaki fark istatistiksel olarak
anlaml1 (p=0,012).

Gruplar arasinda 0.glin IL-1p diizeyleri yoniinden istatistiksel olarak anlaml
fark yoktu (p=0,428). Sevofluran grubunun izlem zamanlar1 arasinda IL-1 diizeyleri
yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,472). Kontrol grubunun izlem
zamanlar1 arasinda IL-1p diizeyleri yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark olup
(p=0,016) 10.giindeki IL-1p diizeyi 0.giine gdére daha diisiik idi (p=0,012). Sham grubu
icerisinde de izlem zamanlar arasinda IL-1f diizeyleri yoniinden istatistiksel olarak
anlamh fark yoktu (p=0,174). Gruplar aras1 IL-1 B diizeyleri karsilagtirildiginda;
Bonferroni diizeltmesine gore 5. ve 10.gilin arasinda anlamli fark yoktu (p=0,224 ve

p=0,018).
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Her bir kutunun ortasindaki yatay ¢izgi ortanca degeri (50.yiizdelik) gdsterirken kutularin alt ve ist
kenarlari sirasiyla; 25. ve 75.ytizdelik degerleri ifade etmektedir.*Kontrol grubu igerisinde 0.giin ile
10.giin arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p=0,012).

Sekil 5. Gruplara ve izlem zamanlarina gore IL-1f diizeylerine ait kutu-¢izgi grafik

Tablo 5. Gruplara ve izlem zamanlarina gore IL-10 diizeyleri

p-degeri

Sevofluran 146,4 308,9 235,6 0,779
(56,6-504,6) (121,8-318,8) (149,9-360,9)*
Sham 133,5 66,2 94,7 0,135
(116,7-298,4) (40,6-130,9) (48,1-107,7)
Kontrol 386,1 143.6 64,8 0,009
(143,2-726,8)* (83,5-190,9) (33,2-80,5)™
p-degeri 1 0,368 0,068 0,009

Tanimlayici istatistikler; medyan (25.ylizdelik-75.yiizdelik) bi¢iminde ifade edildi. ¥ Gruplar igerisinde
izlem zamanlar1 arasinda yapilan karsilastirmalar, Friedman testi, Bonferroni diizeltmesine gore
p<0,0167 i¢in sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. ; Her bir izlem zamani i¢erisinde gruplar
arasinda yapilan karsilastirmalar, Kruskal Wallis testi, Bonferroni diizeltmesine gore p<0,0167 igin
sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. : 0.giin ile 10.giin arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli (p=0,012). * Sevofluran grubu ile Kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
(p=0,007).

Gruplar arasinda 0.giin IL-10 diizeyleri yoniinden istatistiksel olarak anlaml

fark yoktu (p=0,368). Sevofluran grubu igerisinde izlem zamanlar1 arasinda IL-10
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diizeyleri yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,779). Sham grubu
icerisinde de izlem zamanlar1 arasinda IL-10 diizeyleri yoniinden istatistiksel olarak
anlamli fark yoktu (p=0,135). Kontrol grubu igerisinde ise izlem zamanlar1 arasinda
IL-10 diizeyleri yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark olup (p=0,009) 10.giindeki
IL-10 diizeyinin 0.giine gore daha diisiik idi (p=0,012). Gruplar arasinda 5.giin IL-10
diizeyleri yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,068). Ote yandan,
gruplar arasinda 10.giin IL-10 diizeyleri yoniinden istatistiksel olarak anlaml1 fark olup
(p=0,009) kontrol grubunun 10.giin IL-10 diizeyi sevofluran grubuna gore daha diisiik
idi (p=0,007).
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Her bir kutunun ortasindaki yatay ¢izgi ortanca degeri (50.yiizdelik) gosterirken kutularin alt ve {ist
kenarlar1 sirasiyla; 25. ve 75.yiizdelik degerleri ifade etmektedir. * 10.giinde Sevofluran grubu ile
Kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p=0,007). ** Kontrol grubu igerisinde 0.giin

ile 10.gilin arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p=0,012).

Sekil 6. Gruplara ve izlem zamanlarina gore IL-10 diizeylerine ait kutu-¢izgi grafik
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Tablo 6. Gruplara ve izlem zamanlarina gore TNF-a diizeyleri

Sevofluran 262,6 125,9 109,7 0,311
(79,6-307,0) (97,0-151,3) (93,5-174,0)

Sham 116,6 63,2 429 0,002
(99,8-273.4)* (55,2-95,5) (36,2-50,7)*

Kontrol 91,0 70,6 36,1 0,034
(73,3-177.,3) (47,1-93,7) (28,7-42,5)

p-degeri § 0,281 0,019 0,0168

Tanimlayici istatistikler; medyan (25.ylizdelik-75.yiizdelik) bi¢iminde ifade edildi. ¥ Gruplar igerisinde
izlem zamanlar1 arasinda yapilan karsilastirmalar, Friedman testi, Bonferroni diizeltmesine gore
p<0,0167 icin sonuclar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. { Her bir izlem zaman i¢erisinde gruplar
arasinda yapilan karsilastirmalar, Kruskal Wallis testi, Bonferroni diizeltmesine gore p<0,0167 igin
sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. 4: 0.giin ile 10.giin arasindaki fark istatistiksel olarak
anlaml (p=0,002).

Gruplar arasinda 0.giin TNF-a diizeyleri yoniinden istatistiksel olarak anlamli
fark yoktu (p=0,281). Sevofluran grubu icerisinde izlem zamanlar1 arasinda TNF-a
diizeyleri yoniinden istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,311). Sham grubu
icerisinde izlem zamanlar1 arasinda TNF-a diizeyleri yoniinden istatistiksel olarak
anlaml fark olup (p=0,002) 0.giindeki TNF-a diizeyin0.giine gore daha diisiik idi
(p=0,002). Kontrol grubu igerisinde de izlem zamanlar1 arasinda TNF-a diizeyleri
yoniinden Bonferroni diizeltmesine gore istatistiksel olarak anlamli fark yoktu
(p=0,034). Gruplar arasinda 5.giin TNF-a diizeyleri yoniinden Bonferroni
diizeltmesine gore istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,019).
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Her bir kutunun ortasindaki yatay ¢izgi ortanca degeri (50.yiizdelik) gosterirken kutularin alt ve {ist
kenarlar1 sirastyla; 25. ve 75.yiizdelik degerleri ifade etmektedir.* Sham grubu igerisinde 0.giin ile

10.giin arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p=0,002).

Sekil 7. Gruplara ve izlem zamanlarina gore TNF-a diizeylerine ait kutu-¢izgi grafik

Tablo 7. Izlem zamanlarina gére biyokimyasal 6l¢iimlerde meydana gelen degisimler

Sevofluran Sham Kontrol p-degeri ‘
IL-1p
5.glin — 0.glin -585.9 -161,6 -1044,1 0,786
(-2011,5-650,7) = (-705,1 —-35,2) = (-1284,4—-113,2)
10.giin — 0.giin -969.4 -306,9 -1089.,4 0,730
(-2005,3 -107,2) = (-835,7—--109,6) (-1437,3 —-188.3)
10.giin — 5.giin -383,5 -108,4 -127,0 0,381
(-574,9 - 37,6) (-173,8 —-36,6) (-342,5—-30,2)
IL-10
5.glin — 0.gilin 434 -91,0 -263,5 0,449
(-239,2-237,6) = (-218,0—-20,2) (-611,9—-47.8)
10.giin — 0.giin 52 -51,6 -306,6 0,076
(-230,5-264,0)  (-247,4—--12,1)  (-647,8—-118,1)
10.giin — 5.giin 36,2 -8,1 -58,2 0,166
(-123,0—-83,7) (-34,1 -47,0) (-165,8 —-15,0)
TNF-o
5.glin — 0.glin -113,5 -40,5 -27,1 0,700
(-181,2-8,6) (-221,6 —-12,3) (-117,9-19,1)
10.giin — 0.giin -169,7 -69,3 -55,1 0,810
(-189,6 —71,7) (-237,4—-49,9) (-134,5—--39,0)
10.giin — 5.giin 17,5 -18,6 -30,9 0,343

(-62,1 -63,1) (-36,1 —-15,4) (-61,5--14,9)
Tanimlayici istatistikler; medyan (25.ytizdelik-75.yiizdelik) bigiminde ifade edildi. T Kruskal Wallis
testi, Bonferroni diizeltmesine gore p<0,0167 igin sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Gruplar arasinda sirasiyla; 0.giine gore 5.giin, 0.gline gore 10.giin ve 5.gline
gore 10.giin IL-1B diizeylerinde meydana gelen degisim miktarlar1 acisindan

Bonferroni diizeltmesine gore istatistiksel olarak anlaml1 yoktu (p>0,0167).

Gruplar arasinda sirasiyla; 0.gline gore 5.giin, 0.gline gore 10.glin ve 5.giline
gore 10.glin IL-10 diizeylerinde meydana gelen degisim miktarlar1 agisindan da

Bonferroni diizeltmesine gore istatistiksel olarak anlaml1 yoktu (p>0,0167).

Tiim donemler i¢in gruplarin TNF-o diizeylerindeki  degisimler
karsilastirildiginda, Bonferroni diizeltmesine gore istatistiksel olarak anlamli yoktu

(p>0,0167).

4.2. HISTOPATOLOJIiK BULGULAR

Deney grubu, Kontrol grubu ve Sham grubunda; aktif inflamasyon (PMNL
infiltrasyonu, 6dem, abse formasyonu), kronik inflamasyon (lenfosit, plazmosit
infiltrasyonu), graniilasyon dokusu (damarlanma artisi, dev hiicreler, fibroplazi) ve
fibrozis (fibroblastik aktivite artigi/kollajenizasyon) siddetinin dagilimi Tablo 8’de

Ozetlenmistir.

Tablo 8. Histopatolojik bulgularin dagilimi ve derecesi

Sevofluran Aktif Kronik Graniilasyon Fibrozis
(n=6) inflamasyon inflamasyon

D1 2 1 2 3
D2 1 2 1 3
D3 1 2 2 2
D4 2 1 2 3
D5 2 1 1 3
D6 1 2 1 2
K1 2 2 2 2
K2 2 0 0 1
K3 3 2 2 2
K4 3 2 2 2
K5 3 2 2 3
K6 3 1 2 2

Sham@=s) |

S1 3 2 2 3
S2 2 2 2 1
S3 2 2 2 1
S4 3 2 2 1
S5 3 2 2 2
S6 3 2 2 2

D: Sevofluran grubu, K: Kontrol grubu, S: Sham grubu, Histopatolojik Skorlama: 0= Yok, 1= Hafif, 2= Orta,
3= Siddetli
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Aktif inflamasyon, mikroskobik degerlendirmede fotograflanarak Sekil 8 ve
9’da gosterilmistir. Akut inflamasyonda gordiigiimiiz PMNL hiicrelerinin sevofluran
grubunda daha az oldugu hafif aktif inflamasyon (Sekil 8) goriilmektedir. Sham
grubunda ise PMNL hiicrelerinin sayica fazla oldugu siddetli aktif inflamasyon
goriilmektedir (Sekil 9). Ayrica siddetli akut inflamasyonda gordiigiimiiz abse

formasyonu Sekil 10°da gortilmektedir.

e T =

Sekil 8. Sevofluran grubunda daha az PMNL nin goriildiigii hafif akut inflamasyon
(H&E boyama X200). Oklar ile gosterilen PMNL hiicreleridir

o A& 45 )a:- £ S )
Sekil 9. Sham grubunda daha fazla PMNL nin goriildiigi siddetli akut inflamasyon
(H&E boyama X200)
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Gruplar arasinda aktif inflamasyon siddeti agisindan istatistiksel olarak anlaml
fark olup (p=0,010); s6z konusu farka neden olan durum, Sevofluran grubundaki aktif
inflamasyon siddetinin Kontrol ve Sham gruplarina gore daha diisiik skorlarda

seyretmis olmasi idi (p=0,025) (bkz Sekil 11).

Tablo 9. Aktif inflamasyon acisindan gruplara gore dagilimlar

Sevofluran Kontrol Sham p-degeri +
Akut inflamasyon 0,010
Hafif 3 (%50,0)* 0 (%0,0) 0 (%0,0)
Orta 3 (%50,0) 2 (%33,3) 2 (%33,3)
Siddetli 0 (%0,0) 4 (%66,7)" 4 (%66,7)°

T Kruskal Wallis testi. *: Sevofluran grubu ile Kontrol grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
(p=0,025), ®: Sevofluran grubu ile Sham grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli (p=0,025).

100%
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Sevofluran Kontrol Sham

W Hafif M Orta ™ Siddetli

Sekil 11. Gruplardaki aktif inflamasyon siddetinin dagilimi

Kronik inflamasyon ve graniilasyon olusumu, mikroskobik degerlendirmede
fotograflanarak sekil 12-14’te gosterilmektedir. Kronik inflamasyon belirteglerinden
lenfomononiikleer (lenfosit) hiicrelerin, hafif kronik inflamasyon durumunda daha az
(Sekil 12) siddetli kronik inflamasyonda ise daha fazla sayida (Sekil 13) oldugu
goriilmektedir. Graniilasyon dokusunda ise yogun eritrosit bulunduran vaskiiler yapilar

gosterilmektedir (Sekil 14).
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Sekil 12. Kontrol grubunda lenfosit sayisinin daha az oldugu hafif kronik inflamasyon
durumu (H&E boyama X200). Halka i¢inde lenfosit hiicreleri goriilmektedir

eI - PO R
.

e

Sekil 13. Kontrol grubunda lenfosit sayisinin daha fazla oldugu siddetli kronik
inflamasyon durumu (H&E boyama X200). Halka i¢inde lenfosit hiicreleri
goriilmektedir

e

”4 4 : ~
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Sekil 14. Sham grubunda graniilasyon dokusu (H&E boyama X200). Liimeninde
eritrositlerin gortildiigli vaskiiler yapilar oklar ile gosterilmistir

Sevofluran grubundaki kronik inflamasyon ve graniilasyonun siddeti Kontrol
ve Sham gruplarina gore daha diisiik skorlarda seyretmis olsa da gruplar arasinda
kronik inflamasyon ve graniilasyonun siddeti arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

tespit edilmedi (sirastyla p=0,184 ve p=0,161) (bkz Sekil 15 ve 16).
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Tablo 10. Kronik inflamasyon ve graniilasyon olusumu agisindan gruplara gore
deneklerin dagilimlari

Kronik inflamasyon

Sevofluran

Kontrol

Sham

p-degeri t
0,184

Yok

0 (%0)

1 (%16,7)

0 (%0)

Hafif

3 (%50)

1 (%16,7)

0 (%0)

Orta

3 (%50)

4 (%66,7)

6 (%100)

Graniilasyon

0,161

Yok

0 (%0)

1 (%16,7)

0 (%0)

Hafif

3 (%50)

0 (%0)

0 (%0)

Orta

3 (%50)

5 (%83,3)

6 (%100)

1 Kruskal Wallis testi.
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Sekil 15. Gruplardaki kronik inflamasyon siddetinin dagilimi
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Sekil 16. Gruplardaki graniilasyon siddetinin dagilim

Fibrozis siddeti, mikroskobik degerlendirmede fotograflanarak Sekil 17 ve
18’de gosterilmgstir. Yara altinda, dermiste goriilen kollajen lifler mavi renkte
boyanmis ve sevofluran grubunda diger gruplara gére daha fazla kollajenin oldugu
goriilmektedir (Sekil 17). Ayrica sevofluran grubunda damarlanmanin daha fazla
oldugu ve damarlarin daha dilate, konjesyone ve eritrosit ekstravazasyonun fazla
oldugu goriilmektedir (Sekil 17). Sham grubunda ise daha az vaskiiler proliferasyon

ve eritrosit ekstravazasyonun oldugu goriilmektedir (Sekil 18).

Sekil 17. Sevofluran grubunda fibrozis dokusunun histopatolojik degerlendirilmesi
(Masson Trikrom boyama X200). Halka i¢cinde mavi renk ile boyanan
kollajen liflerinin daha yogun oldugu goriilmektedir
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Trikrom boyama X200). Halka i¢cinde mavi ile boyanan K-kollajen liflerinin
daha az oldugu goriilmektedir
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Sekil 19. Sevofluran grubunda belirgin vaskiiler proliferasyon ve konjesyon
izlenmektedir (H&E boyama X200). Ok ile vaskiiler yapilar gésterilmistir.

Halka i¢ine alinan bolgede eritrosit ekstravazasyonu goriilmektedir

Sekil 20. Sham grubunda vaskiiler proliferasyon ve eritrosit ekstravazasyonu daha
diisiik olup vaskiiler yap1 ok ile gosterilmistir (H&E boyama X200).
Yuvarlak i¢inde eritrosit ekstravazasyonu goriilmektedir

Yine Sevofluran grubundaki fibrozis siddeti Kontrol ve Sham gruplarina gore
daha yiiksek skorlarda olmakla beraber gruplar arasinda fibrozis siddeti agisindan

istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi (p=0,068) (bkz Sekil 21).
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Tablo 11. Fibrozis a¢isindan gruplara gore deneklerin dagilimlari

Sevofluran Kontrol Sham p-degeri t
Fibrozis 0,068

Hafif 0 (%0,0) 1 (%16,7) 3 (%50,0)

Orta 2 (%33,3) 4 (%66,7) 2 (%33,3)

Siddetli 4 (%66,7) 1 (%16,7) 1 (%16,7)

T Kruskal Wallis testi
100%
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40%
20%
0%
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Yok ™ Hafif M Orta

Sekil 21. Gruplardaki fibrozis siddetinin dagilimi
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5. TARTISMA

Calismamizda, ratlarda olusturulan enfekte yara modelinde topikal sevofluran
uygulamasinin; histopatolojik olarak kontrol grubuna gore aktif inflamasyon, kronik
inflamasyon ve graniilasyon siddetini azalttifini, fibrozis siddetini arttirdigini
gosterdik. Immonokimyasal olarak c¢alisigimiz antiinflamatuar sitokin IL-10’un
kontrol grubu igerisinde 10. diizeyinin 0. Giine anlamli olarak diisiik ve sevofluran
grubunda kontrol grubuna gore 10. giinde daha yiiksek oldugunu ve yara iyilesmesini
olumlu etkiledigini gézlemledik. Ayrica kontrol grubu igerisinde 10. giin IL-1f, sham
grubunda ise 10. glin TNF-a diizeyi 0. giine gére anlamli olarak diisiik olmasina
ragmen, gruplar arast TNF-a ve IL-1p diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir fark gormedik.

Sevofluran, glinlimiizde genel anestezinin indiiksiyon ve idamesinde yaygin
olarak kullanilan bir inhalasyon anestezigidir. Hem tilkemizde hem de diger iilkelerde
sadece inhalasyon yoluyla kullanim ruhsati bulunmaktadir. Sevofluran gibi modern
volatil anesteziklerin basta kalp, bobrek ve karaciger olmak iizere cesitli organlari
iskemi-reperflizyon hasarma karst korumasinin disinda son yillarda bakterisidal
etkileri giindeme gelmistir. Akcigerlerde sepsis kaynakli inflamatuar yanit1 azalttig1 ve
bakterisidal etkilere sahip oldugu bildirilmistir (8). Bir rat ¢calismasinda sevofluranin
bu etkisini makrofajlardaki nitrik oksit sentaz aktivitesini ve bakteri fagositozunu
arttirarak yaptig1 gosterilmistir (31). Sevofluran ve izofluranin antibakteriyel etkisinin
direncli patojenlerde in-vitro olarak arastirildigi bir baska ¢alismada iki ajanin da
konvansiyonel antibiyotiklere direngli olan patojenlere karsi antibakteriyel aktivite
gosterdigi ve gram negatif mikroorganizmalarin bu ajanlara daha duyarli oldugu
bulunmustur (29). Sevofluran ve izofluranin antibakteriyel 6zelliklerinin in-vivo

etkileri ise bilinmemektedir.

Son yillarda topikal sevofluran kullaniminin antimikrobiyal ve epitelizan
etkisinin oldugunu bildiren vaka serileri mevcuttur (1,4,30,70,71). Topikal olarak yara
yerlerine uygulandiginda antibakteriyel, antiinflamatuar ve analjezik etkisinin
olabilecegi diistinlilmektedir. Periferik nosiseptorlerde agri iletimini bloke ettigi,

epitelizasyonu hizlandirdig1 ve yara iyilesme siirecini kisalttigr bildirilmektedir (70).

34



Yeterli glivenlik profiline sahip olan ve olgu serilerinde hastalar tarafindan iyi tolere
edildigi bildirilen topikal sevofluranin antimikrobiyal (4,30), analjezik (3,70),
vazodilatasyon (30) ve antiinflamatuar (4) etkiler ile yara iyilesmesini hizlandirmasi,

yara iyilesmesinde yeni bir alternatif olarak kullanilabilecegini akla getirmektedir.

Literatiirde, enfekte yaralara topikal sevofluranin uygulandigi vaka ve vaka
serileri  mevcutken, bildigimiz kadariyla randomize kontrollii  ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu amagla enfekte yarada histopatolojik olarak aktif inflamasyon,
kronik inflamasyon, graniilasyon dokusu ve fibrozis siddetini inceledigimiz
calismamizda; aktif inflamasyonu 6dem ve PMNL infiltrasyonu ile, kronik
inflamasyonu lenfosit ve plazmosit miktar1 ile degerlendirdik. Graniilasyon siddetini
ise damarlanma artis1, dev hiicreler miktar1 ve fibrozisi ise fibroblastik aktivite artisi
ve kollajenizasyon ile degerlendirdik. Sevofluran grubunda aktif inflamasyonun
siddetini diger gruplara kiyasla anlamli olarak diisiik bulduk. Istatistiksel olarak
anlamli fark olmamasma ragmen sevofluran grubunun kronik inflamasyon ve
graniilasyon siddetinin gdorece daha diisiik skorlarda, fibrozis siddetinin ise diger
gruplara gore daha yiiksek skorlara sahip oldugu goriildii. Sevofluran grubunda diger
gruplara gore daha az aktif ve kronik inflamasyonun olmasi, antiinflamatuar etkisinin
oldugunu destekleyen bir bulgu olarak degerlendirilebilir. Yara iyilesmesinin son
fazinda yaygin olarak goriilen fibroblastlar; graniilasyon dokusunun normal dokuya
farklilagmasini1 saglar. Bu siirecte; graniilasyon dokusundaki tip 1 kollajenin tip III
kollajene doniismesi, dokunun kasilmasi, apopitozis ve skar olusumu ile doku onarimi
tamamlanmis olur (61,62). Levenson ve ark. (72), ratlarda S.aureus ile enfekte yara
modeli olugturmus ve tedavisiz iyilesmenin 28. giinde hala devam ettigini gormiistiir.
Deneyimizin 15 giin siirdiigli géz Oniinde tutularak, sevofluran grubunda diger
gruplara gore graniilasyon dokusunun azalmis olmasi ve fibroblastlarin fazla
goriilmesi, iyilesmenin maturasyon fazina daha c¢abuk gecildigini ve iyilesmeyi

hizlandirdigini diisiindiirmektedir.

Yara iyilesmesinin karmasik siirecinde, artmis metabolik ihtiya¢ anjiyogenez
ile desteklenmekte yeni kilcal damarlar olusturularak dokunun besin ve oksijen
ihtiyac1 saglanmaktadir (57). Sevofluranin omental damarlarin diiz kas hiicrelerini
gevseterek vazodilatasyona neden oldugu gosterilmistir (73). Sivi sevofluran

irrigasyonu ile hipereminin goriildiigii vaka raporlar1 da vazodilatasyon etkisini
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destekler niteliktedir (1,4,30). Sevofluranin yara yataginda yaptigr bu degisim ile
iyilesmeyi olumlu etkiledigi digsiiniilmektedir (30). Biz de histopatolojik
bulgularimizda sevofluran grubunda diger gruplara gore; dilatasyonun, konjesyonun
ve eritrosit ekstravazasyonun daha belirgin oldugu vaskiiler yapilanma gordiik. Bu
bulgular esliginde, topikal sevofluranin inflamatuar yaniti azaltarak yara yataginda
mikrosirkiilasyonu iyilestirerek ve epitelizasyonu hizlandirarak iyilesme siiresini

kisalttigini diistiniiyoruz.

Sevofluranin antiinflamatuar etkinligini aragtiran ¢caligmalarda mekanizma tam
aciklanamamakla birlikte, bu etkiyi antiinflamatuar sitokinleri (IL-4, IL-10) arttirip,
proinflamatuvar sitokinleri (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-0) azaltarak yaptig1 One
stiriilmektedir (5). HJ Lee ve ark. (28), ratlarda olusturduklar1 yara modelinde inhaler
sevofluranin maruziyet siiresinin yara iyilesmesi iizerine etkisini arastirmislar. Daha
uzun siireli maruz kalan grupta tip 1 kollajen miktarinin daha az, yara boyutunun daha
biiylik, biyokimyasal olarak da TGF-B ve fibroblast biiyiime faktor [FGF]
ekspresyonunun da daha az oldugunu bulmuslar. Arastirmacilar inhaler sevofluranin
maruziyet siiresinin sistemik immiinsupresan etki ile yara iyilesmesini olumsuz
etkiledigini ileri siirmiislerdir. Biz bu ¢aligmanin aksine, sivi sevofluran uygulanan
grupta diger gruplara gore yara yerinde yeni olusan kollajen miktarinin daha fazla
oldugunu gordiik. Kollajen tiplendirmesi yapmamis olmamiza ragmen sevofluran
uygulanan grupta kollajenizasyonun daha fazla olmasi sevofluranin iyilesmeyi
hizlandirdigini gostermektedir. Calismamizda, sevoflurani topikal olarak uygulayarak
yara yerinde direkt etkisini arastirdik, diger ¢alismada ise inhaler verilerek sistemik
etki ile yara yerindeki degisime bakilmistir. Bu fark sevofluranin kullanim sekliyle

alakali olabilir.

Tek akciger ventilasyonu sirasinda ventile edilmeyen akcigerde sevofluran
verilen hastalarda kanda TNF-a, IL-6 ve IL-8 diizeylerinin diger gruplara gore daha
diisiik, IL-1B’nin ise daha yiiksek oldugu gosterilmistir (8). Bu c¢alisma, sevofluranin
antiinflamatuar  sitokinleri  arttirtp,  proinflamatuar  sitokinleri  azaltarak
immiinmodiilatér rol oynadigimi diistindiirmektedir. Benzer sekilde, sevofluranin
ratlarda serebral iskemi/reperfiizyon hasar1 sonrasi proinflamatuar sitokin olan TNF-a
miktarin1 azaltarak noral korumayr sagladigi da gosterilmistir (74). Biz bu

caligsmalarin aksine proinflamatuar sitokin olan TNF-a ve IL-1f diizeylerinde anlamh
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bir degisim izlemedik. Bunun nedenleri; sitokin diizeylerinin kan degil doku
orneklerinden calisilmigs olmasi, 6rnek alim zamanlarimizin farkliligi ve diger

caligsmalarin aksine sevoflurani sistemik degil topikal olarak kullanmamiz olabilir.

Yara iyilesmesi, otoimmiinite ve hemostazda etkili olan antiinflamatuvar
sitokin IL-10 konagin patojenlere ve iyilesmeye karst verdigi asir1 tepkiyi
onlemektedir (75). Ratlardaki diyabetik yara modelinde, oral geniposit tedavisi ile IL-
10 miktari arttirilip proinflamatuvar sitokinlerin azaldigi, yara iyilesmesinin hizlandig1
gosterilmistir (76). Benzer sekilde Short ve ark. (77), endojen IL-10’nun yara
tyilesmesine katki sagladigini ve doku onarimini diizenledigini gostermisler.
Calismamizda, sevofluran grubunun IL-10 diizeyi diger gruplardan anlamli olarak
yiiksekti. Histopatolojik bulgularimizda da inflamasyon siddetinin sevofluran
grubunda daha az oldugunu gérmiistiik. IL-10 diizeyinin diger gruplardan daha yiiksek
olmasinin antiinflamatuar etki ile immunmodiilasyonu sagladigini ve iyilestirici etki

gosterdigini diisiiniiyoruz.

Celik ve ark. (11), s1v1 sevoflurani ratlarda yanik yara modelinde uygulamis ve
iyilesmeye etkisini degerlendirmislerdir. Histopatolojik olarak; gruplardaki aktif
inflamasyon siddeti benzerken, sevofluran grubunda kronik inflamasyon siddeti daha
diistik, graniilasyon ve fibrozis siddeti daha yiiksek goriilmiistiir. Kronik inflamasyon
ve fibrozis siddeti agisindan benzer sonuclari elde ettigimiz ¢alismamizda, farkl
olarak akut inflamasyonun ve graniilasyon siddetinin daha diisiik oldugunu gordiik.
Calisma stireleri ve uygulama sekli iki ¢calisma arasinda benzer idi. Bu yilizden farka
neden olan durumun olusturulan yara modelinin farkindan (enfekte yara) olabilir.
Ayrica calismada 0, 7, ve 14. giinlerde plazma IL-6, IL-10, TNF-a ve IL-1B
miktarlarlarina bakilmis ve gruplar arasinda anlamli degisim goriilmemistir. Biz ise
IL-10 diizeyinde anlamli degisim oldugunu gordiik. Bu sonucu elde etmemizin sebebi
olarak da sitokin diizeyine 5, 10 ve 15. giinlerde ve dokuda bakmamiz oldugunu
diisiiniiyoruz. Literatiirde ratlarda olusturulmus yara modellerinde farkli maddelerin
iyilesmeye etkisi doku sitokin miktarina bakilarak degerlendirildigi ¢aligmalar
mevcuttur (78,79). Biz de bu calismalardan yola ¢ikarak sevofluranin topikal
kullanildiginda sitokin gen ekspresyonunu iizerindeki etkisini doku diizeyinde bakarak

degerlendirdik. Doku diizeyinde bakilan IL-10 miktarinin sevofluran grubunda
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anlamli derecede yiiksek ¢ikmasi sivi sevofluranin lokal etkinliginin kanitsal degerini

arttirdigini diigiiniiyoruz.

Topikal sevofluranin iyilesme {izerindeki analjezik, epitelize edici ve
antimikrobiyal etkinliginin altinda yatan mekanizma heniiz bilinmemektedir.
Sevofluranin yara iyilesmesindeki etki mekanizmasi agiklanmamis olsa da yukarida
bahsettimiz vaka raporlarinda da goriildiigii iizere sinerjik etki ile antibakteriyel,
antiinflamatuvar, analjezik ve vazodilator 6zelligi ile yara iyilesmesini olumlu yonde
etkilemektedir. Nitekim histopatolojik sonuglarimiz da belirgin sekilde inflamatuar
yanitt azaltigin1  ve iyilesmeyi hizlandirdigini destekler niteliktedir. Yine
immiinokimyasal olarak da doku TNF-a ve IL-1p diizeylerinde anlaml1 bir degisiklik
olmamasia ragmen IL-10 diizeyinin diger gruplara gére daha yiiksek olmasi da

antiiinflamatuvar etkisini gostermektedir.

Sevofluran inhalasyonunun sodyum kanal blokaj1 yoluyla periferik ve merkezi
analjezi yaptig1 bilinmektedir (80). Inhalasyon yolu haricinde topikal veya subkutan
sevofluranin konsantrasyon bagimli ve geri doniisiimlii lokal ve periferik analjezik
etkisinin oldugu da klinik olarak gosterilmistir (3). Goniillillerdeki calismalarin
sonugclar1 topikal sevofluran ile ¢ok hizli ve kalict semptomatik rahatlama oldugu ve
yara boyutunun kii¢iildiigii seklindedir (81). Hastalarin hicbirinde sistemik yan etki
goriilmedigi 1s1 artig1 ve kasinti gibi lokal hafif yan etkiler oldugu bildirilmektedir.
Calismamizda, agr1 duyusunu ratlarda nesnel sonuglarla gosterememis olsak da
sevofluran uygulanan gruptaki deneklerin daha hareketli oldugunu, besin aliniminin
daha iyi oldugunu goézlemledik. Bu durumun daha az agri hissetmeleriyle ilgili

olabilecegini diiglinliyoruz.

Calismada bu bulgularin yani sira kisitlayic1 faktorlerin oldugu da goz ardi
edilmemelidir. Agr1 duyusunun degerlendirilmemis olmasi, hayvan deneyi etik kurulu
geregince her grup i¢in denek sayisinin 6 rat ile sinirlandirilmis olmasi, deney
hayvanlariin bakim siirecindeki teknik sorunlar nedeniyle ¢alismanin 15 giin ile
sinirlandirilmis olmasit ve immiinokimyasal g¢alisma kitlerinin yiiksek maliyetleri
nedeniyle calisma silirecinde sadece 3 ayr1 giinde Ornek alinabilmis olmasi

calismamizin kisithiliklari olarak sayilabilir.
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6. SONUC

Sonu¢ olarak; sevofluranin konvansiyonel kullanimi disinda, topikal olarak
kullanilabilecegi de literatiirde bildirilmektedir. Bununla birlikte sevofluranin topikal
yolla kullanim1 vaka serileriyle sinirli olup yiizeyel yaralarda analjezik,
antiinflamatuar ve antibakteriyel etkinligi gozlenmistir. Bulgularimiz, benzer sekilde
topikal sevofluranin hem histopatolojik hem de immiinokimyasal incelemelerle yara
tyilesmesinde olumlu etkilerinin  oldugunu gdstermektedir. Calismamizda
histopatolojik olarak gosterdigimiz bulgularimiz immiinokimyasal caligmalar ve
goniillilerde yapilacak randomize kontrollii ¢aligmalarla desteklendiginde
sevofluranin gelecekte yara tedavilerinde alternatif ve gilivenli bir secenek olarak

kullanilabilecegini diisiiniiyoruz.
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