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Amag; Bu galigsma, iskemik ve enfekte iskemik yara modeli olusturulan siganlarda,
21 giin boyunca yara bolgelerine Lactobacillus plantarum uygulanmasiyla yara
iyilesmesine etkilerinin morfolojik, mikrobiyolojik, histopatolojik ve molekiiler
olarak degerlendirilmesini amaglamaktadir.

Yontem; Deneysel tipteki arastirma yetiskin erkek siganlarla yapilmistir. Iskemik
yara gurubu ve enfekte iskemik yara grubu olmak tizere 2 ana deney grubu
bulunmaktadir. Iskemik yara grubu, iskemik yara kontrol grubu (i1), iskemik yara
L. plantarum grubu (12) ve iskemik yara antibiyotik gruplarindan (13) olusmustur.
Enfekte iskemik yara gruplari, enfekte iskemik yara kontrol grubu (E1), enfekte
iskemik yara L. plantarum grubu (E2) ve enfekte iskemik yara antibiyotik
gruplarindan (E3) olugmaktadir. Tiim gruplarin 1,3,5,7,14 ve 21. giinlerinde yara
bolgelerinin fotograflar1 ¢ekilmis ve 3’er hayvan sakrifiye edilerek alinan doku
ornekleri mikrobiyolojik, histopatolojik ve molekiiler olarak analiz edilmistir.
Cekilen yara bolgelerinin fotograflar1 image j programi kullanilarak yara boyutu
Olctimleri gergeklestirilmistir.

Bulgular: Morfolojik degerlendirmelerde L. plantarum uygulanan gruplarda yara
boyutu diger gruplara gore anlamli olarak kiigiiktiir. Mikrobiyolojik
degerlendirmelerde E1, E2 ve E3 gruplan arasindaki degerlendirmeler sonucunda
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklihlk goriilmemistir.
Histopatolojik degerlendirmelerde proliferasyon evresinde anjiyogenez ve
graniilasyonda, remodelling evresinde fibrozis ve kollajen degerlendirmelerinde
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugu gortlmustir. IL-1 seviyesinin
degerlendirmesinde 7. giine kadar L. plantarum uygulanan grupta en diisiik
seyrettigi  gortilmektedir. IL-8 seviyelerinin 1,5,7 ve 14. giinlerde anlamh
farkliliklar oldugu goriilmistiir. Enfekte iskemik yara grubunda L. plantarum
uygulanan grubun IL-8 seviyesinin diger gruplardan daha yiiksek bulunmustur.
Sonug: Iskemik ve enfekte iskemik yara modeli uygulanan siganlarda L. plantarum
kullaniminin yara iyilesmesi iizerine etkileri morfolojik, mikrobiyolojik,
histopatolojik ve molekiiler analizlerle ortaya konmustur.

ANAHTAR KELIMELER: iskemik yara, enfekte iskemik yara, Lactobacillus
plantarum, yara iyilesmesi, deneysel ¢aligma, rat.
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Aim; This study aims to evaluate the effects of morphological, microbiological,
histopathological and molecular wound healing effects by applying L. plantarum to
the wound sites for 21 days in rats with ischemic and infected ischemic wound
models.

Method; Experimental type research was conducted with adult male rats.
Experimental groups were made two main groups. These are ischemic wound and
infected ischemic wound groups. Ischemic wound group consisted of control, L.
plantarum treated group and the antibiotic treated groups. Infected ischemic wound
group consisted of control, L. plantarum treated group and antibiotic treated groups.
Photographs of wound areas were taken on days 1,3,5,7,14 and 21 in all groups,
and tissue samples taken after sacrificing 3 animals were analyzed
microbiologically, histopathologically and molecularly. Wound size measurements
were performed using the images of the wound areas taken using the image j
program.

Results: Wound size was significantly smaller in L. plantarum applied groups
compared to other groups. In microbiological evaluations, there was no statistically
significant difference between the groups. Histopathological evaluation was
evaluated over 3 main stages: inflammation, proliferation and remodelling. In the
analyzes performed, it was observed that there were statistically significant
differences in angiogenesis and granulation in the proliferation stage, and in fibrosis
and collagen evaluations in the remodelling stage.

In the evaluation of IL-1 level, it was observed that it was the lowest in the 12 group,
which was administered L. plantarum until the 7th day. Significant differences were
observed in IL-8 levels on days 1.5, 7 and 14, and it was observed that the
significant difference was due to the lower expression level of the group in which
L. plantarum was used.

Conclusion: The effects of using L. plantarum on wound healing in rats treated with
ischemic and infected ischemic wound models were demonstrated by
morphological, microbiological, histopathological and molecular analyzes.

KEYWORDS: Ischemic wound, infected ischemic wound, Lactobacillus
plantarum, wound healing, experimental study, rat.
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1. GIRIS

Yara, cilt ve mukozay1 olusturan dokularin ¢esitli faktorler sebebiyle
biitiinliigiiniin bozulmasidir. Yara iyilesmesi yalnizca yara bolgesini degil bircok
sistemi i¢eren hiicresel, fizyolojik ve biyokimyasal durumlart kapsar (1).

Yara iyilesmesi, kan hiicrelerini, sitokinleri, parankimal hiicreleri ve hiicre
dist1 matriks reorganizasyonunu iceren dinamik bir evredir ve hemostaz,
enflamasyon, proliferasyon ve rejeneratif fazdan olusan siiregleri igermektedir. Bu
stiregler sirastyla ve birbiriyle organize sekilde gergeklesmektedir. Yara iyilesme
evrelerinde biiylime faktorleri ve sitokinler 6nemli gorevlere sahiptirler. Biiylime
faktorleri yara iyilesme siirecinde hiicrelerin boliinmesi, migrasyonu, farklilagmasi
gibi olaylarda rol alirken, iyilestirici etkilerini 6zellikle anjiogenezi ve hiicresel
cogalmay1 uyararak gosterirler. Sitokinler ise yara iyilesme fazlarinin hepsinde
farkl etkilerle gorev alirlar (2).

Iyilesme siirecini etkileyebilecek en dnemli faktérlerden biri de dokunun
oksijenizasyonudur. Normal yara iyilesmesinin kilit noktast oksijendir ve kollajen
birikimi, epitelizasyon, fibroplazi, anjiogenez ve enfeksiyona direng dahil olmak
tizere yaralarin iyilesmesinde kritik diizeyde oksijene ihtiya¢c duyulmaktadir.
Dokuya oksijenin ulagmasini etkileyebilecek c¢esitli vaskiiler veya sistemik
problemler olabilir. Kan akiminin kesintiye ugramasi, yaradaki perflizyon
basincinin diigmesine neden olur ve bu durum doku hipoksisini meydana getirir
(2,3). lyilesme siirecinde nétrofillerin antibakteriyel aktivitesi, kollajen sentezi,
epitel hiicre replikasyon hizi ve anjiogenez gibi oksijen perfiizyonunun gerekli
oldugu basamaklar durabilir. Kronik hipoksi, yaray1 enfeksiyona agik hale getirir.
Hipoksi ve enfeksiyon kirilmasi gii¢ bir kisir dongii olusturur (2).

Kronik yara olgular1 oldukga sik karsilagilan ve hem hastay1r hem de saglik
sistemlerini sikintiya sokan durumlardir. Olusan kronik, iskemik ve enfekte yara
olgular1 uzuv kaybina sebebiyet verebilir ve hayati tehdit edebilir. Bu sebeple yara
ve yara enfeksiyonlarinin tedavilerinde her zaman farkli bakis agilarina ve
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir (4-6).

Son yillarda yapilan caligmalarla birlikte, probiyotiklerin konake¢i ve
mikroplar arasindaki etkilesimi diizenleyerek zor iyilesen yaralarin 6nlenmesinde
ve tedavisinde faydali olabilecegi Ongoriilmektedir (7-12). Bu amagla

probiyotiklerin yara iyilesme siirecindeki etkileri ve yara tedavisinde potansiyel



kullanimlar1 dikkat ¢ekmektedir (13). Probiyotik bakterilerin yara iyilesme
evrelerinde olumlu etki gostererek evreleri hizlandirmasi, immiin sistemi aktive
etmesi ve antimikrobiyal etkinlik gostermesi ile tedavi sec¢enckleri arasinda
degerlendirilebilecegi fikrini giiclendirmektedir.

Bu ¢alismada enfekte iskemik yara modelinin ilk defa denenmesiyle beraber
bu siireglerin nasil ilerledigine dair gézlemler ortaya konulmustur. Yara vakalarinda
muhtemel iskemi ve enfeksiyon birlikteliginin karsilastirilmasiyla birlikte enfekte
iskemik yara modeli olusturulan ratlarda Lactobacillus plantarum’un yara iyilesme
stirecine katkilarinin morfolojik, mikrobiyolojik, histopatolojik ve molekiiler

analizler dogrultusunda arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Yara lyilesmesi ve Evreleri

Yara, normal deri anatomisinde ve fonksiyonunda bozulma ya da epitel
biitiinligiiniin kaybolmasina neden olan doku hasari olarak tanimlanmaktadir (14).
Yara iyilesme siireci, enflamatuvar faktorleri, yara bolgesindeki hiicreleri ve
biiyiime faktorlerini iceren birbiriyle etkilesimli olaylar dizisi ile karakterizedir
(15). Bu siire¢ genellikle hemostaz, enflamasyon, proliferasyon ve yeniden
sekillenme (modelleme) olmak iizere 4 ana asamada gerceklesir. Her evre, farkl
bir¢ok hiicre tiirii, bliylime faktorleri ve hiicre dis1t matriks (ECM: ekstraseliiler
matriks) arasinda gergeklesen birtakim etkilesimler ile gergeklesir. Ancak bu
asamalar kesin bir ¢izgi ile ayrilamaz, birbiri ile ortlisen ve kesintisiz devam eden

olaylar olarak kabul edilir (16-18).

2.1.1 Hemostaz

Hemostaz, viicudun kanamayr durdurmak i¢in gerceklestirdigi olaylar
biitiinlidiir. Yaralanma aninda kanamanin meydana gelmesi ile hemostaz aktive
olur. Bu siirecte gergeklesen olaylarin asil amaci kan kaybini1 6nleyerek vaskiiler
sistemi korumaya caligmaktir. Bir diger amag ise iyilesmenin diger siireglerinde
ihtiya¢ duyulan matriks yapisinin olusturulmasidir. Hemostaz, bir¢ok faktor
tarafindan baslatilir. Ik énce damarlarin kasilmasi ile vazokonstriksiyon meydana
gelir, kan kaybinin minimuma inmesi saglanir. Yara bolgesindeki hiicreler
tarafindan salgilanan pihtilasma faktorleri pihtilasma kaskadini aktive eder.
Trombosit agregasyonu meydana gelir ve fibrin pihtist olusturulur.
Vazokonstriksiyon daha fazla kan kaybmi onlerken, fibrin pihtisi ise yara
bolgesinde gecici sizdirmaz bir yapi olusturarak mikroorganizma akisini1 onler.
Fibrin pihtis1, fibroblast ve keratinositleri yonlendiren gegici bir matriks veya yapi

iskelesidir (19-21).
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2.1.2 Enflamasyon

Yara iyilesmesinin ikinci asamasi enflamasyondur. Bu asama, trombositler,
salgilanan sitokinler ve hemostazin yan iriinlerinden salinan ¢esitli aracilar ile
aktive olur. Yaralanmadan sonraki dakikalar i¢inde nétrofiller yara bolgesine ulasir.
Notrofiller, yara bolgesinde bulunan mikroorganizmalar1 kontrol altina alir. Ayrica
bolgede bulunan fibroblastlar ve epitel hiicreleri notrofiller tarafindan aktive edilir.
Enfeksiyon varliginda nétrofil infiltrasyonu devam eder. Enfeksiyon yoklugunda
ise yara bolgesinde bulunan monositler farklilagarak makrofaja doniisiir. Yara
iyilesme siirecinin geri kalan kisminda makrofajlarin yogunlugu ve baskinligi

goriiliir. Makrofajlar, mikroorganizmalari, notrofil artiklarini, fibrin pihtilarini ve



diger hiicre kalintilarin1 sindirmeye ek olarak, onarim asamasini baglatmak i¢in
nitrik oksidi sentezler ve sitokinlerin (PDGF, TGF-B, TGF-a, FGF, IL-1, IL-8 vb.)
salgilanmasini saglar. Makrofajlar immun savunma ihtiyac1 azaldikg¢a iyilesme
stireglerinin  diizenlenmesinde goérev alirlar. Yara iyilesmesinin enflamasyon
asamasinda kanama kontrol edilir ve yara bolgesi temizlenir. Bdylece hiicre

cogalmasinin ve onariminin bir sonraki asamasi i¢in uygun ortam hazirlanmis olur
(5,15,22-24).
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2.1.3 Proliferasyon

Proliferasyon evresi fibroblast ve endotel hiicrelerinin gd¢iiniin ardindan
ekstraseliiler matriksin birikimi ve graniilasyon dokusunun olusumu ile
karakterizedir. Bu evre spesifik mekanizmalardan olusur. Bu mekanizmalar, yara
ylizeyinin yeni doku ile kaplanmasi; yeniden epitelizasyon, damar biitlinliigiiniin
geri kazanilmast; anjiyogenez ve doku hasarinin ve biitiinliigliniin yeni bag dokusu
ile doldurularak onarilmasi; graniilasyon evreleridir. Bu evrede yaranin gerilme
kuvvetinin artis1 gozlenir. Bu asama i¢in anahtar hiicreler fibroblast ve
keratinositlerdir (16,25,26).

Yeniden epitelizasyon siireci doku hasarindan birkag saat sonra baslar.
Epidermal hasarin onarimindan ¢ogunlukla keratinosit gogii sorumludur. Yaranin
meydana gelmesinden birkag giin sonra yara kenarindaki ve yara i¢indeki epidermal
hiicreler boliinmeye ve ¢ogalmaya baslar. Boylece yara bolgesine go¢ eden hiicre
popiilasyonuna katkida bulunur. Cesitli sitokinler ve matriks proteinleri
keratinositlerin yara yatagina gogiinii hizlandirir. Transforme edici biiyiime faktorii
beta (TGF-B) ve epidermal biiyiime faktorii (EGF) keratinositleri gé¢ etmeye tesvik
eder (20,27-29).

Herhangi bir onarim siirecinin temel basamaklari, diizenli bir besin kaynagi
ve saglam bir dagitim sisteminin varligidir. Bu islemler vaskiiler sistem tarafindan
gergeklestirilir. Yaralanma ve benzeri durumlar sonucu islevi bozulan vaskiiler
sistemin eski haline getirilmesi siireci, anjiyogenez olarak tanimlanmaktadir. Bu
siire¢ dokuda meydana gelen hipoksi ve salgilanan biiyiime faktorleri tarafindan
uyarilir. Hemostaz ile olusturulan fibrin pihtisinin yerini alan epidermal hiicreler
gegici bir ortli meydana getirir. Boylece anjiyogenezin ilerleyebilecegi kapali bir
yapt olusturulmus olur. Fibroblast biiylime faktorii (FGF) ve vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii (VEGF) gibi biiyiime faktorleri endotel hiicreleri tarafindan
salgilanir ve yara kenarlar1 boyunca anjiyogenezi uyarir. Anjiyogenezin diger bir
temel amaci, yeterli oksijen kaynagi ile hiicre dis1 matriksin olusturulmasidir (30—
34).

Yeniden epitelizasyon iglemi gergeklesirken ayni zamanda fibroplazi ve
anjiyogenez de ger¢eklesmektedir. Fibroplazi, graniilasyon dokusunun olusumu ve
dermal matriksin yeniden olusturulmasidir. Graniilasyon, fibrin pihtisinin

hyaluronik asit, fibronektin ve diger hiicre dis1 matriks bilesenleri bakimindan



zengin yeni doku ile degistirildiginde meydana gelir. Graniilasyon dokusunda
baskin hiicreler fibroblastlardir. Fibroblastlar, kollajen ve hiicre dis1 matriksi
olusturan bir¢ok maddeyi iiretir. Normal fibroblastlar ile graniilasyon dokusunda
yer alan fibroblastlar hem yap1 hem de islev bakimindan farklilik gosterirler. Yara
bolgesindeki graniilasyon dokusunda yer alan fibroblastlar proliferasyondan ziyade
kollajen sentezinde gorev alirlar. Ayrica zamanla miyofibroblastlara farklilasarak
yara kasilma siirecine katilirlar. Graniilasyon dokusunun yapisi ve bilesimi
olgunlastikga devamli olarak degisime ugrar. Kollajen, baskin protein olmasina
ragmen dokuda farkli tiplerde bulunur. Zamanla kollajen tipleri degiserek iyilesen

yaranin gerilme giicliniin artmasi saglanir (16,35,36).
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2.1.4 Yeniden Sekillenme/Modelleme

Yeniden sekillenme yara iyilesme siirecinin son asamasidir. Bu asamanin
amact, dokunun islevsel bariyerini eski haline getirmek ve yaranin gerilme
mukavemetini arttirmaktir. Bu asamanin temel hiicreleri fibroblastlar ve
makrofajlardir. Makrofajlar programli hiicre o6liimii ile yaranin yeniden
sekillendirilmesinde rol oynar. Fibroblastlar, fibronektin, hyaluronik asit,
proteoglikan ve kollajen {iiretirler. Biitiin bu maddeler, hiicrelerin hiicre gocilinde
miyofibroblastlarin yara kasilmasina neden olacak bir baglanti ve kollajen birikimi
i¢in bir sablon islevi goriir. Hyaluronik asit hiicre gogiinii ve boliinmesini tesvik
eder. Proteoglikanlar, doku esnekligine katkida bulunurlar. Kollajen sentezi,
yaralanmadan yaklagik 5 giin sonra zirveye ulasir. Ancak bu iiretim haftalar ve
aylarca devam eder. Bu siire boyunca, kollajen ve hiicre dis1 matriks dokusu yarada
birikmeye devam ederken, gelisen bag dokusu hiicre olgunlagmasi ve apoptoz ile
sekillendirilir. Uretilen kollajen yapisal destek saglayarak dokunun gerilme
mukavemetini arttirir. Yara mukavemeti artmasina ragmen, yaralanma oncesi

giiclin yilizde 80’inden fazlasi elde edilemez (20,25,28,29,37).
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Onarilan doku ile hasar gérmemis doku arasinda onemli farkliliklar
bulunur. Yeni bag dokusu, alttaki bag dokusu matrisine iyi sabitlenmemis ve
normal deriden daha kalindir. Bu siire zarfinda kollajen demetleri boyut ve gii¢
olarak biiylir ve anjiyogenez durur. Hiicre dis1 matriks i¢indeki metabolik aktivite
azalir. Makrofajlar, keratinositler, fibroblastlar ve miyofibroblastlar gibi hiicreler

apoptoz ile azaltilir (19,25).

2.2 Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

Yara iyilesmesi, bircok faktorii ve evreyi iceren karmasik siirecler

biitlintidiir. Bu siiregte yara iyilesmesini etkileyen birtakim faktorler bu siireglerin



seyrini degistirebilmektedir. Bu faktorler genel olarak lokal ve sistemik olmak
tizere iki baslikta toparlanabilir. Yara iyilesmesini etkileyen faktorler Tablo 2-1’de
gosterilmistir (38,39) .

Tablo 2-1. Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

SISTEMIiK FAKTORLER
Obezite

Sigara Kullanimi

LOKAL FAKTORLER
Kan Akisinin Yetersiz Olmasi

Derinin Gerilmesi

Cerrahi Yaranin Uygun Kapatilmamasi Beslenme Bozuklugu

Yetersiz Vendz Drenaj Ileri Yas

Yabanci Cisim Varligi Vitamin ve Mineral Eksikligi

Enfeksiyonun Varligi Metabolik Hastaliklar
Yaranin Eklem Gibi Hareketli Bolgede Kemoterapi ve Radyoterapi Tedavileri
Olmasi

Immun Sistemi Baskilayici ilag Kullanimi

Steroid ve Antikoagiilan Ilag Kullanimi

2.3 Yaralarin Stmiflandirilmasi ve iskemik Yaralar

Yaralarin smiflandirilmasi, yaranin iyilesme siiresine, biitiinliigline,

kontaminasyon durumuna, kokenine, etiyolojisine ve yapilan farkli

siiflandirilmalara gore gesitlilik arz etmektedir. Yaralarin siniflandirilmasi Tablo

2-2’de gosterilmistir (34,39).

Tablo 2-2. Yaralarin Siniflandirilmasi

Kokenine Gore Etiyolojisine Yara lyilesme | Kontaminasyon | Biitiinliigiine
Yaralar Gore Siiresine Gore Durumuna Gore
Gore
e Mekanik e Travma e Akut e Temiz Yaralar Acik
Yaralar e Yanik e Kronik e Temiz Yaralar
o Kimyasal o Penetran Kontamine Kapali
Yaralar Yaralanmalar Yaralar Yaralar
o Radyasyondan | e Cerrahi o Kontamine
Kaynaklanan Yaralar Yaralar
Yaralar ® Agir
e Termal Stres Kontamine/
Yaralar1 Kirli Yaralar
e Hastaliklardan
Kaynaklanan
Yaralar
o Cerrahi
Yaralar
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o Mikrobiyal
Infeksiyondan
Kaynakl
Yaralar

¢ Hayvan
Isiriklart

Iyilesme siiresine gore yaralar akut ve kronik yaralar olarak siniflandirilirlar.
Akut yaralar ¢evresel faktorlerden kaynaklanan ve iyilesme siiresi hizli ve iyilesme
stirecleri diizenli ilerleyen yaralardir. Kronik yaralar ise iyilesmenin ¢ok daha uzun
stirdligli, iyilesme evrelerinin diizenli bir sekilde ilerlemedigi, ¢ogunlukla tekrar
eden ve genelde iyilesme gostermeyen yaralardir (23,40). Kronik, iyilesmeyen
yaralarda sebebi ne olursa olsun hipoksik bir ortam bulunur. Hipoksi, dokudaki
oksijen oraninin diismesini, bir dokunun veya organin siirli kan akisinin olmasin
ifade eder. Bu durum iskemi ortamimi olusturur. Iskemik yara, arterden azalan kan
akisinin neden oldugu bir ilserdir. Diislik oksijen seviyeleri nétrofillerin ve
fibroblastlarin iglevlerini azaltir, kollajen sentezini azaltir ve yara enfeksiyonunu
artirir. Kanda yeterli miktarda oksijenin bulunmamasi ve perflizyonda aksakliklarin
goriilmesi ile iskemik yaralar meydana gelir. Iskemik yaralar, basing uygulanan,
ayakkabinin siirtiinme yaptig1 ve tekerriir eden travmaya maruz kalan bolgelerde
siklikla goriiliir. iskemik yaralara sebep olan risk faktdrleri 2 ana gruba ayrilabilir.
Obezite, alkol ve tiitiin kullanimi, hareketsiz yasam ve kolestrol gibi degistirilebilir
risk faktorleridir. Periferik damar hastaligi, hipertansiyon, diyabet, talasemi, orak
hiicre hastaligi, kronik bobrek rahatsizliklart ve ileri yas gibi faktorler de
degistirilemeyen risk faktorleri olarak agiklanabilir (2,3,6,41).

2.4  Sitokinler ve Biiyiime Faktorlerinin Yara Iyilesmesindeki
Rolleri

Yara iyilesmesi, bir¢ok metabolik olay1 ve hiicreyi kapsayan karmasik ve
kapsamli bir siiregtir. lyilesme siireclerinin diizenli ve saghikli bir sekilde
ilerleyebilmesinde sitokinler ve biiyiime faktorleri 6nemli gorevler iistlenirler (42).
Biiyiime faktorleri, hiicrelerin ¢ogalmasi, farklilasmasi ve gocii gibi gorevlerde rol
aldiklar1 gibi protein ve enzim iiretiminde de aktif durumdadirlar. Yara

iyilesmesine, anjiyogenezi ve hiicresel ¢ogalmayi aktive ederek katkida bulunurlar

(43).
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Sitokinler ise diisiik molekiiler agirliga sahip protein yapida molekiillerdir.
Sitokinlerin dogal ve edinsel bagisiklik cevabinda hiicresel biiyiime, farklilagsma,
Enflamasyon ve onarim gibi bir¢ok goérevi bulunmaktadir. Yara iyilesmesinde ise
ozellikle hiicre boliinmesi ve ¢gogalmasinin uyarilmasinda oldukc¢a dnemlidir. Bazi

sitokin ve biiyiime faktorlerinin yara iyilesme evrelerinde aldigi gorevler Tablo 2-

3’te gosterilmistir (21,42,44).

Tablo 2-3. Sitokinler ve Biiylime Faktorlerinin Rolleri

SITOKIN-
BUYUME KAYNAGI GOREVLER
FAKTORU
PDGF Makrofajlar, endotel | Makrofaj ve noétrofillerin proliferayonu
(Trombosit hiicreleri, trombositler, | ve  kemotaksisinde gorev  alirlar.
kaynakli diiz kas hiicreleri, Fibroblastlarmm proliferasyonunda ve
biiyiime anjiyogenezde yardimci olurlar.
faktorii)
TGF-a Epidermal hiicreler, T | Birgok epitel hiicresinin replikasyonunu
(Transforme hiicreleri ve makrofajlar uyarir, notrofillerin aktivasyonunu ve
edici biiyiime anjiyogenezin uyarilmasini saglar
faktorii alfa)
TGF-p Trombositler, T | Enflamasyon, anjiyogenez ve
(Transforme lenfositler, endotel | reepitelizasyonda gorev alir. Kollajen
edici biiyiime hiicreleri, fibroblastlar ve | sentezini uyarir.
faktorii beta) diiz kas hiicreleri
EGF Aktive makrofajlar, tiikkriik | Keratinosit ve fibroblastlarin
(Epidermal bezleri, keratinosit, | proliferasyonu, keratinositlerin gogii ve
biiyiime fibroblast graniilasyon dokusunun olusumu
faktorii)
FGF Makrofajlar, Fibroblast ve keratinosit proliferasyonu,
(Fibroblast keratinositler, fibroblast, | keratinositlerin go¢ii, anjiyogenezin
bilyiime endotelyal hiicreler, | uyarilmasi, yara kontraksiyonunu ve
faktorii) kondrositler ve diiz kas | matriks depolanmasini uyarir.
hiicreleri
VEGF Makrofajlar, endotel | Anjiyogenezde endotel hiicrelerinin
(Vaskiiler hiicreleri,  keratinositler, | gogalmasini  ve hareketini uyarr.
endotelyal fibroblastlar ve diiz kas | Pihtilasma mekanizmasinda rol alir.
biiyiime hiicreleri
faktorii)
TNF- a Makrofajlar, T ve B | Fibroblast proliferasyonu
(TUimor hiicreleri
nekrozis
faktor alfa)
IL-1 Aktive makrofajlar, | Lokosit baglanmasimi ve toplanmasini
(Interlékin 1) | endotel hiicreleri, mast | arttirir, doku fibroblastlarmi aktive
hiicreleri ederek ekstraseliiler matriksin
proliferasyonuna ve yapimina yardimci
olur.

12




IL-6 Notrofil, makrofaj Enflamasyon ve reepitilizasyonda gérev
(Interldkin 6) alir.

IL-8 Nétrofil, makrofaj Notrofil adezyonu ve gog¢iinii uyarir.
(Interldkin 8)

2.5 Yara Enfeksiyonlar: ve Staphylococcus aureus

Yara ve yara enfeksiyonlar1 saglik sisteminin en Onemli sorunlarindan
biridir. Ozellikle kroniklesen yaralarin, etkin bir bigimde yonetilmesi ve sagaltimu,
morbiditenin azalmasini ve yasam kalitesinin arttirtlmasini saglar (39).

Biitlin yaralar derinin mikroflorasinin bir parcasi olan mikroorganizmalarla
kontamine olur (45). Yaralarin mikrobiyal kolonizasyonu, yaranin yiizeyinde
cogalan mikroorganizmalarin mevcudiyeti ile karakterize edilir, ancak konakg¢idan
hi¢bir bagisiklik tepkisi, Klinik belirti ve semptom yoktur. Ayni zamanda, yara
enfeksiyonu mikroorganizmalarin patojenitesine ve konagin immiin cevabina
baghdir. Agr, hassasiyet, 1s1, eritem, dem ve apse gibi klinik belirtilerinin varlig
enfeksiyonu belirler. Ayrica, pozitif kiiltiir bulgulart her zaman enfeksiyon
varliginin kanit1 degildir. Clinkii yarada enfeksiyon olusturmayan bakteri kolonileri
bulunabilir. Bir yarada 1ml’de 10>’ten daha fazla mikroorganizma bulunmastyla
yara enfekte kabul edilir (39,46,47).

Yara enfeksiyonlari gesitli sekillerde meydana gelebilir. Enfeksiyona sebep
olabilecek etkenler konak¢1 florasindan ya da kontaminasyondan kaynaklanabilir.
Bu etkenlerden biri de insanlarda dogal yasam alani deri ve nazofarenks olan
Stapylococcus aureus’tur. Stapylococcus aureus, gram pozitif, kok seklinde,
hareketsiz, sporsuz ve katalaz pozitif bir bakteridir. Bu bakteri, postoperatif yara
enfeksiyonlarinda ya da travma sonrasi enfeksiyonda oldugu gibi, yaranin dogrudan
kontaminasyonu sonucunda da enfeksiyona sebebiyet verebilir. Stapylococcus
aureus’un yayilmasi ve bakteriyemi olusmasit sonucunda endokardit, akut
hematojen osteomiyelit, menenjit veya akciger enfeksiyonu gelisebilir. S.
aureus’un yumusak doku ve kemige yayilmasi alt ekstremite ampiitasyonuna
sebebiyet verebilir. Bu nedenle erken tani ve uygun yara yoOnetimi Onem
tagimaktadir. Sonug olarak S. aureus toplumda 6nemli bir patojen olmaya devam
etmekte ve hastanelerde yiiksek morbidite ve mortaliteye sebep olmaktadir (48—

51).
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2.6 Yara ve Yara Enfeksiyonlarinin Tedavisi

Kronik yaralar son yillarda 6nemli mortalite ve morbiditeye neden
olmaktadir. Yara tedavilerinin uzun slirmesi, maliyetlerin artigina ve hastanede
yatis silirelerinin uzamasina sebebiyet vermektedir. Bu durum, hastay fiziksel ve
psikososyal olarak olumsuz etkilemesinin yaninda saglik sisteminin is yiikiiniin
artmasina da neden olur(39).

Kronik yara enfeksiyonlarinin tedavisinde sistemik antimikrobiyallerin
kullanim1 6n plana c¢ikmaktadir. Topikal antibiyotikler de Onemlidir, ancak
antibiyotik direncinin gelismesi klinik kullanimlariin siirlandirilmasina neden
olur. Enfekte kronik yarasi olan hastalarin tedavilerinde siireci kisaltmak i¢in en
uygun ve etkili antibiyotigin se¢cimi ¢ok dnemlidir. Giiniimiizde antibiyotik direnci,
en etkili tedavinin bulunmasini zorlastirmakta ve enfekte yara tedavisinde en zorlu
sorunu temsil etmektedir(52).

Antimikrobiyal tedavilerin yaninda yara tedavi siireclerinin saglikli
ilerlemesinde yara bakim {irtinlerinin kullanilmas: ve destek tedavi uygulamalari
olduk¢a onemlidir. Yaranin tiiriine, hastanin metabolik ve fiziki durumuna gore
yara bakimi farklilik gostermektedir. Giiniimiizde yara bakiminda esas olan yaranin
dogru degerlendirilip gereksinimlerinin belirlenmesi ve yara bdlgesinin nemli
tutulmasidir. Yara bakim iriinleri olarak hidrokolloidler, aljinatlar, hidrojeller,
transparan filmler ve kopiik Ortiiler gibi cesitli iirlinler kullanilabilmektedir.
Kullanilan iiriinlerin esas amaci yara iyilesmesine engel olan faktorlerin ortadan
kaldirilarak yaranin normal fizyolojik siirecine devam etmesini saglamaktir. Yara
bakim iirlinlerinin yam sira tedavilerde yeni ve farkli yaklasimlarda 6n plana
¢cikmaktadir. Bunlar; vakum yardimli kapama (VAC) tedavisi, hiperbarik oksijen
tedavisi, topikal oksijen tedavisi, larva tedavisi, lazer tedavileri, yapay deri
miihendisligi iirtinleri ve kok hiicre tedavileri olarak 6rneklendirilebilir. Tiim bu
tedavi yoOntemleri yara iyilesmesinin farkli evrelerinde etki gostermekte ve

stireglerin diizenli ve saglikli ilerlemesine yardimer olmaktadirlar (53,54).

2.7 Yara Tedavilerinde Probiyotikler ve Lactobacillus plantarum

Laktik asit bakterilerinin yem ve gida fermentasyonunda yiizyillardir

kullanildig1 bilinmektedir. Laktik asit bakterileri sebze, meyve, balik, et ve siit
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tiriinlerinin fermentasyonunda kullanilmaktadir (55). Ayrica ekmek yapiminda
kullanilan unlarin zenginlestirilmesinde, yiyeceklerin bozulma siirelerini ve raf
Omriinii uzatmak i¢in siklikla laktobasiller kullanilmaktadir. Laktik asit bakterileri,
gram pozitif, anaerobik-aerotolerant, homofermentatif bakterilerdir (56).

Laktik asit bakterileri igerisinde bilinen en biiyiikk genoma sahip tiirlerden
biri Lactobacillus plantarum tiiriidiir. L. plantarum 15-45° C arasinda iireyebilen
gram pozitif aerotolerant bir bakteridir. L. plantarum kefir, yogurt gibi baz1 siit
tirtinlerinin ve sebze ve meyvelerin fermentasyonu ile iiretilen geleneksel bazi
yiyecek ve iceceklerin iiretiminde siklikla kullanilir (56-58).

Son yillarda yapilan caligmalarla birlikte, probiyotiklerin konakgi ve
mikroplar arasindaki etkilesimi diizenleyerek zor iyilesen yaralarin tedavisinde
faydal1  olabilecegi  Ongoriilmektedir.  Tutunma  bdlgelerinde  patojen
mikroorganizmalarla rekabet eden probiyotikler, konagin bagisiklik tepkisinin
diizenlenmesinde aktif olarak rol oynarlar. Ozellikle laktik asit iireten bakteriler,
organik asitler, hidrojen peroksit, diisitk molekiil agirlikli antimikrobiyal maddeler,
bakteriyosinler ve adhezyon inhibitorleri gibi ¢esitli antimikrobiyal maddeler
tiretebilirler (59). Bu amagla probiyotiklerin yara iyilesme siirecindeki terapotik
etkilerine baglh olarak, topikal veya oral uygulama, yara ve iilserlerin tedavisinde
potansiyel kullanimlar1 dikkat ¢cekmektedir (13).

L. plantarum’un hem yara iyilesme siireclerinde hem de enfeksiyon
tedavilerinde etkili olabilecegine dair ¢aligmalar mevcuttur (60-63). Yapilan
calismalarda L. plantarum’un makrofaj ve lenfositleri aktive ettigi boylece immiin
sistemi harekete gecirdigi ve laktik asit tretimi ile antimikrobiyal etkinlik
gostererek biyofilm olusumuna engel oldugunu bildirmektedir (13,64). Ayni
zamanda L. plantarum’un {irettigi plantacirin ile hem gram pozitif hem de gram
negatif bakterilere karsi antimikrobiyal etkinliginin bulundugu bilinmektedir.
Ayrica L. plantarum’a ait zengin protein fraksiyonlarinin yara iyilesme safhalarinda
sitokinlerin ve kemokinlerin iiretimini arttirdigini ve S. aureus enfeksiyonunu
inhibe ettigi gorilmiistiir (65). Yanik yara iyilesmesine katkida bulundugu ve
enflamatuar donemi kisalttig1 goriilmistiir. Ayn1 zamanda L. plantarum’un topikal
uygulanmasinin, bagisiklik sistemi tepkisinin gii¢lendirilmesine, enflamasyonun
azalmasina ve yara iyilesmesi siirecinin hizlanmasma katkida bulundugu

belirtilmektedir (9).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, 12.06.2019 tarihli, 2019/25 numarah Bolu Abant izzet
Baysal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu karari ile
onaylanmistir. Calisma deneysel olarak Wistar albino cinsi 2- 4 aylik erkek
siganlar (rat) iizerinde yapilmistir. Calismada kullanilan deney hayvanlar1 BAIBU
Deney Hayvanlari Uygulama Arastirma Merkezinden temin edilmistir. Hayvanlar
caligma baslayincaya kadar ve calisma siiresince Deney Hayvanlar1 Uygulama
Arastirma Merkezinde, 12 saat aydinlik/karanlik, nispi nemi %60-70 olan ortamda
tutulmus ve ad libitum beslenmislerdir.

Calisma 15 akist olarak; 1) Deney hayvanlarinin temini ve gruplarin
olusturulmasi, 2) iskemik ve enfekte iskemik yara modellerinin olusturulmasi, 3)
L. plantarum ve antibiyotik tedavilerinin uygulanmasi, 4) Yara gézlemi ve Yara
bakimi; Metrik Ol¢lim ve makroskopik degerlendirme 5) Mikrobiyolojik,
histopatolojik ve molekiiler analizlerin gerceklestirilmesi 6) Istatistiksel olarak

verilerin degerlendirilmesi asamalarindan olugsmaktadir.

3.1 Deney Hayvanlarinin Temini ve Deney Gruplarinin
Olusturulmasi

Bu ¢aligmada iskemik yara ve enfekte iskemik yara olusturulan 2 ana grup
bulunmaktadir. Her iki grup altinda 3’er olmak {izere 6 alt grup bulunmaktadir.
Calismada her alt grupta 18 hayvan, toplamda 108 hayvan bulunmaktadir. Caligma

gruplari ve uygulanan iglemler Tablo 3-1’de agiklanmustir.

Tablo 3-1. Deney Gruplariin Olusturulmasi

ISKEMIK YARA GRUBU (i GRUBU)

ENFEKTE ISKEMIK YARA GRUBU (E
GRUBU)

i1 GRUBU; Bu gruptaki hayvanlara
iskemik yara modeli uygulandiktan sonra
bagka bir islem yapilmamistir (Kontrol
grubu).

E1 GRUBU; Bu gruptaki hayvanlara iskemik yara
modeli uygulandiktan sonra yara bolgeleri S. aureus
ile enfekte edilmis ve bagka islem yapilmamustir.
(Kontrol grubu)

I2 GRUBU; Bu gruptaki hayvanlara
iskemik yara modeli uygulanmis ve 21
giin boyunca yara bolgesine L. plantarum
lokal olarak uygulanmistir (Deneme
grubu).

E2 GRUBU; Bu gruptaki hayvanlara iskemik yara
modeli uygulandiktan sonra yara bolgeleri S. aureus
ile enfekte edilmis ve 21 giin boyunca yara bolgesine
L. plantarum lokal olarak uygulanmistir (Deneme
grubu)..
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I3 GRUBU; Bu gruptaki hayvanlara | E3 GRUBU; Bu gruptaki hayvanlara iskemik yara
iskemik yara modeli uygulandiktan sonra | modeli uygulandiktan sonra yara bolgeleri S. aureus
14 gin boyunca yara bdlgesine | ile enfekte edilecek ve 14 giin boyunca yara
antibiyotik  tedavisi  uygulanmistir | bolgesine antibiyotik tedavisi uygulanmistir (Pozitif
(Pozitif kontrol). kontrol).

3.2 liskemik Yara ve Enfekte iskemik Yara Modelinin
Olusturulmasi

Iskemik yara modelinin uygulams:: Sicanlara ketamin/ksilazin (75mg/kg;
10mg/kg) anestezi islemi uygulanmistir. Anestezi uygulandiktan sonra siganlar
yliziistli pozisyona getirilerek boyun kokiinden baslayarak asagiya dogru tiras
edilmistir. Traslanmis ve temizlenmis si¢an cerrahi alana alinmistir. Deri yiizeyi
cerrahi islem Oncesi sterilize edilmistir. Steril, tek kullanimlik 6 mm'lik bir punch
aleti kullanarak, belirlenmis flep alaninin merkezinde dort dairesel “iskemik” yara
bolgesi olusturulmustur. Alt kisimdan tek bir insizyon agilarak kiit makasla
yukariya dogru deri ve bag dokunun ayrilmasi saglanmistir. Acgilan ve bag
dokusunun ayrildigi kisima silikon tabaka yerlestirilip ve sabitlenmis, sonrasinda
dikis islemi gergeklestirilmistir (66). Yapilan 6n ¢alisma ile modelin uygulanisi
literatiirde belirtilen modelden farkli olarak gelistirilmistir. Literatiirde model, ¢ift
tarafli  kesilerin  olusturularak, deri altina silikon yerlestirilmesiyle
uygulanmaktadir. Yaptigimiz 6n calismada cift tarafli dikis uygulanmasinin
zorlugu, hayvanin bu bolgelere rahatca uzanip dikis ve yara bolgelerine zarar
verebilecegi ve silikon tabanin sabitlenmesinin sikinti  olusturabilecegi
goriilmistiir. Bu sebeple model modifiye edilmistir. Literatiir modeli ve modifiye

edilen model fotograf 3-1°de gosterilmistir.
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Fotograf 3-1. Ratlarda Iskemik Yara Modeli (A) ve Modifiye Edilmis Iskemik
Yara Modeli (B)

Modelin uygulanist Sekil 3-1’de ve uygulanmis hali Fotograf 3-1, 3-2, 3-3

ve 3-4’te gosterilmistir. Modelin olusturulmasindan sonra her hayvan tekli

kafeslere alinarak deney ve gézlemler gerceklestirilmistir.

steril 6 mmllik bir biyopsi

Sicanlarin sirt kismi tiras Derilalanicerranilislemticin punch aleti ile nmis flep

edilir ve kesi sablonlari [Feetiant
olusturulur.

~ ~ =
A M — M —

Kesi sablonu boyunca steril
Her iki taraftan silikon tabaka Olusturulan ki tarafli kanadin bir nester ile insizyonlar
eleturularak dikis atilir altina silikon tabaka yerlestirilir. vaparak iki tarafli bir kapak
olusturulur.

Sekil 3-1. Iskemik Yara Modelinin Olusturulmasi

Anestezi Islemi
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Fotograf 3-2. Yara Modeli Olusturulan Ratlarin Operasyona Hazirlanmasi
(Traslama, Asepsi ve Antisepsi)

Fotograf 3-3. Ratlarda Punch ile Yara Olusturma ve Silikonun Yerlestirilmesi

19



Fotograf 3-4. Ratlarda Silikonun Diizeltilmesi ve Dikis ile Sonlandirma

Iskemik yaralar olusturulduktan sonra enfeksiyon grubundaki siganlarmn
yara bolgelerine (enfekte iskemik yara grubuna) 1mL’de 10° cfu/ml S. aureus
ATCC29213 standart susu kullanilarak hazirlanan salin soliisyon 50 pl tek doz
olarak inokiile edilmistir (65).

3.3 Lactobacillus plantarum’un ve Antibiyotik Tedavisinin
Uygulanmasi

L. plantarum standart sus olarak temin edilmistir. Her iki gruptaki
hayvanlara 10*° cfu/mL, L. plantarum (ATCC14917) serum fizyolojik igerisinde
yara bolgesine 21 giin boyunca topikal olarak uygulanmistir (67).

S. aureus ATCC29213 susu ile olusturulan yara enfeksiyonuna Gentamisin

14 giin boyunca 50mg/mL dozunda topikal olarak uygulanmistir (68,69).
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Fotograf 3-5. Ratlarda Yara Bolgesine L.plantarum ve Antibiyotik Uygulamasi

3.4 Yara Goézlemi ve Yara Bakimi; Metrik Ol¢iim, Makroskopik

Degerlendirme

Iskemik yaranin ve enfeksiyonun olusturulmasindan sonraki 1,3,5,7,14 ve
21. glinlerde yara bolgesinin fotograflari, yara bolgelerinin biiytikliigiinii belirtecek
sekilde bir cetvel esliginde cekilmistir. Cekilen fotograflar image j programi

kullanilarak yaralarin iyilesme oranlar1 belirlenmistir.
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Fotograf 3-6. Yaranin Olciimii ve Degerlendirilmesi

4 E212 (1)JPG (52.8%

4288x2848 pixels; RGB; 47MB

4 Image)
File Edit Image Process

— X

Plugins Window Help
T /0|~ | | |-

Analyze Particles...
Summarize
Distribution. ..

Label

Clear Results
Set Measurements...

Set Scale..

Calibrate...

Histogram Ctri+H
Plot Profile Ctri+K
Surface Plot...

Gels

Tools

Fotograf 3-7. Yara Bolgelerinin imaj J Programu ile Olgiimii
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Fotograf 3-8. Ratlarada Yara bolgesinden Doku Alinmasi

3.5 Mikrobiyolojik, Histolojik ve Molekiiler Analizlerin
Gerceklestirilmesi

Tiim deneme gruplarinda uygulamanin 1.,3.,5.,7.,14., ve 21. giinlerinde her
bir gruptan 3’er hayvan yiiksek doz anestezik madde verilerek sakrifiye edilmis ve

yara dokular1 alimarak mikrobiyolojik, histopatolojik ve molekiiler analizler

gergeklestirilmistir.

Molekiler

Sekil 3-2. Mikrobiyolojik, Histolojik ve Molekiiler Analizlerin Gerg¢eklestirilmesi
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3.5.1 Mikrobiyolojik incelemeler

Iskemik yaralar olusturulduktan sonra enfekte iskemik yara grubundaki
sicanlarin yara bolgelerine ImL’de 10° cfu/ml S. aureus (ATCC29213) olacak
sekilde hazirlanan salin soliisyon 50 pl tek doz olarak inokiile edilmistir.

Mikrobiyolojik inceleme i¢in 1.,3.,5.,7.,14., ve 21. giinlerde her gruptan 3’er
sigan sakrifiye edilmis ve sicanlarin yara bolgesinden bistiiri ile dikey olarak tiim
deri tabakasi kesilerek doku Ornekleri alinmistir. Doku Ornekleri tartilarak steril
sartlarda kiyma haline getirildikten sonra her numune 1 ml Miiller Hinton Broth
igerisine alinarak ve numuneler steril serum fizyolojik sivi eklenerek 10 ml’ye
tamamlanmis ve kuvvetlice vortekslenmistir. Seri halinde 10 kat seyreltiler
hazirlanarak koyun kanli agar besiyerlerine ekim yapilarak 37°C' de 24 saat
boyunca inkiibe edilip, koloni sayimlar1 gerceklestirilmistir.

Gram doku bagina iireyen koloni sayisi (cfu/gr) = (N x D x 10) / W (N:
Plaktaki koloni sayisi, D: Inokiilum sulandirim degeri, W: Ornegin agirhg (g))
formiiliine gore hesaplanmistir (70,71).

L. plantarum’un gézlemlenmesi ve degerlendirilebilmesi i¢in 1.,3.,5.,7.,14.,
ve 21.giinlerde doku o6rneklerinden mikrobiyolojik degerlendirilme yapilmistir.
Mikrobiyolojik degerlendirmenin yapilabilmesi i¢in doku 6rnegi ayni yontemle
hazirlanip DE Man Rogosa Sharpe (MRS) besiyerine ekim yapilarak ayni sartlarda
inkiibe edilmistir. Sonrasinda koloni sayim1 yapilip, ayni formiilasyonla hesaplama

gergeklestirilmistir.
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Fotograf 3-10. Koloni Sayimlar
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Fotograf 3-11. Hizli Antijen Testi (Staphylococcus tiirleri i¢in)

Fotograf 3-12. Lactobasillus plantarum Kolonilerin Degerlendirilmesi
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3.5.2 Histopatolojik incelemeler

Calisma kapsaminda 1.,3.,5.,7.,14., ve 21. giinlerde her gruptan 3'er sican
sakrifiye edilip, elde edilen doku 6rnekleri %10'luk formalinli fiksasyon sivisinda
24 saat bekletilmistir. Doku Ornekleri serit halinde kesilerek deri katmanlar kesit
yiiziinde goriinecek sekilde doku takibine alinmustir. Igindeki suyu kaybetmis,
yapist korunmus doku parcalar1 parafin bloklara gomiilerek kesit alma asamasina
hazir hale getirilmistir. Sertlestirilmis dokularin kesilecek yiizleri bir tarafa gelecek
sekilde parafin bloklar hazirlanip numaralandirilmigstir. Parafin donmasi i¢in 6zel
sogutucuda bekletilmistir. Parafin bloklardan kesit alma islemi mikrotom ile
yapilmustir. Alinan Kesitler 40°C sicakliktaki su banyosuna alindiktan sonra burada
kesitlerin su ylizeyine diizgiin yayilmasi ile su yiizeyinden lam {izerine alinmistir.
Bloklama ve kesit asamalarindan sonra lamlar tizerindeki dokunun parafini 30 °C
etiivde 30 dakika ve ksilende 60 dakika tutularak uzaklastirilmistir. Kurutulan
lamlar boyama asamasina alinmistir. Boyama islemi sonrasi lamlar sentetik regine
balsam kullanilarak lamel ile kapatilmis ve 24 saat kurumaya birakilmistir. Rutin
inceleme esnasinda x10 biiyiitmede dokunun genel taramasi yapildiktan sonra

x40'lik biiylitmede inceleme yapilmistir (72).

3.5.3 Molekiiler incelemeler

Tim calisma gruplarinda 1.,3.,5.,7.,14., ve 21. giiniin sonunda her gruptan 3’er
hayvanin sakrifiye edilmesiyle elde edilen dokular, -80°C’de saklanmis ve
dokulardan total mRNA izole edilerek, cDNA sentezi yapilmis ve kantitatif es
zamanli PCR (qRT-PCR: Real Time PCR) ile sitokinlerin (IL-1, IL-8, VEGF) gen

ekpresyonlari incelenmistir.

3.5.3.1 Gen Ekspresyonlarimin Belirlenmesi

RNA izolasyonu
Doku onekleri alindiktan sonra sivi azotta ezilerek homojen bir yapi1 haline
getirilmistir. Santrifiije edilerek toplanan hiicre pelletine 1 ml Trizol (Thermo, Cat.
No: 15596026) soliisyonu eklenip, pipetlenerek homojenize edilmistir. Tiipler 5
dakika oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 200 pl kloroform eklenip 15 saniye
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hizlica elde ¢alkalanmistir. 3 dakika oda sicakliginda bekletilen tiipler, 12.000 g ve
4°C’de 15 dakika santrifiije edilmistir. Olusan seffaf renkli iist faz yeni tiipe alinip
500 pl %100 izopropanol eklenmistir. 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyon
sonrast, 12.000g ve 4°C’de 10 dakika santrifiije edilmistir. Bu asamada, 6rnekteki
RNA tiip dibinde beyaz bir ¢okelti olusturur. Bu ¢okeltiye dokunmamaya dikkat
ederek tilipteki sivi bosaltilmis ve RNA ¢okeltisi 1 ml%75 etanol ile yikanip, 7500g
ve 4°C’de 5 dakika santrifiije edilmistir. Elde edilen RNA, 20-50 ul DEPC-ddH20
ile ¢oziiliip konsantrasyonu ol¢iilmiistiir.
cDNA Sentezi

Her bir 6rnek igin 1 ug RNA, 2 ul oligo dT ve DEPC-ddH20 son hacmi 8
ul olacak sekilde karistirilip 70°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. 10 pl 2X reaksiyon
buffer ve 2 pl reverse transkriptaz enzimi eklendikten sonra, dérnekler 42°C’de 1
saat ve 80°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. cDNA 6rnekleri -20°C’de saklanmustir.

Kantitatif Es Zamanlh PCR (qRT-PCR)

MRNA ekspresyonu seviyesini incelemek amaciyla, her bir qRT-PCR
reaksiyonuna 1 pl cDNA, 1 pl primer karigimi (10 pl, forward-+reverse), 10 ul 2X
SYBR Green ve 8 ul ddH20 eklenmistir. Reaksiyon i¢in asagidaki program
kullanilmistir: 95°C 5 dk, (95°C 15 sn, 60°C 30 sn, 72°C 30 sn) x40, 72°C 5 dk.

gRT-PCR Sonuglarinin Analizi

mRNA ekspresyon seviyelerinin tespiti sirasinda Ornekler arasi
farkliliklarin ve olasi pipetleme hatalarinin 6niine gegilmesi amaciyla, B-actin gibi
bir house keeping gen ile normalizasyon ger¢eklestirilmistir. ddCt = Ct (hedef gen)
- Ct (house keeping). Hedef gen ekspresyonu = 27(-ddCt) formiilleriyle

hesaplamalar yapilmistir. Kullanilan primerler Tablo 3-2’de verilmistir.

Tablo 3-2. Gen Ekspresyon Analizinde Kullanilan Primerler

Primer Baz Dizilimi (5’-3’)
IL-1 (forward) 5 -CACCTCTCAAGCAGAGCACAG-3
(reverse) 5 -GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC-3
IL-8 (forward) 5'-GCAAACCTAGTGTGCTATGCCTAA
(reverse) 3-AGATACCCATCGACAGGATATATTTTCT
VEGF (forward) 5'-CCTCGTGGAACTGGATTCG
(reverse) 3-TATGTGGGTGGGTGTGTCTA
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3.6 Istatistiksel Olarak Verilerin Degerlendirilmesi

Istatistiksel degerlendirmede kullamlacak parametreler, 1,3,5,7,14 ve 21.
giinlerde hayvanlarda alinan dokularin analizlerin gergeklestirilmesi sonucunda,
morfolojik olarak odl¢iilen yara bolgesi 6l¢iimleri, mikrobiyolojik olarak doku gram
koloni sayimlari, histopatolojik degerlendirmeler ve sitokin ve biiyiime faktorii gen
ekspresyon seviyeleri degerlendirilip, karsilastirmalar yapilmistir.  Veriler

istatistiksel olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Morfolojik Bulgular

Iskemik ve enfekte iskemik yara modeli olusturulan sicanlarda
1.,3.5.,7.,14., ve 21. giinlerde morfolojik gozlemler gerceklestirilmistir. Yara
boyutlar1 1,3,5,7,14. ve 21. glinlerde her gruptan 3’er hayvanin sakrifiye edilmesi
ile 6l¢iilmiistiir. Yara bolgesinin fotograflari belirli bir yiikseklikten siganlarin yara
bolgelerinin yanina bir cetvel konularak g¢ekilmistir. Cekilen fotograflar image j
programi kullanilarak yara bdlgelerinin biyiikligi o6l¢iilmistir. Morfolojik
degerlendirmelere ait gorseller fotograf 4-1, 4-2, 4-3’te ve tablo 4-1’de
gosterilmistir. Ol¢iim sonuglar1 SPSS v10 programi ile One way Anova analiziyle
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Degerlendirmeler giin bazinda yapilmis olup
grup i¢i ve gruplar arasi karsilastirmalar yapilmistir. Yara bolgelerinin
fotograflanmas:1 Sekil 4.1.1°de gosterilmistir. Gruplara ait yara bolgelerinin

Ol¢timleri Tablo 4.2, 4.3,4.4, 4.5, 4.6, 4.7°de yer almaktadir.

Fotograf 4-1. Ratlarda Yara Bolgesinin Fotograflanmasi
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Fotograf 4-2. Ratlarda Yara Bolgesinin imaj J Programi ile Olgeklendirilmesi
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Fotograf 4-3.Ratlarda imaj J Programi ile Yara Boyutunun Olgiilmesi
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Tablo 4-1. Giinlere Gore Gruplardaki Yara Iyilesmelerinin Morfolojik Goriintiisii

i1 Grubu

i2 Grubu | i3 Grubu

El E2 E3
Grubu Grubu Grubu

1.Giin

3.Giin

LA P

5.Giin

7.Giin

LY A3

14.Giin

LA RN
P "

21.Giin

N
| ...

i
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Tablo 4-2. Ratlarda Grup 11 Yara Boyutlari

Grup l.Yara 2.Yara 3.Yara 4. Yara
i1 Boyutu Boyutu Boyutu Boyutu
11 0,295 0,314 0,31 0,28
112 0,278 0,318 0,318 0,295
113 0,309 0,29 0,3 0,29
1134 0,27 0,289 0,284 0,252
1135 0,308 0,319 0,249 0,26
136 0,297 0,277 0,243 0,254
1157 0,211 0,244 0,209 0,227
1158 0,25 0,286 0,22 0,212
1159 0,286 0,236 0,217 0,196
1710 0,204 0,186 0,121 0,169
I1711 0,145 0,205 0,189 0,211
11712 0,118 0,205 0,177 0,181
11414 0,211 0,154 0,127 0,153
11415 0,098 0,145 0,14 0,084
[12116 0,071 0,084 0,088 0,075
[12117 0,066 0,076 0,077 0,079
112118 | 0,066 0,094 0,081 0,11
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Tablo 4-3. Ratlarda Grup 12 Yara Boyutlart

Grup 1. Yara 2 Yara 3 Yara 4 Yara

2 Boyutu Boyutu Boyutu Boyutu
1211 0,293 0,309 0,251 0,248
212 0,251 0,243 0,238 0,241
213 0,257 0,288 0,253 0,259
1234 0,181 0,191 0,206 0,192
1235 0,189 0,202 0,214 0,222
1236 0,223 0,222 0,209 0,232
1257 0,189 0,221 0,144 0,154
258 0,206 0,197 0,185 0,194
1259 0,163 0,17 0,2 0,164
12710 0,094 0,115 0,13 0,137
2711 0,103 0,091 0,087 0,0102
12712 0,087 0,137 0,064 0,094
121413 0,062 0,048 0,068 0,071
121414 0,051 0,048 0,054 0,053
121415 0,043 0,046 0,053 0,046
22116 0,03 0,038 0,032 0,043
122117 0,034 0,028 0,046 0,045
122118 0,034 0,026 0,039 0,038
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Tablo 4-4. Ratlarda Grup I3 Yara Boyutlart

Grup 1. Yara 2.Yara 3. Yara 4. Yara
i3 Boyutu Boyutu Boyutu Boyutu
1311 0,295 0,284 0,273 0,291
1312 0,31 0,294 0,297 0,301
313 0,307 0,311 0,311 0,317
1334 0,298 0,292 0,284 0,296
335 0,257 0,298 0,278 0,287
336 0,294 0,284 0,296 0,294
1357 0,18 0,212 0,173 0,159
1358 0,187 0,166 0,22 0,225
1359 0,252 0,196 0,158 0,187
13710 0,211 0,175 0,151 0,156
13711 0,156 0,221 0,11 0,105
13712 0,196 0,113 0,255 0,157
131413 0,093 0,093 0,069 0,081
131414 0,101 0,074 0,125 0,1
131415 0,094 0,094 0,118 0,087
132116 0,047 0,073 0,082 0,089
32117 0,081 0,089 0,064 0,063
132118 0,064 0,058 0,065 0,05
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Tablo 4-5. Ratlarda Grup E1 Yara Boyutlari

Grup 1. Yara 2. Yara 3. Yara 4. Yara
El Boyutu Boyutu Boyutu Boyutu
E111 0,357 0,361 0,295 0,297
E112 0,274 0,293 0,283 0,327
E113 0,325 0,27 0,311 0,328
E134 0,225 0,246 0,243 0,221
E135 0,244 0,225 0,242 0,222
E136 0,274 0,235 0,23 0,232
E157 0,218 0,225 0,217 0,187
E158 0,216 0,243 0,212 0,183
E159 0,269 0,241 0,205 0,219
E1710 0,149 0,168 0,178 0,16
E1711 0,141 0,189 0,174 0,208
E1712 0,138 0,187 0,166 0,211
E11413 0,156 0,166 0,164 0,19
E11414 0,148 0,184 0,134 0,094
E11415 0,114 0,128 0,087 0,111
E12116 0,075 0,071 0,073 0,042
E12117 0,059 0,074 0,089 0,086
E12118 0,069 0,065 0,073 0,066
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Tablo 4-6. Ratlarda Grup E2 Yara Boyutlari

Grup 1. Yara 2. Yara 3. Yara 4. Yara
E2 Boyutu Boyutu Boyutu Boyutu
E211 0,285 0,245 0,289 0,280
E212 0,287 0,289 0,249 0,251
E213 0,305 0,303 0,279 0,287
E234 0,202 0,206 0,194 0,233
E235 0,255 0,27 0,274 0,252
E236 0,231 0,224 0,221 0,249
E257 0,197 0,218 0,187 0,176
E258 0,229 0,2 0,192 0,15
E259 0,211 0,192 0,209 0,216
E2710 0,119 0,098 0,134 0,095
E2711 0,158 0,129 0,147 0,093
E2712 0,13 0,141 0,138 0,143
E21413 0,051 0,07 0,063 0,082
E21414 0,081 0,082 0,108 0,097
E21415 0,096 0,068 0,064 0,073
E22116 0,062 0,042 0,058 0,046
E22117 0,084 0,057 0,082 0,083
E22118 0,073 0,055 0,062 0,059
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Tablo 4-7. Ratlarda Grup E3 Yara Boyutlari

Grup 1. Yara 2. Yara 3. Yara 4. Yara
E3 Boyutu Boyutu Boyutu Boyutu
E311 0,278 0,288 0,278 0,27
E312 0,288 0,268 0,313 0,274
E313 0,296 0,279 0,287 0,282
E334 0,266 0,286 0,267 0,25
E335 0,238 0,27 0,232 0,23
E336 0,28 0,264 0,274 0,288
E357 0,204 0,196 0,213 0,217
E358 0,192 0,222 0,241 0,205
E359 0,204 0,203 0,209 0,212
E3710 0,196 0,197 0,188 0,189
E3711 0,157 0,181 0,17 0,123
E3712 0,134 0,195 0,207 0,191
E31413 0,079 0,131 0,083 0,061
E31414 0,103 0,071 0,113 0,167
E32116 0,049 0,048 0,058 0,035
E32117 0,096 0,066 0,085 0,089
E32118 0,049 0,098 0,08 0,073

Morfolojik o6l¢iimler sonucu elde edilen veriler SPSS v.10 programi
kullanilarak One way Anova ile analiz edilmistir. Elde edilen veriler grup igi ve
gruplar aras1 analiz edilerek degerlendirilmistir. Degerlendirmeler olgiimlerin
gerceklestirildigi  sakrifikasyon giinleri olan 1,3,5,7,14 ve 21. ginlerde
gergeklestirilmistir.

Birinci giin Olgiimlerinde iskemik yara gruplann (11, 2 ve i3)
degerlendirilmistir. i1, 12 ve 13 gruplarmin ortalamasina bakildiginda 2 grubunun
yara boyutu ortalamasi, diger I gruplarina oranla daha kiigiik oldugu gériilmiistiir.
Gruplar arasinda anlamli farklilik vardir (p<0,05). Hangi gruplarin anlamli
oldugunu bulmak i¢in Post Hoc testi kullanilmistir. Yapilan test sonucunda 1. giinde

I1 ve 13 gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigr goriilmiistiir. 12 ve 11 ile 12 ve

38



I3 gruplar arasinda anlamh bir fark (p<0,05) oldugu, i2 grubunun diger i
gruplarindan daha kii¢iik yara boyutuna sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 4-1).

Birinci giinde enfekte iskemik yara gruplann (E1, E2 ve E3)
degerlendirilmistir. E2 grubunun yara boyutu ortalamasi diger gruplara gore daha
kiiiikti. E2 ile E3 grubu arasinda anlamli bir fark olmadigi goriildii. Bununla
birlikte E2 ve E3 gruplarinin yara boyutlar1 E1 grubundan daha kii¢iik ve anlamli
olarak farkliydi (Sekil 4-1).

Birinci giinde gruplar arasi karsilastirmada 12 grubunun yara boyutunun E2
ve E3 gruplarindan daha kiiiik oldugu gériilmiistiir. Bununla birlikte 12 grubu E2
grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede daha kiigiik yara boyutuna sahipti.
Ayrica I1 grubu, E1 grubundan daha kiiciik yara boyutuna sahiptir fakat bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildi (Sekil 4-1).

A
30|

29

Mean of Glin1

28 |

27 |

26 |

Gruplar

Sekil 4-1. Tiim Gruplarin 1. Giin Yara Boyutlar1 Grafigi

Uciincii giin I gruplarn arasindaki degerlendirmelere bakildiginda 12
grubunun yara boyutu i1 ve I3 gruplardan daha kiigiik ve anlaml1 derecede farkl
oldugu goriilmiistiir. 11 ve I3 gruplart arasinda anlamli bir fark olmadig
goriilmistiir (Sekil 4-2).

Uciincii giin E gruplan arasindaki farklara bakildiginda E1 ve E2 gruplar

arasinda anlamli bir fark olmadig1 goriilmektedir. Bununla birlikte E3 grubunun
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yara boyutunun E1 ve E2 gruplarindan daha biiyiik ve istatistiksel olarak anlaml

derecede farkliydi (Sekil 4-2).

Ucgiincii giin I ve E gruplari arasindaki farka bakildiginda ise 11 grubunun
yara boyutunun E1 ve E2 gruplarindan anlamli derecede daha biiyiik oldugu

goriilmiistiir. 12 grubunun yara boyutu ise E gruplarinin hepsinden anlamli derecede
daha kiigtiktiir (Sekil 4-2).

30|

26 |

Mean of Glin3

20|

Gruplar

Sekil 4-2. Tiim Gruplarin 3. Glin Yara Boyutlar1 Grafigi

Besinci giin 1 gruplart arasindaki degerlendirmelere bakildiginda 11
grubunun yara boyutunun 12 ve I3 gruplarindan daha biiyiik oldugu goriilmiistiir. i2
grubunun yara boyutlar1 11 ve I3 gruplarindan daha kiiciiktii (Sekil 4-3).

Besinci giin E gruplan arasindaki degerlendirmede E2 grubunun en kii¢iik
ve El in en biiyiik yara boyutuna sahip oldugu goriilmiistiir. Fakat gruplar arasi
anlamli bir fark yoktu (Sekil 4-3).

Besinci giinde E ve I gruplar1 arasindaki degerlendirmelerde E2 grubunun
yara boyutunun 12 grubundan yara boyutundan biiyiik oldugu fakat bu farkin

anlamli olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 4-3).
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Sekil 4-3. TimGruplarin 5. Giin Yara Boyutlar1 Grafigi

Yedinci giin 1 gruplar1 arasindaki degerlendirmelerde 12 grubunun yara
boyutunun i1 ve I3 gruplarindan daha kiigiik oldugu gériilmiistiir. I3 grubunun yara
boyutunun i1 grubundan daha kiiciik olmasina ragmen aradaki fark istatistiksel
olarak anlamli bir fark yoktu (Sekil 4-4).

Yedinci giin E gruplar arasindaki degerlendirmelerde ise E2 grubunun yara
boyutunun en kii¢iik oldugu ve E1 ve E3 gruplarindan anlaml olarak farkli oldugu
goriilmistiir. E1 ve E3 gruplarinin arasinda ise anlaml bir fark yoktu (Sekil 4-4).

Yedinci giin E ve I gruplan arasindaki karsilastirmada ise 12 grubunun yara
boyutunun E1 ve E3 gruplarindan anlamli derecede daha kiigiik yara boyutuna sahip
oldugu goriilmiistiir. 12 grubunun yara boyutunun E2’den daha kiiciiktii fakat
gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu. E2 grubunun yara boyutunun i1 grubundan

anlamli derecede daha kiigiiktii (Sekil 4-4).
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8
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Sekil 4-4. Tiim Gruplarin 7. Glin Yara Boyutlar1 Grafigi

14. giin 1 gruplart arasindaki degerlendirmelerde {2 grubunun yara
boyutunun i1 ve i3 gruplarindan daha kiigiik oldugu ve aradaki farkin anlaml
oldugu goriilmiistir (Sekil 4-5).

E gruplar arasindaki degerlendirmelere bakildiginda ise E2 grubunun yara
boyutu E1 ve E3 gruplarindan daha kiigiiktii. E2 ile E1 arasindaki fark anlamli iken,
E2 ve E3 arasindaki fark anlamli degildi (Sekil 4-5).

I ve E gruplar arasindaki degerlendirmelerde 12 grubunun yara boyutunun
E1 ve E3 gruplarindan anlamli derecede daha kii¢iik oldugu goriilmiistiir. Bununla
birlikte 12 grubunun yara boyutunun E2 grubundan daha kiigiik olmasina ragmen
aradaki fark anlamli degildi. E1 grubunun yara boyutu ise i1 grubundan daha
biiytiktiir fakat gruplar aras1 anlamli bir fark yoktu (Sekil 4-5).
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Sekil 4-5. Tiim Gruplarin 14. Giin Yara Boyutlar1 Grafigi

21. giin 1 gruplan arasindaki degerlendirmelere bakildiginda 12 grubunun
yara boyutunun 11 ve I3 gruplarindan anlamli derecede daha kiiciik yara boyutuna
sahip oldugu gériilmektedir. 13 grubunun yara boyutunun I1 grubundan daha kiiciik
oldugu fakat aradaki fark anlamli degildi (Sekil 4-6).

21. glin E gruplan arasindaki degerlendirmelerde ise E2 grubunun yara
boyutunun E1 ve E3 gruplarindan daha kiiclik oldugu goriilmekle beraber aradaki
fark anlamli degildi (Sekil 4-6).

I ve E gruplari arasindaki degerlendirmelere bakildiginda I2 grubunun yara
boyutu tiim E gruplarindan anlamli derecede daha kiigiiktii. E2 grubunun yara

boyutu ise i1 grubundan anlaml1 derecede daha kiigiiktii (Sekil 4-6).
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Sekil 4-6. Tiim Gruplarin 21. Giin Yara Boyutlar1 Grafigi

4.2 Mikrobiyolojik Bulgular

Mikrobiyolojik inceleme i¢in 1.,3.,5.,7.,14., ve 21.giinlerde her gruptan 3’er
sigan sakrifiye edilerek doku 6rnekleri alinmistir. Gram doku bagina tireyen koloni
sayilar literatiirde belirtilen formiile gore hesaplandi (71). Doku grami bagina
diisen koloni sayist (cfu/gr) = (N x D x 10) / W (N: Plaktaki koloni sayisi, D:
Inokiilum sulandirim degeri, W: Ornegin agirhigr (gr)) (70). Hesaplamalarm yani
sira enfeksiyon olusturulan gruplarda hayvanlarin yara bolgesinin sismesi ve yarada
akint1 olugmasi gibi semptomlarda gozlenmistir. Enfekte iskemik yara grubuna ait
ornek fotograf 4-4’te gosterilmistir.

Gruplara ait koloni sayilar1 tablo 4-8, 4-9, 4-10, 4-11 ve 4-12’de
gosterilmistir. Hesaplamalar sonunda ¢ikan sonuglar istatistiksel olarak One way

Anova ile analiz edildi.
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Tablo 4-8. Ratlarda Grup E1 S.aureus Koloni Sayilari

Ornek No | Doku Agirhig | S. aureus Koloni Sayis Hesaplama
E111 0,2914 8 27453,67193
E113 0,4391 750 1708039,171
E134 0,733 8 10914,05184
E135 0,432 183 423611,1111
E136 0,3035 800 2635914,333
E157 0,4629 62000 133938215,6
E158 0,5178 16 30899,96138
E159 0,4467 4 8954,55563
E1710 1,3779 16 11611,87314
E1711 0,1528 190 1243455,497
E1712 0,5955 670 1125104,954
E11413 0,2422 90 371593,7242
E11414 0,3817 3 7859,575583
E11415 0,5244 6 11441,6476
E12116 0,3458 0 0

E12117 0,1521 0 0

E12118 0,4826 0 0
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Tablo 4-9. Ratlarda Grup E2 S.aureus Koloni Sayilari

Ornek No | Doku Agirhgn | S. aureus Koloni Sayisi Hesaplama
E211 0,5809 1 1721,46669
E212 0,7712 2 2593,360996
E213 0,5717 260 454783,9776
E234 0,3925 5 12738,8535
E235 0,4376 5 11425,95978
E236 0,3892 5 12846,86536
E257 0,5357 13 24267,3138
E258 0,3263 21 64357,9528
E259 0,4287 5 11663,16772
E2710 0,3672 0 0
E2711 0,3455 700 2026049,204
E2712 0,4878 16 32800,328
E21413 0,3981 0 0
E21414 0,3768 45 119426,7516
E21415 0,3222 9 27932,96089
E22116 0,3229 0 0
E22117 0,325 6 18461,53846
E22118 0,2023 8 39545,22986
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Tablo 4-10. Ratlarda Grup E3 S.aureus Koloni Sayilar

Ornek No | Doku Agirhgn | S. aureus Koloni Sayisi Hesaplama
E311 0,6007 0 0

E312 0,5198 19 36552,5202
E313 0,4388 0 0

E334 0,3635 0 0

E335 0,3217 0 0

E336 0,3919 0 0

E357 0,3355 0 0

E358 0,3398 0 0

E359 0,4341 0 0

E3710 0,3742 1 2672,367718
E3711 0,572 0 0

E3712 0,1742 0 0

E31413 0,4116 0 0

E31414 0,2741 7 25538,12477
E31415 0,731 0 0

E32116 0,3334 0 0

E32117 0,1831 0 0

E32118 0,4826 0 0
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Fotograf 4-4. Enfekte Iskemik Yara Grubu Ornegi

Birinci giinde enfekte iskemik yara gruplari (E1, E2 ve E3) degerlendirildi.
E1 grubunun S. aureus koloni sayisi E2 ve E3 gruplarindan daha fazladir. E3 grubu

ise en az koloni sayisina sahiptir (Sekil 4-7).
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Sekil 4-7. Enfekte iskemik Yara Gruplar 1. Giin S.aureus Koloni Sayisi

Ugiincii giinde E1 grubunun S. aureus koloni sayis1 E2 ve E3 gruplarindan
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daha fazladir. E2 grubunun koloni sayis1 E3 grubundan fazladir. E3 grubu en az

koloni sayisina sahiptir. Ugiincii giin sonunda 6zellikle E1 grubu hayvanlarinda

yara bolgelerinin ¢ok daha sigkin ve akintili oldugu gézlenmistir (Sekil 4-8).
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Sekil 4-8. Enfekte iskemik Yara Gruplar 3. Giin S.aureus Koloni Sayisi

Besinci giin degerlendirmelerine bakildiginda E1 grubunun S. aureus koloni

sayist E2 ve E3 gruplarindan daha fazladir. E2 grubunun koloni sayisi E3

grubundan fazladir. E3 grubu en az koloni sayisina sahiptir (Sekil 4-9).
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Sekil 4-9. Enfekte Iskemik Yara Gruplari 5. Giin S.aureus Koloni Sayis1
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Yedinci giinde E1 grubunun S. aureus koloni sayis1 E2 ve E3 gruplarindan
daha fazla oldugu goriilmiistiir. E2 grubunun koloni sayist E3 grubundan fazladir.

E3 grubu en az koloni sayisina sahiptir (Sekil 4-10).
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Sekil 4-10. Enfekte iskemik Yara Gruplan 7. Giin S.aureus Koloni Sayisi

On dordiincii giin E1 grubunun S. aureus koloni sayis1 E2 ve E3
gruplarindan daha fazladir. E2 grubunun koloni sayis1 E3 grubundan fazladir. E3
grubu en az koloni sayisina sahiptir (Sekil 4-11).
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Sekil 4-11. Enfekte Iskemik Yara Gruplari 14. Giin S.aureus Koloni Sayist
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21. glinde yalinizca E2 grubunda mikroorganizmaya rastlanmustir.

L. plantarum uygulanan 12 ve E2 gruplar1 arasinda giinler bazinda
degerlendirmeler yapilmustir. Iki grup arasmnda L. plantarum koloni sayist
karsilastirmasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigir gorilmiistiir. L.

plantarum’a ait koloni sayilari ve hesaplamalar agagidaki tablolarda yer almaktadir.

Tablo 4-11. Ratlarda I2 Grubu L. plantarum Koloni Sayilar:

Ornek No | Doku Agirhig | L. plantarum Koloni Sayisi Hesaplama
211 0,4452 93 208894,8787
212 0,4237 76 179372,1973
213 0,6031 160 265295,9708
1234 0,3925 67 170700,6369
235 0,4376 300 685557,5868
1236 0,3892 400 1027749,229
1257 0,3663 12 32760,03276
1258 0,2349 6 25542,78416
1259 0,5278 4 7578,628268
12710 0,4863 100 205634,3821
12711 0,2738 2 7304,601899
12712 0,4525 1 2209,944751
21413 0,462 10 21645,02165
21414 0,3353 2 5964,807635
121415 0,3231 1 3095,017023
22116 0,3728 0 0

122117 0,2676 0 0

122118 0,2664 0 0
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Tablo 4-12. Ratlarda E2 Grubu L. plantarum Koloni Sayilari

Ornek No | Doku Agirhig | L. plantarum Koloni Sayisi Hesaplama

E211 0,5809 300 516440,0069
E212 0,7712 84 108921,1618
E213 0,5717 600 1049501,487
E234 0,3925 500 1273885,35
E235 0,4376 600 1371115,174
E236 0,3892 300 770811,9219
E257 0,5357 70 130670,1512
E258 0,3263 3 9193,993258
E259 0,4287 8 18661,06835
E2710 0,3672 1 2723,311547
E2711 0,3455 100 289435,6006
E2712 0,4878 200 410004,1
E21413 0,3981 0 0

E21414 0,3768 1 2653,927813
E21415 0,3222 0 0

E22116 0,3229 0 0

E22117 0,325 0 0

E22118 0,2023 0 0

Birinci giin degerlendirilmesinde 12 grubunun L. plantarum koloni say1s1 E2
grubundan daha azdir. Ugiincii giinde 12 grubunun L. plantarum koloni sayis1 E2
grubundan daha azdir. Besinci giinde 12 grubunun L. plantarum koloni sayis1 E2
grubundan daha azdir. Yedinci giine bakildiginda yine 12 grubunun L. plantarum
koloni sayis1 E2 grubundan daha azdir.14. giinde 12 grubunun L. plantarum koloni
sayist E2 grubundan daha fazla oldugu goriilmiistiir. Son olarak 21. giin

degerlendirmesinde her iki grupta da L. plantarum varligina rastlanmamustir.

4.3 Histopatolojik Bulgular

Iskemik ve enfekte iskemik yara modeli olusturulan siganlarda

1.,3.,5.,7.,14., ve 21. giinlerde her gruptan 3'er sican sakrifiye edilerek, elde edilen
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doku ornekleri %10'luk formalinli fiksasyon sivisinda 24 saat bekletilmistir. Doku
takibine alinan 6rnekler parafin bloklara gomiilerek kesit alma asamasina hazir hale
getirilmis ve inceleme asamasina hazirlanmistir. Rutin inceleme esnasinda x10
biiylitmede dokunun genel taramasi yapildiktan sonra x40'lik biiyiitmede inceleme
yapilmustir. Incelemeler giin bazinda yapilarak tablolar olusturulmustur. Tablo 4-
13, 4-14, 4-15, 4-16, 4-17, 4-18’de degerlendirmeler gdsterilmistir.

(Derecelendirme: +++ siddetli, ++ orta, + zayif, - yok).

Tablo 4-13. Ratlarda 1. Giin Degerlendirmeleri

Enflamasyon Proliferasyon Remodelling

» s @ g —

N S

%) = 1 31 o « o — X

= ) = < N ) = = ] 3}

= z |3 3 S = 2| 3 =

7 o < S = = i ¥ <

. o @)

Ornek CH < o

111 | +++ + - . - - -
112 + + - - - - = - -

s | + ++ - - - - - - -

E111 + + + - - - - - -

E112 ++ ++ + - - - - - -

E113 | ++ + + - - - - - -

211 + + + - - - - - -
212 | + ++ - - - - - - -
213 | + + - - - - - - -

311 + ++ - - - - B - B

312 | ++ ++ + - - - - - -

313 ++ ++ + - - - - - -
E311 | + + - - - - - - -
E312 | + + - - - - - - -
E313 | + + - - - - - - -
E211 | + ++ - - - - - - -
E212 | + + + - - - - - -
E213 | + + - - - - - - -
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Tablo 4-14. Ratlarda 3. Giin Degerlendirmeleri

Enflamasyon Proliferasyon Remodeling
= — % ﬁ §= @2 S 5
S 8| &8 3| £0E|E] 3
) = | © 2 = s iT v 3

Ornek > g < 5 - < =

i134 + + - - - - -

[3s | + + - + - - -

i136 | + ++ - + + - n

E134 | ++ ++ + - - - -

E135 | ++ ++ - + + - -

E136 | + | ++ | - + - - -

234 | ++ ++ |+ + + - -

235 + + ++ ++ + - -

1236 + + +++ ++ - - -

E234 | ++ + + ++ = - -

E235 + ++ + +++ + - -

E236 | + + - - - - -

1334 + + + - - - -

1335 | + + - - - - -

i336 + ++ + + + - -

E334 + ++ - + + - -

E335 | + + - + + - -

E336 | ++ ++ ++ - - - -
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Tablo 4-15. Ratlarda 5. Giin Degerlendirmeleri

Enflamasyon Proliferasyon Remaodelling
. S = g =
g | % |c .- 2 | 2| 5| 8
T 2|2 &= 2 = | 5| £| 2
B} & Z | © 2 = S| S 5
Ornek & < 3 a
1157 + ++ - ++ ++ ++ + -
1158 + + + + - ¥ _ -
i159 | + - - + + + + -
E157 | ++ + ++ + - - - -
E158 + - - ++ ++ + R -
E159 - - - ++ +++ +++ + -
1257 + - - ++ + ++ ++ -
258 | + - - ++ ++ ++ g -
259 | + ++ + ++ +++ o+ ++ -
E257 | ++ ++ - ++ ++ ++ ++ -
E258 - + - ++ +++ +++ + -
E259 + ++ + ++ +++ +++ + -
357 | + + + + ++ + 0 -
1358 + + + + ++ o+ + .
359 - - + ++ 4+ . + -
E357 + + ++ ++ + + + -
E358 - - + +++ +++ +++ + -
E359 ++ ++ ++ + ++ ++ + -
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Tablo 4-16. Ratlarda 7. Giin Degerlendirmeleri

Enflamasyon Proliferasyon Remaodelling
2 S ~ s =
T % s . 3 2 z | 8§ 8| =2
T 2|2 &2 5 = 5| 2| 2
) 2 Z | © 2 = ST | 9 5
Ornek & < 3 a
i1710 | - - - ot ++ + ++ + -
11711 + + + ++ ++ ++ + - _
1712 | + - - + o+ ++ ++ + -
E1710 | + + - +++ ++ ++ ++ + +
E1711 - - + +++ ++ ++ ++ + +
E1712 + - - ++ ++ +++ ++ + -
2710 | - - - ++ + + F++ ¥ i
2711 | + - - ++ +++ +++ ++ + -
2712 | + - - ++ +++ +++ ++ ++ -
E2710 | - - - +++ +++ +++ +++ + -
E2711| - - + +++ ++ ++ +++ + -
E2712 - - + +++ + + +++ + -
3710 | + - + ++ + + + ¥ ¥
3711 | + + + - ++ ++ +4++ + -
3712 | - = - ++ ot . 4+ + -
E3710 + + ++ ++ +++ +++ ++ - -
E3711| + + + ++ +++ +++ +++ - -
E3712 | ++ + ++ ++ ++ ++ ++ - -
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Tablo 4-17. Ratlarda 14. Giin Degerlendirmeleri

Enflamasyon Proliferasyon Remodeling

2 s | 2 2 -

3 2 ¢ £ S = | 5| = =

N B - £ = = E| €| 3
Ornek g < O al
111413 | +++ ++ - ++ +++ +++ ++ ++ -
i11414 | + - - ++ ra— 4+ IR [ -
11415 | - - - - — - | -
E11413 - - - +++ +++ +++ +++ +++ -
E11414| - - - +++ +++ + +++ |+t ++
E11415| - - - +++ +++ + +++ ++ ++
21413 | - - - +++ - - | F++
21414 | - - - +++ - ¥ |+t F++
21415 | - - - +4+ - - +H+ | et
E21413| - - - +++ - - +++ |+ +++
E21414| - - - +++ - 3 4+ | +++ +
E21415| + - - +++ - - +++ |+ +4+4+
31413 | + - _ ++ - o FTFPT -
31414 | - - - +++ - - T [ .
31415 | - - . +4+ - - PRI [ et
E31413| + - - +++ - - 4+ | +++ +
E31414| + + - T+t n T I e n
E31415| - - - +++ - - ot | o+
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Tablo 4-18. Ratlarda 21. Giin Degerlendirmeleri

Enflamasyon Proliferasyon Remodelling

= = §>), ﬁ §= @ S &

723 = Q o =, £ 2 o =
Sira No ~ o g 5 - X a
2116 | - - - +++ - - | 4+ ¥
2117 | - - - - - - T+ | 4+ et
112118 | - - - +++ - - |+ -
E12116 | - - - +++ - - bt | o+
E12117| - - - +++ - - +H+ |+ +++
E12118 | - - - +++ - - 4+ ++ i
22116 | - - - T - - T+ | 4+ +
22117 | - - - i+ - F H+ | ++ et
22118 | - - - +++ - - PR U
E22116 | - - - +++ = = +4++ | +++ +
E22117 | - i - +++ - - PRI [FUFIFIRY [
E22118 | - - - +++ - - +4++ | +++ T+
132116 | - - - +++ - 2 FIFFIRS [ -
32117 | - - - +++ - 3 T+ | 4+ +
32118 | - - - 4+ - - F++ | ++ n
E32116 | - - - +++ - - +4++ | +++ T+
E32117 | - - - +++ - - PRI 4+
E32118 | - - - +++ - - bt | o+

Histopatolojik degerlendirme enflamasyon, proliferasyon ve remodelling
olmak tizere 3 ana evre iizerinden skorlandi. Bulgular Kruskal Wallis ve Mann
Whitney U analizleri ile degerlendirildi. Yapilan analizlerde proliferasyon
evresinde anjiyogenez ve graniilasyonda, remodelling evresinde fibrozis ve
kollajen degerlendirmelerinde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugu
goriilmistiir.  Enflamasyon evresinin degerlendirme sonuglarinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik goériilmemistir. Bununla birlikte enflamasyon evresi
siddet, yaygmlik ve Odem Olciitlerine gore degerlendirilmis, yapilan
degerlendirmelerde 7. giinden sonra 12 ve E2 gruplarinda yaygmhgm
(enflamasyonun yara yeri disina tasma derecesi) goriilmedigi tespit edilmistir. Ayn1
zamanda I2 grubunda 7. giinden sonra 6dem varligi gériilmemistir. Proliferasyon

evresinde anjiyogenez degerlendirmesinde 14. giinde istatistiksel olarak anlamli
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farkliliklar bulunmaktadir. Anjiyogenez varligina 14. giinde E2 ve 12 gruplarinda
rastlanmamistir. Graniilasyon degerlendirmesinde de 14. glinde istatistiksel olarak
farklilik gdstermis ve bu farklilik 12 ve E2 gruplarindan kaynaklanmistir. 12 ve E2
gruplarinda 14. gilinde graniilasyon goriilmemistir. Remodelling evresinin
degerlendirilmesinde fibrozis ve kollajen varlig istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermektedir. Fibrozis degerlendirmesinde 5. giinde 12 grubu anlamli olarak diger
gruplardan daha yogun ve farklidir. Kollajen varliginin degerlendirilmesinde 7.
giinde anlamli bir farklilik goriilmiistir. Bu farklilik E3 grubunun kollajen

varliginin olmamasindan kaynaklanmaktadir.

4.4  Molekiiler Bulgular

Gen Ekspresyonlarinin belirlenmesi sirastyla, RNA izolasyonu, cDNA
sentezi, kantitatif es zamanli PCR (qQRT-PCR) ve qRT-PCR sonuglarinin analizi

agsamalari ile gerceklestirilmistir.

4.4.1 RNA lzolasyonu

Tim gruplarda 1.,3.,5.,7.,14., ve 21. giinlin sonunda her gruptan 3’er
hayvanin sakrifiye edilerek elde edilen doku 6rnekleri -80C’de muhafaza edilmistir.
Doku onekleri alindiktan sonra sivi azotta ezilerek homojen bir yapi1 haline
getirilmistir. RNA izolasyonu gerceklestirilerek saflik ve konsantrasyonlar

Olgiilmiistiir. Tablo 4-19, 4-20, 4-21, 4-22, 4-23 ve 4-24’te Ol¢limler verilmistir.

Tablo 4-19. I1 Grubu RNA Konsantrasyonlari

Ornek No 260/280 (Saflik) RNA Konsantrasyonu
(ng/ pl)

1111 1,9 258,5
i112 1,93 328,8
1113 1,96 573,8
1134 1,91 159,5
1135 1,91 159

1136 1,95 900,5
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1157 2,01 5370,8

1158 2,03 704,9

1159 1,99 689,7

11710 2,04 1144

11711 2 561,6

11712 1,96 239,3
111414 1,97 378,5
111415 1,95 469,6
112118 2,01 743,8

Tablo 4-20. 12 Grubu RNA Konsantrasyonlari

Ornek No 260/280 (Saflik) RNA Konsantrasyonu (ng/ pl)
1211 1,92 193,6
1212 2 1074,9
1213 2,01 2356,2
1234 1,99 2390,6
1235 2,05 1975,3
1236 1,99 1514,1
1257 2,04 3458,9
1258 2,02 1552,3
1259 2,06 3357
12710 2 456
12711 1,99 1177,3
12712 2,01 1037,1

121413 1,99 1077,1
121414 1,93 1554
121415 1,97 965,3
22116 1,98 432,6
22118 2,01 804,1
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Tablo 4-21. 13 Grubu RNA Konsantrasyonlari

Ornek No 260/280(Saflik) RNA Konsantrasyonu (ng/ pl)
311 1,83 186,6
1312 1,95 231,3
313 191 335,1
334 2 649,9
335 1,95 909,8
336 2,02 1966,6
1357 1,95 320,3
1358 2 1109
1359 2,02 1397,4
13710 1,95 5227
13711 2 804,1
13712 2,02 2197,4

131413 1,98 667,7
131414 1,99 654,4
32116 2,02 1962,3

Tablo 4-22. E1 Grubu RNA Konsantrasyonlari

Ornek No 260/280 (Saflik) RNA Konsantrasyonu (ng/ pl)
E111 1,92 233,3
E112 2,01 1231,3
E134 2,01 1608,2
E135 2,02 1926,3
E136 2,01 3287,9
E157 2 3225,1
E158 1,96 741,1

E1710 1,93 180,5
E1711 2,02 785,6
E1712 2,04 22148
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E11413 2,02 3882,9
E11414 1,94 898,6
E11415 2,03 2077,6
E12116 2,05 4430,5
E12117 2,02 2644,1
E12118 1,99 771,1
Tablo 4-23. E2 Grubu RNA Konsantrasyonlar1
Ornek No 260/280(Saflik) RNA Konsantrasyonu (ng/ pl)
E211 2,01 3200,7
E212 1,99 764,3
E213 2,03 1010,7
E234 2,04 1621,8
E235 2,03 21954
E236 2,03 2371,1
E257 2,05 34244
E258 1,98 1853,6
E259 2,02 1772,3
E2710 2,02 1679,1
E2711 1,92 459,8
E2712 2,02 3172,2
E21413 2 1094,1
E21414 2,03 5200,5
E22117 1,97 637,2
E22118 1,95 654,4
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Tablo 4-24. E3 Grubu RNA Konsantrasyonlari

Ornek No 260/280 (Saflik) RNA Konsantrasyonu (ng/ pl)
E311 2,01 1762,3
E312 2,02 1691
E313 2,01 1050,8
E334 2,01 1042,6
E335 1,97 912,2
E336 2,02 2391,8
E357 2,01 1579,1
E358 2,03 3955
E359 2,01 1703,2

E3712 2,02 1767,9
E31413 2,04 2133,2
E31414 1,99 7548,3
E32116 1,88 125,7
E32118 1,99 791,1

4.4.2 cDNA Sentezi

Her bir 6rnek i¢in 1 pg RNA, 2 ul oligo dT ve DEPC-ddH20 son hacmi 8
ul olacak sekilde karistirilip ve 70°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. 10 pl 2X
reaksiyon buffer ve 2 pul reverse transkriptaz enzimi eklendikten sonra, drnekler
42°C’de 1 saat ve 80°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. cDNA Ornekleri -20°C’de

saklanmustir.

4.4.3 Kantitatif E§ Zamanh PCR (qRT-PCR)

mRNA ekspresyonu seviyesini incelemek amaciyla, her bir qRT-PCR
reaksiyonuna 1 pl cDNA, 1 ul primer karisimi (10 uM, forward+reverse), 10 ul 2X
SYBR Green ve 8 ul ddH20 eklenmistir. Reaksiyon i¢in; 95°C 5 dk, (95°C 15 sn,
60°C 30 sn, 72°C 30 sn) x40, 72°C 5 dk programi kullanilmigtir. 1L-1, IL-8 ve
VEGF primerlerine ait reaksiyon grafikleri ornekleri sekil 4-1, 4-2 ve 4-3’te

gosterilmistir.
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Sekil 4-13. IL-8 Primerine Ait Reaksiyon Grafigi
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4.44 gRT-PCR Sonuclarimin Analizi

mRNA

ekspresyon

seviyelerinin

tespiti

sirasinda  Ornekler arasi

farkliliklarin ve olas1 pipetleme hatalarinin 6niine geg¢ilmesi amaciyla, B-actin gibi

bir house keeping gen ile normalizasyon gerceklestirilmistir. ddCt yontemi,

asagidaki formiil dogrultusunda kullanilarak analiz yapilmstir.
ddCt = Ct (hedef gen) - Ct (house keeping)
Hedef gen ekspresyonu = 2¢94CY

Analiz sonucunda tablo 4-25, 4-26, 4-27, 4-28, 4-29 ve 4-30’daki veriler
elde edilmistir.

Tablo 4-25. I1 Grubunun gRT-PCR Sonucuna Hesaplanan Gen Ekspresyon

Degerleri
Ornek No IL-1 IL-8 VEGF
i111 4,35 0,73 1,68
i112 6,19 0,43 3,36
i113 11,24 1,33 5,10
1134 5,50 0,71 3,32
i135 116,97 2,55 11,08
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1136 5,90 0,89 3,58
1157 4,82 1,21 2,99
1158 3,10 0,38 1,89
1159 4,92 0,88 2,57
11710 9,51 1,39 5,03
11711 6,63 0,86 1,93
11712 3,58 1,44 2,20
111414 6,28 0,37 2,50
111415 3,05 0,26 2,55
112118 9,51 1,26 5,46

Tablo 4-26. 12 Grubunun gRT-PCR Sonucuna Hesaplanan Gen Ekspresyon

Degerleri
Ornek No IL-1 IL-8 VEGF
211 0,14 0,03 0,11
i212 0,21 0,04 0,23
i213 0,31 0,05 0,51
1234 0,17 0,03 0,26
1235 0,23 0,04 0,22
1236 0,23 0,05 0,26
1257 0,18 0,04 0,17
1258 0,17 0,03 0,21
1259 0,35 0,07 0,28
12710 0,08 0,01 0,08
12711 0,28 0,04 0,22
12712 0,14 0,01 0,15
121413 0,12 0,03 0,11
121414 0,15 0,03 0,18
121415 0,21 0,01 0,20
122116 6,36 0,74 4,50
122118 0,08 0,01 0,09
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Tablo 4-27. 13 Grubunun gRT-PCR Sonucuna Hesaplanan Gen Ekspresyon

Degerleri
Ornek No IL-1 IL-8 VEGF

4,56 0,82 3,18

1312 4,59 0,53 2,51
1313 5,94 0,78 1,39
1334 6,45 1,00 4,00
1335 5,35 0,81 2,93
1336 4,53 2,22 2,97
1357 7,52 0,52 6,02
1358 2,91 0,49 2,03
1359 0,15 0,04 0,14
13710 0,15 0,08 0,27
13711 0,11 0,21 0,09
13712 0,05 0,01 0,05
131413 0,03 0,01 0,04
131414 0,09 0,02 0,12
132116 0,11 0,01 0,11

Tablo 4-28. E1 Grubunun gRT-PCR Sonucuna Hesaplanan Gen Ekspresyon

Degerleri

Ornek No IL-1 IL-8 VEGF
E111 1,80 0,46 2,57
E112 11,31 2,35 15,03
E134 7,36 2,30 8,63
E135 3,89 1,11 5,58
E136 1,69 0,40 1,41
E157 2,38 0,58 3,29
E158 5,10 1,28 4,79
E1710 8,06 1,51 5,74
E1711 2,55 0,37 2,33
E1712 3,36 1,31 6,54
E11413 2,89 0,24 2,79
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E11414 9,51 1,16 11,96
E11415 10,34 0,88 10,63
E12116 1,80 0,31 2,30
E12117 5,31 0,80 5,66
E12118 7,46 1,35 7,94

Tablo 4-29. E2 Grubunun qRT-PCR Sonucuna Hesaplanan Gen Ekspresyon

Degerleri
Ornek No IL-1 IL-8 VEGF
E211 3,66 1,05 6,11
E213 2,2 0,42 2,04
E234 7,9 1,74 9,06
E235 4,7 0,89 5,21
E236 9,9 5,43 5,43
E257 18,4 23,75 23,75
E258 5,2 6,06 6,06
E259 6,5 7,62 7,62
E2710 5,8 6,92 6,92
E2711 6,1 8,17 8,17
E2712 0 18,90 18,90
E21413 6,3 2,19 2,19
E21414 10,5 10,78 10,78
E22117 8,1 9,65 6,41
E22118 10,6 13,09 13,09
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Tablo 4-30. E3 Grubunun gRT-PCR Sonucuna Hesaplanan Gen Ekspresyon

Degerleri
Ornek No IL-1 IL-8 VEGF
E311 10,48 111 13,64
E312 8,82 2,97 13,36
E313 54,95 9,71 64,00
E334 10,13 1,07 7,16
E335 8,17 0,60 12,04
E336 5,24 0,68 8,17
E357 5,66 1,25 6,87
E358 19,56 1,38 15,14
E359 9,25 1,73 10,48
E3712 16,00 2,60 20,82
E31413 86,82 0,77 6,73
E31414 0,67 1,30 11,16
E32116 2,58 0,33 2,87
E32118 0,11 0,02 0,14

Gruplar hem kendi iglerinde hem de gruplar arasit karsilastiriimistir.
Bulgular One way Anova ile analiz edilmistir. Cikan sonuglar grup i¢i ve gruplar
arasi glin bazinda degerlendirilmistir.

I1, 2 ve 13 gruplarn karsilastirildiginda IL-1 seviyelerinde 1 ve 7. giinlerde
anlamli farkliliklar oldugu gériilmiistiir. 1. giinde 12 grubunun seviyesi anlaml
derecede diger gruplardan daha diisiiktii. 7. giinde I2 grubunun seviyesi anlamli
derecede diger gruplardan daha diisiiktii. 7. giine kadar 12 grubu en diisiik seviyede
seyrederken 14 ve 21. giinlerde genel olarak bir fark goriillmemistir. E1, E2 ve E3
gruplari karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark olmadig1 goriilmistiir.
Birinci giinde E2 grubunun IL-1 seviyesi en disiiktiir. 3, 5, 7 ve 14. giinlerde E3
grubunun IL-1 seviyesi en yiiksekti. I ve E gruplari karsilastirildiginda ise gruplar
arasinda anlamli farklilik olmadig1 gériilmiistiir. 1. giinde 12 ve E2 gruplarmin IL-
1 seviyeleri diger gruplardan daha diisiiktii. 12 grubunun IL-1 seviyesi 21. giine
kadar en diisiik diizeyde seyretmektedir. 21. giinde en diisiik IL-1 seviyesi 13

grubuna aitti.
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I1, 12 ve 13 gruplar karsilastirildiginda IL-8 seviyelerinin 1, 5,7 ve 14.
giinlerde anlamli farkliliklar oldugu gériilmiistiir. I2 grubunun IL-8 seviyesi 1 ve 5.
giinlerde anlamli derecede diisiik oldugu tespit edilmistir. 12 ve I3 gruplarmin IL-8
seviyeleri 7 ve 14. giinlerde 11 grubundan anlamli derecede daha diisiiktii. E1, E2
ve E3 gruplan karsilastirildiginda gruplar arasinda yalnizca 21. giinde anlamli bir
farklilik bulunmustur. E2 grubunun seviyesi 3, 5, 7 ve 14. giinlerde diger gruplardan
daha yiiksekti. Yirmi birinci giinde ise E2 grubunun seviyesi diger gruplardan

anlamli derecede yiiksekti. I ve E gruplari karsilastirildiginda ise gruplar arasinda
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5, 7 ve 21. giinlerde anlaml farkliliklar goriilmiistiir. 12 seviyesinin 5. giinde E2
seviyesinden anlamli derecede daha diisiik oldugu goriilmistiir. E2 grubunun

seviyesi diger gruplardan 7 ve 21. gilinlerde ise anlamli derecede yiiksekti.
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I1, 12 ve I3 gruplan karsilastinldiginda VEGF seviyelerinde 1,7 ve 14.
giinlerde anlamli farklilar oldugu gériilmiistiir. 1 ve 7. giinlerde I1 grubunun VEGF
seviyesi 12 grubundan anlamh derecede yiiksekti. 14. giinde I1 grubunun VEGF
seviyesinin 12 ve I3 gruplarindan anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir.
E1l, E2 ve E3 gruplari karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark olmadig:
goriilmiistiir. I ve E gruplan karsilastirildiginda ise gruplar arasinda 3,5 ve 7.
giinlerde anlamli farkliliklar bulunmugtur. 3 ve 5. giinlerde E3 grubunun
seviyesinin 12 grubunun seviyesinden anlamh derecede yiiksekti. 7. giinde E3

grubunun seviyesinin I3 grubundan anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir.
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5. TARTISMA

Kronik yara olgulart oldukca sik karsilasilan hem hastayr hem de saglik
sistemlerini sikintiya sokan durumlardir. Olusan kronik, iskemik ve enfekte yara
olgular1 uzuv kaybina sebebiyet verebilir ve hayati tehdit edebilir. Bu sebeple yara
ve yara enfeksiyonlarinin tedavilerinde her zaman farkli bakis agilarina ve
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir (4-6).

Bu ¢alismada enfekte iskemik yara modelinin ilk defa denenmesiyle beraber
bu siireglerin nasil ilerledigine dair gézlemler ortaya konulmustur. Yara vakalarinda
muhtemel iskemi ve enfeksiyon birlikteliginin karsilastirilmasiyla birlikte enfekte
iskemik yara modeli olusturulan ratlarda Lactobacillus plantarum’un yara iyilesme
stirecine katkilarinin morfolojik, mikrobiyolojik, histopatolojik ve molekiiler
analizler dogrultusunda arastirilmast amaglanmaistir.

Probiyotiklerin, topikal ve oral uygulanmalarinin, bagisiklik sistemi
yanitimin -~ giiclendirilmesinde, iltihaplanmanin azalmasinda ve yara iyilesme
stirecinin hizlanmasinda katkida bulundugu birgok ¢aligmada belirtilmistir
(10,12,62,73-75). L. plantarum ile yapilan ¢alismalarda, yamik ve Yyara
iyilesmesinde etkili oldugu ve iyilesme siirecini hizlandirdigi bildirilmektedir
(13,76). Aymi zamanda L. plantarum tedavisinin graniilasyon dokusunun
olusumunu ve yara kenarlarindan yeniden epitilizasyonunu tesvik etmede cerrahi
debridmandan belirgin sekilde daha etkili oldugu bildirilmistir (77).

Mohtashami ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada L. plantarum, diyabetik
siganlarda yara iyilesme siirecini hizlandirmis, inflamatuar hiicreleri modiile etmis,
proinflamatuar mediatorleri azaltmis ve anti-inflamatuar ajanlari arttirmistir. Ayni
zamanda L. plantarum uygulanan yaralarda 7. giin iyilesmesinin en yiiksek oldugu
bildirilmektedir (10).

Yapilan bu ¢alismada morfolojik bulgular degerlendirildiginde, iskemik ve
enfekte iskemik yara gruplarinda bulunan L. plantarum uygulanmis gruplarmn (12
ve E2) yara boyutlarinin degerlendirme giinlerinin tiimiinde diger gruplara gore
daha kiiciik oldugunu belirledik. iskemik yara grubunda L. plantarum uygulanan
grubun (12) yara boyutunun 1,3,7,14 ve 21. giinlerde iskemik yara gruplari i¢inde
anlamli derecede kii¢iik oldugu ayrica 3,5,7 ve 21. giinlerde yara boyutunun diger

tim gruplardan anlamli derecede daha kiiciik oldugu goriildii (p<0,05). Ayni
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zamanda enfekte iskemik yara grubunda yer alan L. plantarum uygulanan grubun
(E2) yara boyutu diger enfekte iskemik yara gruplar1 i¢inde tiim giinlerde daha
kiiciik oldugu belirlendi. Fakat E2 grubunun yara boyutu yalnizca 7. giinde anlamli
bir farklilik gosterdi. Grup i¢i ve gruplar arasi degerlendirmelerden anlasilacag:
tizere L. plantarum uygulanan gruplarin yara kapanma siireci daha hizli gergeklesti.

Mohtashami ve arkadaslarinin yaptigi ¢calismaya benzer sekilde yaptigimiz
calismada da 7. giinde tiim gruplar icinde L. plantarum uygulanan gruplarin (12 ve
E2) yara boyutlarinin anlamli derecede daha kiiciik oldugu goriilmiistiir (10). Bu
veriler 15181nda iskemik ve enfekte iskemik yaralarda L. plantarum kullaniminin
yara kapanmasini hizlandirdigi ve iyilesme siireclerine katkida bulundugu
goriilmektedir. Literatiirde belirtildigi gibi L. plantarum’un yanik, enfekte yaralarin
iyilesmesine katkida bulunmasinin yaninda bu c¢alismada da ratlarda olusturulan
iskemik ve enfekte iskemik yarada da benzer sekilde etkinligi goriilmiistiir.

Kronik yara enfeksiyonlarinin tedavisinde sistemik antimikrobiyallerin
kullanimi 6n plana ¢ikmaktadir. Enfekte kronik yarasi olan hastalarin tedavilerinde
slireci kisaltmak i¢in en uygun ve etkili antibiyotigin se¢imi ¢ok dnemlidir (52).
Yapilan birgok ¢alismada antimikrobiyal tedavilerin yani sira probiyotiklerin de
patojenlere karsi etkin oldugu ve medikal kullanimlari 6ne ¢ikmaktadir(8,9,51,78—
80) L. plantarum’dan eclde edilen ekstreler ile yapilan bir ¢alismada mukoza
yiizeylerinde anti-adezyon ve antimikrobiyal etkilerinin oldugu belirtilmistir (81)
L. plantarum makrofaj ve lenfositleri harekete gegirerek immiin sistemi aktive
etmekte ve drettigi laktik asit ile antimikrobiyal etkinlik gostererek biyofilm
olusumuna engel olabilmektedir (13) Ayni1 zamanda bakteriyosin benzeri bir madde
olan plantacirin iiretimi ile hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilere karsi
antimikrobiyal etkinlik gosterdigi bildirilmistir (82). Baska bir ¢alismada ise L.
plantarum’a ait zengin protein fraksiyonlarmin yara iyilesme safhalarinda
sitokinlerin ve kemokinlerin {iretimini arttirdigin1 ve Staphylococcus aureus
enfeksiyonunu inhibe ettigi gorilmiistiir (8).

Bu ¢alismada mikrobiyolojik bulgular iki farkli amacla degerlendirilmistir.
Ilk olarak enfekte iskemik yara grubunda enfeksiyon etkeninin (S. aureus)
varliginin  tespiti  ve enfeksiyonun seyri i¢in degerlendirilmistir. Bu
degerlendirmeler enfekte gruplar olan EI, E2 ve E3 gruplann arasinda
gerceklestirilmistir. Degerlendirmeler sonucunda gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir farklilik goriillmemistir. Ancak degerlendirmelerde antibiyotik
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tedavisi uygulanan gruptaki (E3) koloni sayisinin tiim giinlerde en az oldugu
goriilirken, L. plantarum uygulanan grubun (E2) koloni sayisinin kontrol
grubundan (E1) 21. giine kadar daha az oldugu goriilmiistiir. Yapilan bir¢ok
caligmada L. plantarum’dan elde edilen ekstrelerin mukoza yiizeyinde patojenlere
kars1 anti-adhezyon etkilerinin oldugu belirlenmistir (81,83,84). Bu ¢alismada, L.
plantarum uygulamasinin antibiyotik tedavisi uygulanan grup kadar etkili olmadigi
goriiliirken, kontrol grubuna nazaran daha az koloni sayisinin olmasi belirtilen
caligmalan destekleyen niteliktedir.

Ikinci amag, L. plantarum uygulanan gruplarda (I2 ve E2) etkenin
varliginin tespitidir. Veriler genel olarak incelendiginde L. plantarum uygulanmasi
ve dokudan sayiminin yapilmasi 14. giine kadar gergeklestirilirken, 21. giinde L.
plantarum varligina rastlanmamistir. Bu durum morfolojik bulgularda belirtildigi
gibi L. plantarum uygulanan gruplarda (12 ve E2) diger gruplara gore yaramin daha
hizli kapanmasi ve bakterinin uygulanmis olmasina ragmen dokuya niifuz
edememesinden kaynaklanabilecegi diisiinlilmektedir. Ayni zamanda enfekte
iskemik yara grubundaki (E2) L. plantarum varligimn iskemik yara grubuna (i2)
gore daha yogun oldugu goriilmiistiir. Bu durum yine iskemik yara grubunun yara
boyutunun enfekte gruba gore daha kii¢iik olmasindan kaynaklanmis olmasi
muhtemeldir.

Yapilan caligmalarla topikal probiyotik tedavisinin yara iyilesmesinde,
enflamasyon evresini kisaltmasi, kollajen konsantrasyonunu arttirmasi,
graniilasyon ve anjiyogenezin hizlandirmas: gibi etkilere neden oldugu
bildirilmektedir (73,85). Ayn1 zamanda L. plantarum ile yapilan bakterioterapinin
graniilasyon dokusu, kan damarlar1 ve doku iyilesme stireci ile ilgili faktorlerin
etkinligini arttirarak diyabetik yara {lserlerinin iyilesmesini modiile ettigi
belirlenmistir (62).

Yaptigimiz bu c¢alisma da iyilesme evrelerinin histopatolojik olarak
degerlendirmesi enflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenme olmak tizere 3
ana evre lizerinden degerlendirilmistir. Yara iyilesmesinde, enflamasyon evresi
yaralanmadan sonra hasara kars1 gelisen lokalize, dokuyu koruyucu cevap olarak
tanimlanabilir  (19,86). Enflamasyon evresinin degerlendirme sonuglarinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmedi. Bununla birlikte enflamasyon
evresi siddet, yayginlik ve Odem oOlgiitlerine gore degerlendirildi, yapilan

degerlendirmelerde 7. giinden sonra 12 ve E2 gruplarinda yayginhigin goriilmedigi
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tespit edildi. Aym zamanda 12 grubunda 7. giinden sonra dem varligi goriilmedi.
Bu durum yapilan bir¢ok c¢alismada da belirtildigi gibi enflamasyonun yara
iyilesme siireci lizerine geciktirici etkisininin enfeksiyon ajanina gore L. plantarum
uygulanan 12 ve E2 gruplarinda daha diisiik seyredebilecegini diisiindiirmiistiir
(65,75,87).

Proliferasyon evresi epitel hiicrelerinin proliferasyonu ve gec¢ici matrikse
g0¢ etmeleri ile karakterizedir. Proliferasyon, yeniden epitelizasyon, anjiyogenezis
ve graniilasyon evrelerinden olugsmaktadir (34). Bu evrelerin degerlendirilmesinde
anjiyogenez ve graniilasyon evrelerinde farkliliklar goriilmiistiir.

Anjiyogenez degerlendirmesinde 14. giinde istatistiksel olarak anlaml
farkliliklar bulunmaktadir. Anjiyogenez varligina 14. giinde E2 ve 12 gruplarinda
rastlanmadi. Bu durum i2 ve E2 gruplarinda anjiyogenezin diger gruplar ile
karsilagtirildiginda 14. glinden daha once bittigini gostermektedir. Bekiaridou ve
arkadaglarinin yaptigi ¢calismada probiyotik kullaniminin vaskiilarizasyonu olumlu
yonde etkiledigi bildirilmistir (88). Bu ¢alismada da L. plantarum kullanilan 12 ve
E2 gruplarinin iskemik yara iyilesme siire¢lerinde anjiyogenez safthalarinin daha
hizli ilerledigi gortilmiistiir.

Graniilasyon degerlendirmesinde de 14. giinde istatistiksel olarak farklilik
gostermis ve bu farklilik yine L. plantarum kullanilan {2 ve E2 gruplarindan
kaynaklanmistir. 12 ve E2 gruplarinda 14. giinde graniilasyon gériilmedi. Bu sonug
angiogenezis evresiyle benzerdir. Bu fark aym sekilde 14. giinde 12 ve E2
gruplarinda graniilasyon olusumun bittigini gostermektedir. Yaptigimiz bu
calismada L. plantarum’un normal yara iyilesmesinde oldugu gibi iskemik yara
tyilesmesinde de hem anjiyogenez hem de graniilasyon sathalarini hizlandirdigi
goriilmekte ve literatiir ile benzerlik gostermektedir.

Yara iyilesmesinin son evresi olan yeniden sekillenme, yeni epitel ve skar
dokusunun olusmasi ile karakterizedir (89). Yeniden sekillenme evresinin
degerlendirilmesinde fibrozis ve kollajen varligi istatistiksel olarak anlamli farklilik
gosterdi. Fibrozis degerlendirmesinde 5. giinde 12 grubu anlamli olarak diger
gruplardan daha yogun ve farklidir. L. plantarum’un fibrozisi arttirdigi yapilan
calismalarda belirtilmistir (75). Bu ¢alismada da 12 grubunun belirtilen literatiirle
aym etkiyi gosterdigi sdylenebilir. Kollajen varliginin degerlendirilmesinde 7.
giinde anlamli bir farklilik gorilmiistir. Bu farklilik E3 grubunun kollajen

varliginin olmamasindan kaynaklanmistir. E3 grubunun kollajen varligi 7. giinden
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sonraki degerlendirmelerde goriildii. Diger gruplarda kollajen varliginin daha
onceki giinlerde basladigi tespit edildi. Yara iyilesmesinde kullanilan bazi
antibiyotiklerin protein sentezinin inhibisyonuna neden oldugu ve kollajen
sentezinde olumsuz etkileri literatiirde bildirilmektedir (90,91). Yapilan bu
calismada da antibiyotik uygulanan E3 grubunun kollajen sentezinin 7. gline kadar
goriilmemesinin, antibiyotik kullaniminin bir sonucu oldugunu diistindiirm{istiir.

Biiytime faktorleri ve sitokinler, hiicrelerin ¢ogalmasi, farklilasmasi ve gogii
gibi gorevlerde rol aldiklar1 gibi protein ve enzim iretiminde de aktif
durumdadirlar. Yara iyilesmesinin her evresinde rol alarak, iyilesme stireci olumlu
ve olumsuz olarak etkileyebilirler (27,42). Bu ¢alismada da molekiiler bulgular IL-
1, IL-8 ve VEGF gen ekspresyon seviyeleri tizerinden degerlendirilmistir.

Proinflamatuar sitokinlerden olan IL-1 iyilesen dokuda epitel hiicreleri
tarafindan tiretilir ve IL-1'in epidermal iyilesmeyi hizlandirdig1 yapilan ¢alismalarla
gosterilmistir. Bununla birlikte zor iyilesen kronik yaralarda IL-1'in asir1 eksprese
edildigine dair bulgular, IL-1'in iyilesme silirecini olumsuz etkileyebilecegini
gostermektedir (92,93). Ayrica yapilan c¢alismalar yara ve yamik iyilesme
donemlerinde kullanilan L. plantarum suslarinin enflamasyon doneminde
proinflamatuar  sitokinleri {izerinde etkili olabilecegi ve bu donemi
hizlandirabilecegi yoniindedir (67)

IL-1 gen ekspresyon seviyeleri iskemik ve enfekte iskemik yara gruplarinda
giin bazinda hem grup i¢i hem de gruplar arasi karsilastirildi. Iskemik yara gruplari
(11, 12 ve 13) karsilastirildiginda IL-1 seviyelerinde 1,7 ve 14. giinlerde anlaml
farklihiklar oldugu goriildii. Iskemik yara L. plantarum uygulanan grubun (i2)
ekspresyon seviyesi 1 ve 7. giinlerde diger I gruplarindan anlami derecede diisiiktii
(p<0.05). Yedinci giine kadar 12 grubu en diisiik seviyede seyrederken 14 ve 21.
giinlerde genel olarak bir fark goriilmedi. Enfekte iskemik yara gruplari (E1, E2 ve
E3) karsilastinldiginda gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi goriilmesine
ragmen 1. giinde enfekte iskemik yara L. plantarum uygulanan grubun (E2) IL-1
seviyesi en diisiiktii. I ve E gruplan karsilastirildiginda ise gruplar arasinda anlamli
farkliik olmadigi goriildii. Birinci giinde L. plantarum uygulanan 12 ve E2
gruplarinin IL-1 seviyeleri diger gruplardan daha diisiiktii. 12 grubunun IL-1
seviyesi 21. giine kadar en diisiik diizeyde seyretmekteydi. En diisiik IL-1 seviyesi
21. giinde 13 grubuna aittir. Yaptigimiz bu ¢alismada goriildiigii iizere L. plantarum

uygulanan gruplarda enflamasyon doneminde IL-1 seviyelerinin diger gruplara
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gore daha diisiik seyrettigi goriilmekte ve yanik iyilesmesinde oldugu gibi iskemik
yara iyilesmesinde de literatiirii destekler niteliktedir.

IL-8’in akut yaralarda ekspresyonunun arttigi keratinosit go¢iini ve
proliferasyonunu arttirarak yeniden epitelizasyonda rol aldigi bilidirilmektedir.
Bununla birlikte, IL-8 nétrofillerin aktivasyonda ve kemotasisinde gorev alarak
inflamatuar yanita katilir (62,94). Ayn1 zamanda L. plantarum kullanilan yaralarda
IL-8 ekspresyon seviyesinin azaldigi da rapor edilmektedir (95).

IL-8 ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi grup ici ve gruplar arasi giin
bazinda degerlendirildi. I1, 12 ve I3 gruplar karsilastirildiginda IL-8 seviyelerinin
1,5,7 ve 14. glinlerde anlamh farkliliklar oldugu goriilmiis, anlamli farkliligin L.
plantarum kullanilan grubun (i2) ekspresyon seviyesinin daha az olmasindan
kaynaklandig1 goriilmiistiir. L. plantarum kullanilan 12 grubunun IL-8 seviyelerinin
diger gruplara gore daha az olmasi literatiirde belirtildigi gibi L. plantarum
kullaniminin etkinligini gostermektedir. Fakat bu durum enfekte iskemik yara
grubunda farkli sekilde seyretmistir. Enfekte iskemik yara grubunda L. plantarum
uygulanan grubun IL-8 seviyesinin diger gruplardan daha yiiksek oldugu
goriilmistiir. Yapilan bir ¢alismada da enfekte ortamdaki L. plantarum varlig: IL-8
ekpresyonunun arttigini gostermistir (62). Calismamizda da enfeksiyon gruplarinda
IL-8 seviyesinin daha da arttifimi gostermektedir. Bu durum IL-8’in nétrofil
aktivasyonunda ve inflamatuar yanitta gorev almasindan dolayir enfeksiyon
ortaminda etkinliginin artmasiyla aciklanabilir.

VEGF'nin vaskiiler gegirgenligi  arttirdifi, endotel hiicrelerinin
proliferasyonunu indiikledigi ve temel anjiyojenik fonksiyonlarda 6nemli gorevleri
oldugu bilinmektedir (76).

VEGF ekspresyon seviyeleri grup i¢i ve gruplar arasinda giin bazinda
degerlendirildi iskemik yara gruplari (11, 12 ve 13) arasinda yapilan karsilastirmada
ozellikle kontrol grubu VEGF ekspresyon seviyelerinin her zaman daha yiiksek
oldugu gériiliirken, L. plantarum uygulanan grubun (i2) ekspresyon seviyesinin 7.
giinden itibaren antibiyotik uygulanan gruptan daha ytiksek oldugu goriildi. Bu
durum L. plantarum uygulanan grubun anjiyojenik etkinliginin daha yogun
oldugunu gostermektedir. Enfekte iskemik yara gruplar (E1, E2 ve E3) arasinda
ise anlamli bir farkliliklar gézlenmemis gruplar arasinda seviyelerin degisken
oldugu belirlendi. iki grubun karsilastiriimasinda ise E gruplarinin I gruplarina gére

daha yiiksek ekspresyon seviyesi oldugu goriildii. Yapilan calismalarda VEGF gibi
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anjiyojenik faktorlerin hipoksi kosullart veya diger hiicre stresi tiirleri altinda
ekspresyonu, yara iyilesmesi sirasinda neovaskiilarizasyona katkida bulundugu
bildirilmektedir (76,96). E gruplarmin ekspresyon seviyelerinin I gruplarma gore

daha yiiksek olmasi enfeksiyon varliginin gostergesidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz ¢alisma sonucunda elde ettigimiz veriler dogrultusunda iskemik

ve enfekte iskemik yara modeli olusturulan siganlarda L. plantarum kullaniminin

etkileri ortaya konmustur. Bulgular 1s181nda;

1.

L. plantarum kullanilan gruplarda morfolojik Olgimlerde yara
bolgesinin daha hizli kapandig goriilmiistiir.

Mikrobiyolojik analizlerde L. plantarum uygulanan gruplarin kontrol
gruplarina gore daha az enfeksiyon etkenine sahip oldugu
goriilmektedir.

Histopatolojik ~ degerlendirme  Enflamasyon, proliferasyon ve
remodelling olmak tizere 3 ana evre lizerinden degerlendirilmistir.
Yapilan analizlerde proliferasyon evresinde anjiyogenez ve
graniilasyonda, remodelling evresinde fibrozis ve kollajen
degerlendirmelerinde istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugu
goriilmiistiir.

Aym zamanda IL-1 gen ekspresyonunun bu gruplarda enflamasyonu
kisa siirmesine sebep olacak diizeyde daha diisiik oldugu gortiliirken, IL-
8 gen ekspresyon seviyesinin L. plantarum gruplarinda azaldig
goriilmiistiir. VEGF gen ekspresyon seviyelerinin karsilagtirilmasinda E
gruplarmin I gruplarina gére daha yiiksek ekspresyon seviyesi oldugu
goriilmektedir. E gruplariin ekspresyon seviyelerinin I gruplarina gore
daha yiiksek olmasi enfeksiyon varligi sonucunda ortaya cikan bir
durumdur. Sonu¢ olarak L. plantarum IL-1, IL-8 ve VEGF gen
ekspresyon seviyelerini normal yara iyilesme evrelerinde oldugu gibi

iskemik yara modelinde de literatiirle ortiisen dogrultuda etkilemistir.

Yapilan bu arastirma sonuglarinin da gosterdigi gibi farkli ajanlarin

destekleyici kullanimlar1 yara iyilesme siire¢lerinde olumlu sonuglar elde

edilmesini saglayabilir. Yara iyilesmesinde L. plantarum kullaniminin olumlu

etkileri bilinmektedir. Bu olumlu etkilerin iskemik ve enfekte iskemik yara

modellerinde de ayni dogrultuda oldugu goriilmektedir. Calismamizda L.

plantarum’un kullaniminin olumlu etkilerinin goriilmesine ragmen kisitlamalar da

bulunmaktadir. Sonraki ¢aligmalrda L. plantarum’un yara ylizeyinde daha uzun
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tutunmasina yardimer olacak bir ajanla verilmesi L. plantarum’un etkinliginin
artmasini saglayabilir. Bir baska kisitlilik ise histopatolojik degerlendirmelerdeki
ornek sayisinin azlhigidir. Ornek sayisinin arttirilmas: analizlerin istatistik olarak

daha iyi degerlendirmesini saglayabilir.
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