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OZET

STREPTOZOTOSIN iLE DIiYABET OLUSTURULMUS RATLARDA
TRANSKUTANOZ ELEKTRIKSEL SiNiR STIMULASYONU (TENS)’NUN
INSIZYONEL YARA IYILESMESI VE OKSIDATIF STRES UZERINE ETKISi

Boyacioglu N. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Cerrahi

Hastahiklar1 Hemsireligi, Doktora Tezi, Aydin, 2022.

Ama¢: Bu calisma diyabetik ratlarda TENS uygulamasimin insizyon yarasindaki
histopatolojik degisiklikler ve antioksidan/oksidan durum iizerine koruyucu etkisinin

degerlendirilmesi amactyla yapildi.

Gerec ve Yontem: Calisma kapsaminda 48 adet erkek Wistar albino rat kullanild ve ratlar 6
gruba ayrildi; Kontrol, D, Di-3, DIT-3, Di-7 ve DIT-7. Kontrol grubuna herhangi bir
uygulama yapilmadi. Diger hayvanlarda streptozotosin ile diyabet indiiklendi (D). K ve D
gruplar1 hari¢ diger hayvanlarda insizyonel yara olusturuldu (D). DIT-3 ve DIT-7 gruplarina
sirastyla 3 ve 7 giin siireyle TENS uygulandi. Yarali cilt dokularinda histopatolojik ve

immunohistokimyasal degerlendirme yapildi ve kanda oksidatif stres parametreleri dl¢iildii.

Bulgular: DIT-7 grubundaki TENS uygulamasi, makroskobik iyilesme siirecini DIT-3
grubuna goére daha olumlu etkiledi. Di-7 grubu ile karsilastirildiginda DiT-7 grubunda mast
hiicreleri (p=0,001) ve fibroblast (p=0,000) sayilar1 ile anjiyogenezis (p=0,000) azaldi. VEGF
(p=0,015 ) ve FGF (p=0,004) DIT-3 grubunda DI-3 grubuna gore azaldi. Benzer sonug DI-7
ve DIT-7 gruplar arasinda da goriildii (p=0,001). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, hem
DIT-3 hem de DIT-7 gruplarinda anlamli farklilik bulunamadi (p<0,05). DIT-3 grubu ile
karsilastinldiginda DIT-7 grubunda glutatyon diizeyi yiiksek bulundu (p=0,020). TENS
uygulamasindan sonra DIT-3 ve DIT-7 gruplarinin serumlarindaki yiiksek malondialdehit
diizeyi, sirastyla DI-3 (p=0,001) ve Di-7 gruplarma (p=0,006) gore anlaml1 olarak azaldu.

Sonug: Bu sonuglar, diyabetik ratlarda TENS'in insizyonel yara iyilesmesi ve oksidatif stres

iizerine olumlu etkisinin oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Diyabet, Rat, Streptozotosin, TENS, Yara iyilesmesi.
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ABSTRACT

THE EFFECT OF TRANSCUTANEOUS ELECTRICAL NERVE STIMULATION
(TENS) ON INCiSIONAL WOUND HEALING AND OXIiDATIVE STRESS iN
STREPTOZOTOCIN INDUCED DIiABETIC RATS

Boyacioglu N. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Surgical

Diseases Nursing Program, Doctorate Thesis, Aydin, 2022.

Objective: This study was aimed at evaluating the protective effect of TENS application on

histopathological changes and antioxidant/oxidant status on incisional wound in diabetic rats.

Material and Methods: Forty eightadult male Wistar albino rats were divided into 6 groups
as control, D, DI-3, DIT-3, DI-7 and DIT-7 group. No application was made to the control
group. Diabetes induced by streptozotocin in other animals (D). Incisional wound was created
in all animals except C and D groups (DI). TENS was applied to DIT-3 and DIT-7 groups for
3 and 7 days, respectively. Histopathological and immunohistochemical evaluation were

performed in wounded skin tissues and oxidative stress parameters were measured in blood.

Results: TENS application in the DIT-7 group affected the macroscopic healing process more
positively than the DIT-3 group. When compared with the DI-7 group, the numbers of mast
cells (p=0.001) and fibroblasts (p=0.000) and angiogenesis (p=0.000) decreased in the DIT-7
group. VEGF (p=0,015) ve FGF (p=0,004) decreased in DIT-3 group as a compared with DI-
3 group. Similar results were observed between DI-7 and DI-7 groups (p=0,001).When
compared with control group, there was not significantly different in both DIT-3 and DIT-7
groups (p<0,05). The glutathione level was increased in DIT-7 grup as compared with DIT-3
group (p=0,020). High malondialdehyde level in serum of the DIT-3 and DIT-7 groups were
significantly decreased after TENS application as compared with DI-3 (p=0,001) ve and DI-7
groups (p=0,006), respectively.

Conclusion: These results indicate that TENS has a positive effect on incisional wound

healing and oxidative stress in diabetic rats.

Keywords: Diabetes, Rat, Streptozotocin, TENS, Wound healing.
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1. GIRIS

1.1. Problemin Tamim ve Onemi

Diabetes Mellitus (DM) insiilin yetersizligi ya da defektleri sonucunda organizmanin
karbonhidrat, yag ve proteinlerden yeterince yararlanamadigi, siirekli tibbi bakim gerektiren,
kronik, genis spektrumlu, akut ve kronik komplikasyonlar1 olan bir metabolizma bozuklugu
hastaligidir (Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi, 2020).

Diinyada 2019 yili itibari ile 463 milyon diyabetli yasamakta olup (diinya niifusunun
%09,3), 2030 yilina kadar 578 milyona (%10,2) ve 2045 yilina kadar 700 milyona (%10,9)
yiikselecegi ifade edilmete ve diyabet i¢in yillik kiiresel saglik harcamanin 760 milyar dolar
oldugu belirtilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)ne gére Avrupa’a 60 milyon insan
igerisinde,25 yas tstili erkeklerin %10,3 ve kadinlarin ise %9,3 DM’tur (Sebranek, Lugli ve
Coursin, 2013). Ulkemiz de Avrupa iilkeleri arasinda %11'lik oran ile prevelans: en yiiksek
tilkedir. Ayrica DM prevelansinda yillik %5'lik bir artisin olmasi, gelecekte diyabet ve diyabet
iligkili saglik sorunlart agisindan tilkemiz i¢in de kaygi verici bir durum olusturmaktadir (Onat

ve digerleri, 2014).

Diyabete bagli akut ve kronik komplikasyonlar bir dizi saglik problemlerine yol
acmaktadir. Diyabetli hastalarin sahip olduklar1 komorbiteler nedeni ile cerrahi insidansi
yiiksektir. Ayrica diyabetik hastalar, diyabeti olmayanlara gore daha fazla morbidite,
hastanede kalig siiresine ve %50 daha fazla mortaliteye sahiptir (Levesque, 2013). Ameliyat
donemi disglisemi (hiperglisemi, hipoglisemi, stres kaynakli hiperglisemi ve glukoz
degiskenligi) cerrahinin basarisini etkileyen faktorler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sebranek
ve digerleri, 2013). DM’ta kan glukoz diizeyinin yiiksek olmasi sonucunda hiicrelerin
proliferasyonunda ve kollajen iiretiminde bozulma, hiicrelerin kemotaksisinde gecikme,
biliyiime faktorleri ve sitokinlerin saliiminda azalma nedenleri ile yara iyilesmesi daha
olumsuz etkilenmekte ve cerrahi alan enfeksiyonu da diyabet olmayanlara gore 2-3 kat daha
fazla olmaktadir (Ahmet, Hiiseyin ve Bahadir, 2015; Bamba, Gupta, Shack, Grotting ve
Higdon, 2016). Notrofiller ve makrofajlar, oksidasyon sonucu artan miktarda reaktif oksijen
tirleri (ROT) olustururlar ve olusan ROT yabanci organizmalarin ortadan kaldirilmasinda

onemli rol oynar. Ancak hiperglisemiye bagli olarak dogrudan ve serbest yag asit artisi ile



gelisen ROT arttist ve enzimatik veya non-enzimatik antioksidan yetersizligi ile olusan

oksidatfi stres yara iyilesmesini geciktirmektedir (Aksoy ve Ozakpinar, 2014).

Yara iyilesmesi bir dizi hiicrenin dokuda yaralanmaya karsi organize ve karmasik
hiicresel, biyokimyasal ve sitolojik olaylar serisidir. Cerrahi yaralar olusumunu takiben belirli
tekniklerle yara kenarlarinin yaklastirilarak kapatilmasiyla kelime anlami ile “primer onarim
iyilesme”olarak bilinen uygulamayla iyilestirilmeye ¢alisilir. Primer olarak prensiplerine
uygun kapatilan yaralarda komplikasyon gelisme orami diisiiktiir (Erdost Kartal ve Cetinkale,
2008). Ancak yara iyilesmesinin erken inflamatuvar donemlerinde gelisen bir dizi eksiklik ya
da yetersizlik nedeni ile Kklinik uygulamada DM’lu hastalarda cerrahi sonrasi yara

enfeksiyonlar1 ya da yara ayrilmasi sorunlari ile karsilagiimaktadir.

DM’ta yara iyilesmesinde bozulmaya neden olan faktorler in vivo ve in vitro
caligmalarla tanimlanmis olup, iyilesmenin hizlandirilmas: i¢cin miidahaleler gelistirmeyi
amaclayan ¢alismalar yapilmaktadir. Bunlar tibbi bitkiler ve ekstratlart ile yapilan
uygulamalar, hiper barik oksijen tedavisi, bilyiime faktdrlerinin lokal uygulamalari, negatif
basing tedavisi ve yara pansuman Ortiileridir. Elektrik stimiilasyonu uygulamasi ¢ok eski
zamanlardan giinimiize kadar agri tedavisinde kullanilan bir noninvaziv terapi yontemi
olmasina karsilik yara iyilesmesi tlizerine etkinligi invitro ve invivo deneysel modellerde
calisilimig ve etkinligi ortaya konmustur (Hunckler ve de Mel, 2017). Calismalarda hiicre
gocli, proliferasyon, DNA ve protein sentezinde artis, antibakteriyel etkileri ile yara
kapanmasi ve iyilesmesinde pozitif etkileri bildirilmistir (Garcia-Pérez ve digerleri, 2018;
Machado, Liebano, Furtado, Hochman ve Ferreira, 2016; Ud-Din ve digerleri, 2015; Yu, Yoo,
Yang ve Yoon, 2015).

Elektrik stimiilasyonu uygulamasi yontemlerinden biri olan Transkiitandz Elektriksel
Sinir Stimiilasyonu (TENS) uygulamasinin yara iyilesmesine olumlu etkisi ile ilgili
calismalarin oldugu, insanlarda var olan kronik yaralarda TENS uygulamasinin etkilerini
gosteren calismalar bulunmasina karsin, diyabet varliginda cerrahi insizyon gibi akut
yaralarda TENS uygulamasinin yara iyilesmesine olan etkisini inceleyen ¢aligmaya
rastlanmamistir. Cerrahi prosediirde yara iyilesmesinin tam ve beklenen siirelerde olmasi
cerrahinin basarisini arttirmanin yanisira mortalite ve morbidite iizerine de etkili olmaktadir.
Bu nedenle diyabet varliginda cerrahi yaralanmayi takiben yara iyilesmesi asamalarinda,
TENS uygulamasiin yara iyilesme siirecine, histopatolojik ve oksidatif strese olan etkisini

degerlendirmeyi amaglayarak bu ¢alismay1 planladik.



1.2. Arastirmanin Hipotezleri

Ho: Streptozotosin ile diyabet olusturulmus ratlarda transkutanéz elektriksel sinir

stimiilasyonu (TENS)’nun insizyonel yara iyilesmesine etkisi yoktur.

Hi: Streptozotosin ile diyabet olusturulmus ratlarda transkutanoz elektriksel
sinirstimiilasyonu (TENS) nun insizyonel yara iyilesmesine etkilidir.
Ho: Streptozotosin ile diyabet olusturulmus ratlarda transkutandz elektriksel sinir

stimiilasyonu (TENS)’nu oksidatif strese etkili degildir.

Hi: Streptozotosin ile diyabet olusturulmus ratlarda transkutandz elektriksel sinir

stimiilasyonu (TENS)’nu oksidatif strese etkilidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi yaralanmaya tepki olarak trombositler, makrofajlar, fibroblastlar,
keratinositler gibi hiicrelerin aktivasyonunu iceren hiicresel olaydir. Hiicreler tarafindan
bir¢ok biiyiime faktorii ve sitokinlerin salinimi ile yara iyilesme siireci gerceklesmektedir
(Brem ve Canic Tomic, 2007). Yara iyilesmesi birbirini izleyen 4 fazdan olusmaktadir;

hemostaz-koagiilasyon, inflamasyon, proliferasyon ve remodeling.

2.1.1. Hemostaz-Koagiilasyon

Pihtilasma kaskadin1 baglatan trombositlerin aktivasyonu ile baslayan ilk fazdir.
Yaralanmadan saniyeler/dakikalar sonra baslar ve bir dizi biyolojik enzim onciilerinin
salinimi ile trombosit aktivasyonu ve fibrin olusumu sonucu pihti ile sonug¢lanir (Ellis, Lin ve
Tartar, 2018). Yaralanma sonucu damar duvari hasari ile trombositler kollajen ile temas
ederek aktive olur, hem birbirlerine hem de damar duvarina yapisirlar ve tromboksan A2 nin
aktivasyonu ile gegici piht1 olustururlar. Trombosit tikacindan salinan serotonin ve
katekolaminler gibi vazokonstriiktér ajanlar ile lokal vazokonstriiksiyon gelisir ve kanama
kontrol altina alinir (Gantwerker ve Hom, 2011; Parsak, Sakman ve Celik, 2007). Trombosit
aktivasyonu sadece hemostaz ile sonuglanmaz, ayn1 zamanda biiylime faktorlerinin salinimi
(Trombosit kaynakli biiylime faktorleri (PDGF), Transforme Edici Biiylime Faktorii Alfa ve
Beta (TGF-a ve -B), Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF)) ile immiin sistem aktivasyonu ve
yaranin inflamatuvar faza gecisinden de sorumludur (Ellis ve digerleri, 2018; Gantwerker ve
Hom, 2011; Parsak ve digerleri, 2007). Trombositler ve diger hiicrelerden salinan diger
biliylime faktdrleri ise doniistiiriicli bliyiime faktorii (TGF), fibroblast biiylime faktorleri (FGF)
ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriidiir (VEGF) (Yussof, Omar, Pai ve Sood, 2012) (Tablo
1).

Yara iyilesmesindeki bir dizi reaksiyonun gerceklesmesinde Onciiliik eden biiyiime

faktorleri ve sitokinler normal veya yarali dokudan sentezlenen polipeptitlerdir. Biiyiime



faktorleri hiicrelerin boliinmesi, migrasyonu, farklilagsmasi, protein ve enzim iiretiminde rol
alirlar ve yara iyilesmesinin tiim evrelerinde 6nemli bir yere sahiptirler. Sitokinler ise
viicudun farkli dokularindaki hiicreler tarafindan belli uyarilara karsi salgilan
glikoproteinlerdir. Lokal ve hareketli immiin hiicreler, mezenkimal ve epiteliyal hiicrelerde
inflamatuvar siireg i¢inde rol oynarlar. Tiim bu hiicrelerin uyarilmasi, ¢ogalmasi, farklilasmasi

ve birbirleriyle etkilesimini saglamaktadirlar (Oztopalan, Isik veDurmus, 2017).

Tablo 1. Yara iyilesmesinde rol alan biiylime faktorleri (Okonkwo ve Dipietro, 2017; Yussof
ve digerleri, 2012).

Faktor Kaynad Gorevi
TGE-a Makrofaj e Graniilasyon dokusunun olusumu
Trombositler e Epitel hiicre ve fibroblastlar proliferasyonunu uyarir
o Kemotaksis
. e Fibroblastlarm miyofibroblastlara farklilagmasi
Trombositler B .
N e Kollajen matris yapisi
Notrofiller r .
TGF-p ; e Anjiyogenezi uyarir
Makrofajlar vara kontraksi
Fibroblastler | * Yara kontraksiyonu
e Diger biiyiime faktorlerinin salmimi
e MMP stimiilasyonu
Trombositler o Kemotaksis(notrofil ve fibroblast)
PDGE Fibroblastlar e Fibroblast proliferasyonu
Makrofajlar e Kollajen birikimi
Endotel hiicreleri | o Anjiyogenezi uyarmak
e Anjiyogenezi uyarmak
Fibroblast, ¢ Endotel proliferasyonu ve motiliteyi arttirmak
FGF Makrofaj, e Neovaskiilarizasyonu hizlandirmak
Endotel hiicreler e TFibroblastlarin, keratinositlerin, kondrositlerin ve myoblastlarin
uyarilmasi
Makrofajlar
VEGE Keratinosit e Anjiyogenezi uyarir
Fibroblast, e Neovaskiilarizasyon
Endotel hiicreler
e Vazokonstriiksiyon
Serotonin Trombositler o Trombosn_ agregasyonu
e Kemotaksis
e Vaskiiler gecirgenligin artis1
Trombositler > Kemotaksis
TNF-a e Nikrik oksit (NO) salinimi
e Biiyiime faktorlerinin aktivasyonu
Keratinosit e Vazodilatasyon
Makrofajlar .
PGE2 . .| e Trombosit agregasyonu
Endotel hiicreleri N . e
e Vaskiiler gegirgenligin artigi
Thromboksan A2 Trombositler . Vazokon_strukmyon
e Trombosit agregasyonu
i . Trombositler e Vaskiiler geglr%enhgm artis1
Lokotrienler oy e Kemotaksis (notrofil)
Lokositler T
e Lokosit adhezyonu




Tablo 1. Yara iyilesmesinde rol alan biiyiime faktorleri (Okonkwo ve Dipietro, 2017; Yussof

ve digerleri, 2012) (devam).

. . Trombositler e Kemotaksis (notrofil)

Lipoksin Lokositler

Interferon Fibroblast e Makrofaj maturasyonu
Lenfosit e NO salinimu

Sitokinler Kayna@ Gorevi

IL-1, IL-6, IL-8 Makrgfaj_ Proinflamatuvar (fibroblast ve keratinositler)
Keratinosit

IL-2 T-lenfosit Fibroblast kemotaksisi

L4 T-lenfosit TNF_, IL-1, IL-6 ve f|_broblast

proliferasyonunu inhibe eder

TGF; Doniistiiriicii Biiyiime Faktorii, PDGF; Trombosit kaynakli biylime faktorii, FGF; Fibroblast Biiylime
Faktor, VEGF; Vaskiiler Endothelial Biiyiime faktorii, TNF; Tiimor Nekrozis Faktor, PGE2; Prostaglandin E2,
EGF; Epidermal Biiyiime Faktor, MMP; Matriks metaloproteinaz, IL; interlokin.

2.1.2. inflamasyon

Inflamasyon fazi, hasarlanmis dokunun yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiinii yeniden
saglamak icin vaskiiler ge¢irgenligin artti1 ve hiicresel yenilenmenin oldugu fazdir. Bu fazda
temel amag enfeksiyonun oOnlenmesidir (Okonkwo ve Dipietro, 2017). Hasarli dokudan
salinan serotonin, histamin, PGE1 ve PGE2 etkisi ile baslangicta gelisen vazokonstriiksiyon
yerini vazodilatasyona birakir ve vaskiiler permaabilite artarak hiicreler arasinda inflamatuvar
eksuda birikir (Parsak ve digerleri, 2007). Bu sayede sivi, kan hiicreleri ve proteinler damar
limeninden ge¢ip hasarli bolgede proteince zengin, lokosit iceren plazma sivi birikir.
Eksudada biriken inflamatuvar hiicrelerden salinan enzimler nedeni ile agri, kizariklik,
sicaklik artis1 ve sislik ile karakterize belirtiler vardir. Bu siiregte kilit rol alan hiicreler
notrofiller, makrofajlar ve T-lenfositlerdir (Yussof ve digerleri, 2012). Bu immiinolojik
hiicreler preotolitik enzimleri, serbest radikalleri ve sitokinleri salgilayarak yabanci
organizmalara karsi yarayr koruyucu bir gorev iistlenirler (Aksoy ve Ozakpinar, 2014).
Inflamasyon fazi sirasi ile nétrofil infiltrasyonu, monosit infiltrasyonu ve makrofaj olarak
farklilagsmasi, lenfosit infiltrasyonu olarak 3 asamada tamimlayabiliriz (Guo ve DiPietro,
2010).




2.1.2.1. Nétrofil Infiltrasyonu

Hiicresel yenilenme i¢in prostaglandinlerle birlikte kemotaktik faktorlerin (kompleman,
IL-1, TNF, TGF, bakteri yikim iirlinleri) salinmasi sonucu yaraya ¢esitli hiicreler go¢ eder.
Bunlardan ilki noétrofillerdir (Singh, Young ve McNaught, 2017; Yussof ve digerleri, 2012).
Notrofil graniillerinden jelatinaz, kollejenaz, elastaz gibi proteazlar ile birlikte serbest oksijen
radikalleride salgilanarak nekrozu debride ederler. Ilk 24 saat icinde mikroorganizmalar ve
yabanci cisimler yara bolgesinden uzaklastirilmaya calisilir (Oztopalan ve digerleri, 2017).
Notrofiller normal yara iyilesmesinde apoptoza giderler ve apoptotik nétrofiller makrofajlar
tarafindan fagosite edilirler. Notrofil apoptozunda diizensizlikler ya da makrofajlar tarafindan
temizlenmesindeki bozukluklar sonucu yara iyilesmesinde gecikme, kronik yara gelisir

(Tekin, 2015).

2.1.2.2. Monosit infiltrasyonu

Kollajen, TGF-B, TNF-a, IL-1, PDGF, 16kotrien B4 (LTB4) ve platelet faktort IV (PF-
IV) monositler i¢in en giicli kemotaktik maddelerdir. Monositler, ndtrofiller gibi yara
bolgesinde enfeksiyonu Onlemek amaci ile mikroorganizmalar ve yabanci cisimlerin
fagositozundan sorumludur. Yaralanmadan 48 saat sonra yara makrofajlarini aktive ederler

(Diegelmann ve Evans, 2004).

2.1.2.3. Makrofaj Infiltrasyonu

Yara iyilesmesinde onemli rola sahip olan makrofajlar, dolasimdaki monositlerden
tireyerek yaralanmadan 48-96 saat arasinda yara bolgesinde O6nemli miktara ulasirlar.
Inflamasyon asamasinda patojen ve apoptoza girmis hiicreleri yara yatagindan uzaklastirir.
IL-1 ve IL-8 sitokinler ile TNF biiylime faktorii salinimi ile inflamasyonu siirdiiriirler. Onarim
stirecinin ilerleyen asamalarinda inflamasyon siirecini yavaslatir, keratinosit, fibroblast ve
endotelyal hiicrelerin yaraya gociinli etkileyen faktdrleri salgilayarak neovaskiilarizasyonu
baslatir (Aitcheson, Frentiu, Hurn, Edwards ve Murray, 2021). Anjiyogenezisin uyarilmasi ve
graniilasyon dokusunun olusturulmasi i¢in biiyiik bir 6neme sahip TGF-p ve EGF (endotelyal

biiytime faktorii) makrofajlardan salinir (Singh ve digerleri, 2017; Yussof ve digerleri, 2012).



Makrofajlar ylizey belirtecleri, salgiladiklar: sitokinler ve kemokinler nedeniyle farkli alt
gruplara ayrilirlar (Aitcheson ve digerleri, 2021). Bunlardan ilki Doku Uygunlugu Kompleksi
(MHC) Sinif II ifade eden M1 makrofajlardir. M1 makrofajlar nitrik oksit (NO) ve TNF-a,
IL1-1pB, IL-6 ve IL-12 gibi proinflamatuvar sitokinler tireterek antimikrobiyal ve antitimdral
Ozellik gosterirler. M2 tipi hiicreler ise yara iyilesmesinin doku onarimi evresinde
hakimdirler. Akut yaranin ilk giinlerinde izlenen makrofajlar TNF-o ve IL-6 iireten M1
tipinde izlenirken, 7. giinde M2 makrofajlara rastlanir (Aitcheson ve digerleri, 2021; Rodero
ve Khosrotehrani, 2010; Sindrilaru ve Scharffetter-Kochanek, 2013).

Makrofajlar iyilesmenin proliferatif faza gecisi saglamak i¢in bazi biiylime faktorleri ve
sitokinler salgilar. Bu faktorler: VEGF, PDGF, TGF, FGF, TNF, IL-1 ve IL-6 dir (Yussof ve
digerleri, 2012).

2.1.2.4. Lenfosit infiltrasyonu

Yara bolgesine gelen son hiicrelerdir ve fibroblastlarin yara bdlgesine gelmesini
saglayan IL-2 tiretimini gergeklestirirler (Yussof ve digerleri, 2012). Hiicre dis1 matris yapisi
iretimi ve kollajen dretiminin diizenlenmesinde O6nemli oldugu disiiniilmektedir. T-
lenfositlerin azalmasi kollajen yetersizligi ve yara giiclinlin azalmasi ile sonuglandig

bildirilmistir (Singh ve digerleri, 2017).

2.1.2.5. Mast Hiucrelerinin Etkileri

Yara iyilesmesinin erken donemlerinde mast hiicreleri 6nemli rolleri bulunmaktadir.
Dermis hiicrelerinin %8°ini olusturan mast hiicreleri yaralanma ile birlikte proinflamatuvar ve
immiinomodiiler aracilarin salimmim gergeklestirir (Komi, Khomtchouk ve Santa Maria,
2020). TNF-a salinim1 yoluyla dermal dentrositlerde faktor XIIla'nin ekspresyonunu arttirarak
hemostaz ve piht1 olusumuna katki saglar. Kimaz ve triptaz ekstraselliiler matriks dokusunu
parcalayarak diger evrelere hazirlik siirecinde Onemlidirler. Kimaz epidermis bazal
membranini parcalar. Triptaz vaskiiler gecirgenligi arttiran kinin salinimini uyarir. Fibroblast
ve endotel ¢ogalmasi i¢in yara yatagimi hazirlarlar (Tekin, 2015). Mast hiicreleri ayni
zamanda TGF-B, VEGF, FGF-2 gibi biiyiime faktorleri ve IL1, IL-6, TNF gibi sitokinlerin

salinimi ile neovaskiilarizasyon, fibrinogenez ve re-epitelizasyona katki saglar (Erol, Uzunkdy
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ve Ozdemir, 2010; Komi ve digerleri, 2020). Basta proliferatif evre olmak iizere mast
hiicreleri yara iyilesmesinin her evresinde rol alirlar (Tekin, 2015). Immiinolojik hiicrelerin
sayisinin azalmastyla birlikte endotel hiicreleri ve fibroblastlar yara bolgesinde ortaya ¢ikarak

proliferatif faz1 baslatirlar (Tablo 2).

Tablo 2. Yara iyilegsmesindeki 6nemli hiicreler(Singh ve digerleri, 2017).

Hiicre tipi Aktif zaman Gorevi

Trombositler | Saniyeler i¢inde e Trombus formasyonu

e Koagiilasyon kaskad1 olusumu

Inflamatuvar mediatorler salnmi(PDGF, TGF-B, FGF, EGF,
histamin, serotonin, bradikinin, prostaglandin, tromboksan A2.

Nétrofiller 24 saatte en yiiksek Bakterilerin fagositozu
Yaranin debridmani
Proteolitic enzimlerin salinimi

Vaskiiler gecirgenligi artigi

Inflamatuvar mediatdrlerin salinimi
Neovaskiilarizasyon

Keratinositler | 8 saat

Lenfositler 72-120 saat e Proliferatif fazi diizenler
e Yara iyilesmesindeki rolii net degildir
Kollajen birikimi

Fibroblastlar | 120 saat Graniilasyon dokusunun sentezi
Kollajen sentezi

Hiicre dis1 matris bilesenlerini tiretmek
Proteazlarin salinimi

Enflamatuar aracilarin salinimi

2.1.3. Proliferasyon

Yaralanmadan sonraki 3-5.giinlerde inflamasyon evresinin sonlanmasi ile proliferasyon
evresi baslamaktadir. Bu asamada baskin hiicreler fibroblastlardir (Diegelmann ve Evans,
2004). Proliferasyon fazi graniilasyon dokusu olusumu, re-epitelizasyon, anjiyogenezis,
kollajen sentezi olarak 4 asamada gerceklesmektedir ve bu asamalar ayn1 anda birbirini
destekleyecek sekilde gergeklesmektedir (Guo ve DiPietro, 2010; Okonkwo ve digerleri,
2020).

Graniilasyon dokusu olusumu: yaralanmayi izleyen 3-6. giinlerde baslamaktadir.
Kapiller ve kollajenlerin matriksi ile hiicreler yeni bag doku ile yara boslugunu doldurmaya
baglar. Fibroblastlar kollajen sentezini yapar, makrofajlar yarayr debride eder ve
anjiyogenezisi uyarir. Yara kirmizi, pirtikli, kapiller damarlarla dolmustur (Tohumat,
Tirkmen ve Kanan, 2017).




2.1.3.1. Epitelizasyon

Graniilasyon dokusunun olusumundan sonra epitelizasyon baslar. Re-epitelizasyonu
baslatan hiicreler keratinositlerdir. Epitel hiicreleri yaralanmadan kisa bir siire sonra yara
kenarlarindan KGF (Keratinosit growth faktor) ve TGF-a biiylime faktorlerinin etkisi ile gog
etmeye baslar (Yussof ve digerleri, 2012). Sitokin konsantrasyonundaki degisiklikler epitel
hiicrelerini hareketli fenotipten proliferatif fenotipe gegmesine neden olur (Singh ve digerleri,
2017). Epitel olusumu dermisteki kil folikiilleri boyunca tomurcuklanma yaparak olusur.
Epitel doku gelisimi yaray1 dis etkenlerden korur, elektrolit, sivi kaybini ve bakteri girisini
engeller. Bu donemde yara dokusu parlak kirmizi, kalin, basingla solan 6zelliktedir (Aksoy ve
Ozakpinar, 2014). Primer olarak kapatilmis yaralarda bu faz 24 saatte tamamlanmaktadir

(Singh ve digerleri, 2017).

2.1.3.2. Anjiyogenezis

Anjiyogenez, yeni kan damarlarinin biiylimesi veya neovaskiilarizasyonu igeren
fizyolojik siireci goOsteren kiiresel bir terimdir. Hemostatik siire¢ olustugu anda tetiklenir
(Singh ve digerleri, 2017). Bu, embriyonun biyolojik biiyiimesi, doku gelisimi ve hasarli
dokularda yara iyilesmesi i¢in hayati bir siirectir (Erdem ve Giindogdu, 2005; Kolluru, Bir ve
Kevil, 2012).

Anjiyogenez yara iyilesmesi igin kritik oneme sahiptir. Yetersiz anjiyogenez, yara
iyilesmesinin bozulmasina ve kronik yara olusumuna neden olabilir (Ud-Din ve digerleri,
2015). Anjiyogenezde, epitel hiicrelerden yeni kan damarlar1 olusturularak yeni hiicreler igin
besin ve oksijen saglanmis olur . Bu siiregte bir ¢ok anjiyogenik faktér (VEGF, FGF,
Anjiyopoietinler, PDGF, MCP-1, TGF) yeni kan damarlarin1 uyarmasi, desteklenmesi ve
stabilizasyonunda rol oynar (Aksoy ve Ozakpinar, 2014; Kolluru ve digerleri, 2012). En ¢ok
dikkat ¢eken biiyiime faktorii VEGF diir (Erdem ve Giindogdu, 2005). Yaralanma ile olusan
hipoksik ortam VEGF indiiklenmesi i¢in bir nedendir (Okonkwo ve Dipietro, 2017).

Anjiyogenez iki yolla kapiller boliinme ve anjiyogenik tomurcuklanma ile meydana
gelir. Kapiller bolinmede, anjiyogenezde temel olusum mekanizmasi olup aktive olmus

endotel hiicresi; kapiller olusumunu temelde etkileyen yap1 olup kapiller damarm liiminal
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kismindan boliinerek iki yeni kapiller damar olugmasi ile meydana gelir (Gilizel, 2015).
Anjiyogenik tomurcuklanma ise daha karmasik ve daha az gergeklesen bir olusumdur.
Keratinosit, endotel hiicreleri, fibroblast ve makrofajlardan salinan VEGF kapillerin endotel
hiicrelerini uyararak yara i¢ine dogru, art arda dizilerek kapiller tomurcuklanmalarini
saglamakta ve diger tomurcuklar ile birleserek kapiller agi sekillendirmektedir (Dindar,
2015). Yeni kilcal damarlar dokularin oksijen ve besin gereksinimlerini karsilarken epitelyum
hiicreleri yaralanma bolgesindeki oksijen seviyeleri normale donene kadar kilcal biliylimeyi

desteklemek i¢cin VEGEF iiretir (Okonkwo ve Dipietro, 2017).

2.1.3.3. Fibroblast Gogii

Fibroblastlar yara hasarini takiben hemostatik tika¢tan salinan biiylime faktorleri (TGF-
B ve PDGF) tarafindan uyarilarak yaraya go¢ eder ve ¢ogalirlar. 3. giin yara fibroblastlarca
zengindir. Hiicre dist matris proteinlerini (hyaluronan, fibronektin ve proteoglikanlar),
kollajen ve fibronektin iiretirler. Fibroblastlar yara bolgesinde miyofibroblastlara doniiserek
cogalirlar, kollagen ve fibronektini sagilayarak gecici ekstraseliiler matriksi olusturmak i¢in
yeni bag dokusu seklini olustururlar. Primer kapatilan yaralarda kollajen birikimi 5. giinde
maksimumdur ve genellikle derinin altinda elle palpe edilebilir. Eksik iiretiminde yaranin
ayrilma riski, asirt Uretiminde hipertrofik skar gelisimi s6z konusudur (Singh ve digerleri,

2017).

2.1.4. Maturasyon/Yeniden Modellenme

Keratonositlerin ~ farklilasarak  dermisi  olusturmasiyla  yeniden = modellenme
(remodelling) faz1 baglar. Yaralanmadan itibaren 2 yila kadar siirebilir. Skar dokusu ve
normal epitel gelisimi ile sonuglanir. Bu fazda kollajen ve diger proteinler depolanma, sentez
ve yikilmalar1 bir denge halinde oldugu bir siiregtir (Singh ve digerleri, 2017). Bu dénemde
skar dokusu yeniden sekillenir, kapiller olusumlar kaybolur ve skar dokusu orijinal giliciiniin
2/3’iini yeniden kazanir. Gerilme giicii kollajen liflerinin yerini daha fazla molekiiller arasi

bantlar iceren organize liflerin almasi ile yavas yavas artar. Baslangicta kirmizi, kalin
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goriinimlii skar dokusu giderek daha ince ve daha acik bir renk alir (Tohumat ve digerleri,

2017).

2.2. Biiyiime Faktorleri ve Sitokinler

2.2.1. Vaskiiler Endotelyal Growth Faktor (VEGF)

Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii (VEGF) ailesi, 1980’lerde kesfedilen endotel
hiicreleri i¢in 6zgiil ve dnemli etkileri olan biiylime faktoriidiir. Organizmada hem fizyolojik
olaylarda, hem de tiimor biiylimesi ile yayilmasini da igeren patolojik olaylarin etiyolojisinde
yer alir. VEGF viicutta, akciger alveolar hiicreleri, renal glomeriil visseral epitel hiicreleri,
korpus luteum bobrek proksimal tiibiil hiicreleri, adrenal korteksin tiim hiicreleri, aktive
makrofajlar, ovaryum follikiilleri, arteriolleri ¢evreleyen fibroblastlar, bronsiyal ve koroid
pleksus epitel hiicreleri, hepatositler gibi bircok farkli hiicreden sentezlenir (Yazir, Gonca,

Filiz ve Dalgik, 2004).

Hipoksi, onkogenler, siklooksijenaz-2, nitrik oksit, endotelyal biiyiime faktorii (EGF),
insiilin benzeri bilylime faktori-1 (IGF-1), trombosit biiyiime faktorii (PDGF), bazik
fibroblast biiylime faktorii (bFGF), transforme edici biiylime faktorii-B (TGF- B) gibi ¢esitli
biiylime faktorlerinin ve tiimor nekroz faktorii-o (TNFa), interlokin-1p (IL-1pB), interlokin-6
(IL-6), interlokin-8 (IL-8) gibi ¢esitli sitokinler VEGF ekspresyonunu arttirmaktadir (Vural,
2018).

Yeni kan damart olusumu veya neovaskiilarizasyon, yara onarimi sirasinda basarili
doku restorasyonu i¢in dnemlidir. Yara iyilesmesi sirasinda olusan yeni kan damarlari, hasarli
cilde kandan oksijen ve besin saglamaktadir. Neovaskiilarizasyon, vaskiilo-genez (yeni kan
damarlarinin denovoformasyonu) veya anjiyogenez (mevcut damarlardan yeni kan
damarlarinin olusturulmasi) yoluyla meydana gelebilir. VVaskiilogenez ve anjiyogenezi stimiile
eden VEGF, derideki en Onemli proanjiyogenik faktorlerden biridir. Kutandz yaralarda
yiiksek seviyelerde bulunan VEGF, yaralanmaya tepki olarak keratinositler, makrofajlar ve
fibroblastlar dahil olmak {izere bir¢ok hiicre tipi tarafindan iretilir (K. E. Johnson ve Wilgus,
2014).
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VEGF koagiilasyon katkadindan ve bir¢ok hiicre tarafindan salgilanan bir yarada
sadece anjiyogenezisi stimiile etmez, ayn1 zamanda epitelizasyon ve kollajen birikimine de
etkisi olan biiyiime faktoriidiir (Bao ve digerleri, 2009). Yaralanmadan sonraki 3. ve 7.
giinlerde en yliksek seviyede bulunur (Bao ve digerleri, 2009; Frank ve digerleri, 1995).
VEGF’in yara iyilesmesindeki rolleri vazodilatasyon, endotelyal hiicre gocii i¢in kemotaksis,

endotelyal hiicre proliferasyonu ve son olarak yeni bazal membran olusumudur (Sekil 1).

VEGF
L 1 J
N N
o . . 8
A AN T AN

Proliferasvon

VWE,
TF
Koagiilasyon kaskadi
bFGF  NO\PGl,
trombin l
X /

fibrin gel Vazodilatasyon

Sekil 1. VEGF’nin yara iyilesmesindeki rolii (Bao ve digerleri, 2009).
2.2.2. Fibroblast Growth Faktor (FGF)

Fibroblast biliylime faktorleri, hiicre proliferasyonu ve farklilagmasimin giiclii
diizenleyicileridir. Somatik kok hiicrelerde normal gelisim, doku bakimi, yara onarimi ve
anjiyogenez igin kritik 6neme sahiptirler. insan FGF ailesi FGF1 ile FGF23 (FGF 15 haric)
olarak adlandirilan 22 iiye igerir (Sekil 2).

) T
FGF1 FGF4 FGF7 FGFB
subfamily subfamily subfamily subfamlly

1
FG F9 FGF19

subfamllv subfamily

)

FGF22

Sekil 2. FGF ailesi (Yun ve digerleri, 2010).
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FGFl ve FGF2 c¢ogu hiicrenin ¢ekirdeginde bulunur. Ancak FGF2, hiicre
proliferasyonu, hiicre gogii, hiicre farklilagsmasi ve anjiyogenezis gibi fonksiyonlarin hepsine
sahiptir. FGF2 “bFGF” olarak da isimlendirilmektedir (Ornitz ve Itoh, 2015). Endotelyal
hiicre proliferasyonu ve endotel hiicrelerin organizasyonu ile anjiyogenezi tesvik eder (Yun ve

digerleri, 2010).

2.3. Diyabetes Mellitus (DM) Tanim

Diyabet; Amerikan Diyabet Dernegi (American Diabetes Association, 2014) tarafindan
insiilin salgilanmasi, insiilin etkisi veya her ikisindeki bozukluklardan kaynaklanan
hiperglisemi ile karakterize bir metabolik hastaliklar grubu olarak tanimlanmaktadir. Diyabet,
pankreasin artik insiilin iiretemedigi veya viicudun trettigi insiilini yeterince kullanamadigi
durumlarda ortaya c¢ikan kronik bir hastaliktir. Ayrica insiilin yetersizligi ya da defektleri
sonucunda organizmanin karbonhidrat, yag ve proteinlerden yeterince yararlanamadigi,
stirekli tibbi bakim gerektiren, kronik, genis spektrumlu, akut ve kronik komplikasyonlari
olan bir metabolizma bozuklugu hastaligidir (Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi,

2020)

2.3.1. Diyabetes Mellitus Epidemiyolojisi

2019 yilinda Uluslararas1 Diyabet Federasyonu tarafindan yayimlanan ‘Dokuzuncu
Diyabet Atlasi’verilerine gore 2019 yili itibari ile diinyada 463 milyon diyabetli yasamakta
(Diinya niifusunun %9,3), 2030'a kadar 578 milyona (%10.2) ve 2045'e kadar 700 milyona
(%10.9) yiikselecegi tahmin edilmektedir (International Diabetes Federation, 2019). Diyabet
icin yillik kiiresel saglik harcamasi 760 milyar dolar oldugu tahmin ediliyor. Uluslararasi
Diyabet Federasyonu atlasina gore Tiirkiye Avrupa tilkeleri arasinda %11,1 prevelans ile en
yiiksek iilke olarak bildirilmistir. Ulkemizde yapilan diyabet prevelans calismalarindan
TURDEP-I (Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji Calismasi, 1998)’de 20 yas lizeri yetiskinlerde
DM prevelansi %7.2 iken TURDEP-II (2010)’ye gore Tiirk eriskin toplumunda diyabet siklig1
%13.7’ye ulagmig, 12 yilda DM sikligi %90 oraninda artis gostermistir (Tiirkiye Diyabet
Programi, 2014). TEKHARF 2013 kohort ¢alismada Tiirkiye’de diyabet genel prevalansi
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1998’1 izleyen 12 yil igerisinde %80 oraninda yiikseldigi ve yillik %5 artisa denk diisen bu

gelismenin ileri derecede kaygi verici oldugu bildirilmistir (Onat ve digerleri, 2014).

Ulkemizde diyabet, yilda 240 bin kisiye tekabiil eden %6 oramindaki bir hizla
artmaktadir. Yeni diyabet gelisme insidansinin yilda 360 bin oldugunu da tahmin
edilmektedir. Bundan, niifus artis1 ve niifusun yaslanmasinin disinda, obezite, sedanter yasam

tarz1 ve eslik eden kan proteini islev bozukluklari ile otoimmiin etkilesim sorumludur (Onat

ve Can, 2017).

2.3.2. Diyabetes Mellitus Siniflandirilmasi

Amerikan Diyabet Dernegi 2020 diyabet siniflandirmasina gore (American Diabetes
Association, 2020);

1) Tip 1 Diyabet: Otoimmiin beta hiicre hasarindan kaynaklanan, genellikle mutlak

insiilin eksikligine yol agar

2) Tip 2 Diyabet: Siklikla altta yatan insiilin direnci ile beta hiicrelerinden insiilin

sekresyonunun ilerleyici kaybi

3) Gestasyonel Diyabet: Gestasyon dncesi asikar diyabet mevcut olmayan, gebeligin 2.

veya 3. trimesterinde tan1 konan diyabet

4) Diger nedenlere bagli spesifik tipler: Monojenik diyabet sendromlar1 (yenidogan
diyabeti ve genglerin olgunluk baslangigli diyabeti gibi), ekzokrin pankreas hastaliklar: (Kistik
fibroz ve pankreatit gibi), ilag ve kimyasal maddelere bagli diyabet (6rnegin glukokortikoid
kullanimi, HIV/AIDS veya organ nakli sonrasi gibi).

Tip 1 Diyabet’te mutlak insiilin eksikligi vardir. Hastalarin ¢ogunlugu (yaklasik %90)
otoimmiin, %10 kadarinda ise non-otoimmiin B-hiicre yikimi s6z konusudur. Genetik
yatkinlig1 (riskli doku gruplar1) bulunan kisilerde cevresel tetikleyici faktorlerin (virtsler,
toksinler, emosyonel stres) etkisiyle otoimmiinite tetiklenir, B-hiicre rezervi %80-90 oraninda
azaldig1 zaman klinik diyabet semptomlar1 ortaya ¢ikar. Genellikle 30 yasindan dnce baslar.
Okul oncesi (6 yas civari), puberte (13 yas civari) ve ge¢ adolesan donemde (20 yas civari) ii¢

pik goriiliir (Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi, 2020).
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Tip 2 diyabette, hiicre-reseptdr defektine (post-reseptér diizeyde) bagli olarak
organizmanin irettigi insiilinin kullanilamamasi sonucu gelisen insiilin direnci, pankreasin
yeteri kadar insiilin salgilayamamasi, gastrointestinal sistemdeki 6zel hiicrelerden salgilanan
insiilin ~ sekresyonunu  stimiile eden inkretin hormonunun yetersizligi diyabetin
patofizyolojisinde 6nemli rol oynamaktadir. Ayrica pankreas adacik hiicrelerinden glukagon
saliniminin artmasi, lipolizin artmasi, glukoz geri emiliminin artmasi ve ndrotransmitter
disfonksiyonu da patofizyolojide rol oynar. Gestasyonel diyabet, genetik yatkinligi olan
kisilerde gebelige bagli gelisen insiilin direnci sonucu hiperglisemi gelismesidir (Tiirkiye

Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi, 2020).

2.3.3. Diyabetes Mellitus Komplikasyonlari

Diyabetli kisilerde bir dizi ciddi saglik sorunlar1 gelisebilmektedir. Siirekli yliksek kan
sekeri seviyeleri, kalbi ve kan damarlarini, gozleri, bobrekleri, sinirleri ve disleri etkileyen
ciddi hastaliklara yol acabilir. Neredeyse tiim yiiksek gelirli iilkelerde diyabet,
kardiyovaskiiler hastalik, korliik, bobrek yetmezligi ve alt ekstremite amputasyonunun 6nde
gelen nedenidir (International Diabetes Federation, 2019). DM akut komlikasyonlar1 ve

kronik komplikasyonlar1 bulunmaktadir.

Akut komplikasyonlar; diyabetik ketoasidoz, hiperozmolar hiperglisemik durum, laktik

asidoz, hipoglisemidir (Tirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi, 2020).

Kronik komplikasyonlar1 makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyonlar olarak

ikiye ayiracak olursak;

Makrovaskiiler degisiklikler; koroner arter hastaliklari, hipertansiyon, inme, dislipidemi,
periferal arter hastaliklar1 gibi durumlarin gelismesine yol agmaktadir (American Diabetes
Association, 2021; Tirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi, 2020). Hiperglisemiye
bagl olarak dogrudan ve serbest yag asit artis1 ile gelisen oksidatif stres ve sonrasinda gelisen
endotel disfonksiyonu, renin anjiyotensin aldosteron sistem (RAAS) aktivitesinde artis ve
aterosklerozun makrovaskiiler ~komplikasyonlarda temel mekanizmayr olusturdugu

diistiniilmektedir (Feldman, 2003; Fowler, 2008; Giacco ve Brownlee, 2010).

Mikrovaskiiler degisiklikler; retinopati (gézlin retina katmanindaki kiiciik damarlarin

hasart ve makiilo 6dem nedeni ile gelisen gorme kaydi), diyabetik nefropati
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(mikroalbliminemi ile baslayan makrovaskiiler komplikasyonlarin tetikledigi bobrek
yetmezligi), diyabetik noropati (glikolizasyon iiriinlerinin aktivasyonu ve oksidatif stres ile
sinir liflerinin hasar gérmesi) DM’de goriilen mikrovaskiiler komplikasyonlardir (American
Diabetes Association, 2021; Feldman, 2003; Fowler, 2008; Tiirkiye Endokrinoloji ve
Metabolizma Dernegi, 2020).

2.3.4. Diyabet ve Cerrahi

Diyabetli hastalarda cerrahi, diyabeti olmayanlara gore daha sik uygulanmaktadir.
Cerrahi planlanan hastalarin yaklagik %25’ini diyabetli hastalar olusturmaktadir (Tirkiye
Diyabet Vakfi, 2021). Ayrica diyabetik hastalar, diyabeti olmayanlara gore daha fazla
morbidite, hastanede kalis siiresi ve %50 daha fazla mortaliteye sahiptir (Levesque, 2013).
Yara iyilesmesi daha kotiidiir ve cerrahi alan enfeksiyonu da diyabet olmayanlara gore 2-3 kat
daha fazladir (Bamba ve digerleri, 2016; Tirkiye Diyabet Vakfi, 2021; Wukich, Lowery,
McMillen ve Frykberg, 2010).

Cerrahi, viicut i¢in bir strestir ve metabolik, hormonal, néroendokrin, inflamatuvar yanit
olusturmaktadir. Stres yanitla birlikte insiilin, testosteron, Ostrojen ve T3 azalirken, ACTH,
kortizol, vazopressin, aldosteron, glukagon, biiyiime hormonu, katekolaminler, prolaktin,
betaendorfin artmaktadir. Cerrahiye stres yanit olarak glukoz iiretiminde artis, lipolizde artis,
glukoz kullaniminda azalma, insiilin iiretiminde azalma, insiilin direnci sonucu hiperglisemi
meydana gelmektedir (Tirkiye Diyabet Vakfi, 2021). Hiperglisemi ile birlikte I6kosit
fonksiyonunda bozulma, fagositozda, bakteriyel 6ldiirmede ve kemotaksiste azalma, kolajen
sentezinde bozulma, platelet agregasyonunda gecikme gibi nedenler ile cerrahi sonrasi yara
bolgesinde enfeksiyon ve yara iyilesmesinde gecikme Onemli cerrahi komplikasyonlar
arasindadir (Beyene, Derryberry ve Barbul, 2020; Greenhalgh, 2003; Tiirkiye Diyabet Vakfi,
2021). Yara iyilesmesinde gecikme yara ayrilmasi ile sonuglanabilir. Yara kenarlarinda kismi
ya da tam acilma genellikle cerrahi sonrasi ilk 1 haftada meydana gelir (Yazar ve Karaca,
2016). Bu nedenle yaralanma sonrasi ilk 1 hafta yara iyilesmesinin hizlandirilmasi, iyilesmeyi

etkileyen faktorlerin elimine edilmesi i¢in 6nemli bir siiredir.
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2.3.5. Diyabette Yara Iyilesmesi

Yara iyilesmesini etkileyen lokal ve sistemik faktorler bulunmaktadir. Lokal faktorler
mekanik stres enfeksiyon, yabanci cisimler, hematom, iskemi ve nekrozdur. Sistemik
faktorler ise hipoalbiiminemi, beslenme bozuklugu, anemi, diyabetes mellitus, immun sistem
zay1flig1 ve kortikosteroidler gibibazi ilaglardir (Anderson ve Hamm, 2012; Erdost Kartal ve
Cetinkale, 2008). Yara iyilesmesi etkileyen sistemik faktorlerden olan DM’da bir¢ok faktor
etkili olmaktadir. Bunlar diyabetik bir hastanin ateroskleroz veya bobrek hastaligi gibi
hastaliklara yatkinlii, noropati gelisimi, hem makrovaskiiler hem de mikrovaskiiler
hastaliklara yatkinliklar ile doku onarimima katkis1 olan biyokimyasal faktorlerin
yetersizligidir (Brem ve Canic Tomic, 2007; Greenhalgh, 2003; Okonkwo ve Dipietro, 2017).
Ayrica DM arter duvar biitiinliigii ve yeni damar olusumu fonksiyonlarini olumsuz etkileyen
en onemli faktorlerden biridir (Tchaikovski, Olieslagers, Bohmer ve Waltenberger, 2009).
Kollajen birikimi, anjiyogenez, epitelizasyon ve graniilasyon dokusu olusumunda da
degisiklikler goriilmektedir (Beyene ve digerleri, 2020). DM varliginda fibroblast
aktivasyonunun incelendigi bir calismada diyabetik ratlarda TNF-o diizensizligi oldugu,
fibroblastlarin proliferasyonunun azaldigi ve apopitozunun arttigi bildirilmistir (Siqueira ve
digerleri, 2010). Diyabetik ratlarda yapilan baska bir deneysel ¢calismada yara iyilesmesinin 4-
5 giin daha ge¢ oldugu, IL-6 seviyelerinin 6glisemiklere gore daha yiiksek oldugu, histolojik
incelemede graniilasyon dokusunun olusumunda azalma, keratinosit gociinde yetersizlik

bildirilmistir (Lee ve digerleri, 2019).

Yara iyilesmesi sitokinler ve biiyiime faktorlerinin koordineli ¢alismasi ile fibroblast
gocii, keratinositlerden gegici graniilasyon dokusu olusumu ve yeniden damarlanma sonucu
ger¢eklesmektedir. Ancak DM kan glukoz diizeyinin siirekli yiiksek olmasi sonucu yeniden
damarlanmada (anjiyogenez) bozulma, yara giicliniin azalmasi ve yara iyilesmesinin
bozulmasina neden olmaktadir (Beyene ve digerleri, 2020; Francis-Goforth, Harken ve Saba,
2010; Gantwerker ve Hom, 2011). Hiperglisemi, hiicre proliferasyonuda bozulma, kollajen
yapiminda yetersizlik, fibroblast olusumu ve biiylime faktorlerinin azalmasi, anjiyogenez,
granlilasyon dokusu olusumu, kemotaksi ve fagositozu azaltmasi ile birlikte enfeksiyon
olusumuna neden olarak yara iyilesmesini etkilemektedir (Sekil 3) (Blakytny ve Jude, 2006;
Guo ve DiPietro, 2010; Qing, 2017). Hiperglisemi bakterilerin ¢ogalmasi i¢in uygun bir ortam
hazirlarken 16kositlerin fonksiyonlarini bozar. Sonugta yetersiz immun yanit ile enfeksiyon

gelisebilmektedir (Greenhalgh, 2003). DM iilser yaralarinin incelendigi bir ¢alismada DM
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grupta anjiyogenik ve Iokosit kemotaktik faktorlerin yetersizligi, dolayisiyla bagisiklik
hiicrelerinde azalma, zayif graniilasyon dokusu ve iilser epitelizasyonunun olustugu

bildirilmistir (Galkowska, Wojewodzka ve Olszewski, 2006).

DIYABETIK YARA
iYILESMESI

NORMAL YARA
IYILESMESI

sjuwsapid3

Hypodermis Dermis Epidermis

sjuwsapodAy siwiaQ

L nNatrofil 0 Makrofaj —WGEBE= ribroblast ‘@B Bakteri

Sekil 3. Diyabetik yaralarm patofizyolojisi.Diyabetik yaralar; diizensiz anjiyogenez, etkin olmayan uzamis
inflamatuvar yanit, artan reaktif oksijen tiirleri seviyeleri ve kalic1 bakteri kolonizasyonu ile tedavisi zor bir siireg

izler (Burgess, Wyant, Abujamra, Kirsner ve Jozic, 2021).

Yara iyilesmesinde anahtar gecis noktasi inflamatuvar ve proliferatif fazlar arasinda yer
alir. Bu fazlar arasinda geciste yara yataginda var olan noétrofillerin apoptozu ve
fagositozundan c¢ok sayida sinyal sorumludur. Yara inflamatuvar fazdan gegemezse
proinflamatuvar makrofajlar devam eder ve yara iyilesmesi gecikecektir (Ellis ve digerleri,
2018). Makrofajlar normal yara iyilesmesinde VEGF ve proanjiyogenik faktorlerin salinimi
ile anjiyogeneziste etkili olan en 6nemli hiicrelerdir. Ancak DM’da makrofajlarin say1 ve
aktivitelerinin yetersizligi ve dolayisiyla graniilasyon ve epitelizasyon dokusunun
gelismesinde yetersizlik olmaktadir (Beyene ve digerleri, 2020; Khanna ve digerleri, 2010).
Diyabetli bireylerde makrofajlar inflamatuvar uyaricilara karsi asini tepki verir (Miao ve
digerleri, 2012). Ayrica makrofajlarin apoptoza ugramis patojenleri ve hiicreleri fagosite etme
yetenekleri de azalir (Aitcheson ve digerleri, 2021; Khanna ve digerleri, 2010). Farkli
fenotiplere sahip olan makrofajlardan M1 makrofajlar; proinflamatuvar aktiviteler gosterir ve

Tip 1 immiin yanitlart uyarir. M2 makrofajlar ise proinflamatuvar uyarilara diisiik yanit verir
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ve debrilerin temizlenmesi, anjiyogenez, dokunun yeniden modellenmesi ve inflamasyonun
giderilmesinde rol alir. Tip 2 diyabet hastalarinda olusan kronik yaralarda M1 hiicrelerinin
M2 hiicrelere doniismez ve inflamasyon azalmadan devam etmektedir (Bannon ve digerleri,
2013; Tekin, 2015). Hiperglisemik yara ortaminda ileri glikasyon son firiinleri (AGE) M1
makrofajlarina baglanarak fagosite etme yeteneklerini azaltir, dolayisiyla apoptoze olmus
hiicrelerin fagositozu (efferositoz) gergeklesmez (Aitcheson ve digerleri, 2021) M2 fenotipine
gecis i¢in aktive edici slire¢ olan efforositoz DM varliginda yara bolgesinde M1 makrofajlarin
M2 makrofajlara gecis olasilig1 diisiik olacaktir. Fagositik ve efferositoz yetenekleri azalmis,
M2 fenotipine ge¢me olasiligr diisiik M1 makrofajlar yaranin inflamasyon fazinda uzamaya
yol acacaktir (Aitcheson ve digerleri, 2021). Bu da yarada enfeksiyon olusmasma ve
iyilesmede gecikmelere neden olan faktorlerden birisidir (Aitcheson ve digerleri, 2021).
Diyabetik fare ¢aligmalarinda hem M1 hem M2 hiicre tipinin belirteclerini bulunduran mikst
hiicreler dikkat cekmektedir (Wicks, Torbica ve Mace, 2014). DM’ta asir1 M1 ve M2 polarize
hiicreler tireten degisiklikler, hem proinflamatuvar hem de anti-inflamatuvar uyaranlara asir
duyarli bir fenotipe yol acar. Sonucunda da patolojik doku onarimi sekillenir (Aitcheson ve

digerleri, 2021; Bannon ve digerleri, 2013).

DM’ta olast makrovaskiiler ve mikrovaskiiler hastaliklara yatkinlik yetersiz
anjiyogenezin en énemli nedenidir (Okonkwo ve Dipietro, 2017). lyi perfiize edilmis vaskiiler
yatak yara iyilesmesi i¢in gereklidir. Ancak diyabet varliginda anjiyogenezisi diizenleyen ya
da baglatan faktor olarak bilinen VEGF sekresyonunda yetersizlik ve kilcal damar sayisinda
yetersizlik vardir. Bu da kapiller yatagin perfiizyonunu engellemektedir (Okonkwo ve
digerleri, 2020). Ayrica makrovaskiiler ve mikrovaskiiler hastaliklar nedeni ile yaralanma
bolgesinde ki hipoksi erken inflamatuvar siireci uzatabilir, serbest oksijen radikallerinin

seviyelerini arttirarak iyilesme siirecini uzatabilir (Guo ve DiPietro, 2010).

2.4. TENS’in Tanim

TENS periferik sinirleri aktive etmek igin cilt yilizeyinden elektrotlar araciligi ile darbeli
elektrik akimi uygulamasidir. Kullanimi1 kolay, noninvaziv ve ucuz bir teknik olan TENS 19.
yiizy1l sonlarina kadar agr1 tedavisinde popiilerdi. 1965 yillinda Melzack ve Walls’in “kapi1
kontrol teorisi” deri alt1 elektrik stimiilasyonunu daha da popiiler hale getirdi (M. I. Johnson,
2012).
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TENS endikasyonlari; akut ve kronik agrilar, dismonere, periferal noropatiler, akut
ameliyat sonrasi agri, ilerlemis malignensi ile iligkili agri, trigeminal nevralji agrilarinda
endikedir. Uygulama siklig1 ve uygulama parametreleri agri uzmani ya da fizik tedavi uzman
tarafindan belirlenmektedir. Kardiyak hastaligi olan ve kalp pili takilmis kisilerde
uygulanmamalidir. G6z i¢i basinci artisina neden olabilecegi i¢in goz ve mukozalar {izerine,
larenks i¢ kaslarina zarar verebilecegi i¢in boyun i¢ tarafina uygulamaktan kagmilmalidir.
Ayrica boyun bélgesine uygulamak karotis siniis stimiilasyonu ile hipotansiyona ve larengeal
sinir stimiilasyonu ile larinks spazmina neden olabilir. Embriyo lizerine etkili iizerine
yeterince calisma olmadigi igin gebeligi ilk 3 ayindaki kisilerde kullanilmamalidir (Erden ve
Celik, 2015; M. Johnson ve Martinson, 2007).

Standart bir TENS cihaz1 cilt yilizeyine yerlestirilmis yapigkanli elektrod araciligr ile
darbeli elektrik akimlari iireten cihazdir. Kullanici tarafindan akim &zellikleri ayarlanabilen
cihazda farkli parametreler ile elektrik akimi uygulanabilir. Bu parametreler, akim modu,

akim siddeti, atim genisligi ve frekanstir (Sekil 4).

KANAL 1 KANAT 2
Yiiksek Diisiik
| AKIM MOD |
Pulse Pulse
l | ‘ l amplitude amplitude
Alam siddeti
(0-60mA) B Burst Mode (Patlayici Mod)
Pulse pattern | ~
ally (mode)
Kisa Uzun ; M
y Pulse duration
(width)
Atim genisligi s Continuous Mode (Siirekli mod)
50-200ps
Yiiksek siik Pulse frequency
H H ‘ ‘ ‘ ‘ f - HH ‘
.
Frekans / il Modulated Mode
1-200Hz Battery OV) ¥ (modiile edilen mod)

Sekil 4. Standart bir TENS cihazi (M. I. Johnson, 2012).
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2.4.1. TENS’in Parametreleri

TENS uygulamasinda farkli modeller bulunmaktadir. Bu modellerin daha 1iyi
anlagilmasi i¢in TENS degiskenleri bilinmelidir. Bu degiskenler amplitiid, frekans ve atim

stiresi olup, tanimlar asagida yer almaktadir (Erden ve Celik, 2015; M. 1. Johnson, 2012).

Amplitiid (akim siddeti); akim dalgasinin yiiksekligini gostermektedir. Miliamper (mA)

ile ol¢tilmektedir. Amplitiid yiikseltildiginde uyarilan sinir liflerinin sayis1 artmaktadir.

Frekans; bir saniyede {iretilen elektriksel uyaran sayisi olup, Hertz (Hz) ile

Ol¢iilmektedir. Frekans, 1-200 Hz arasinda ayarlanabilmektedir.

Atim siiresi (atim genisligi); akimin siiresini ifade etmektedir. Genellikle 50-250

milisaniye (msn) arasinda ayarlanmaktadir.

Giiniimiizde kullanilan TENS aletleri amplitid 0-80 mA, frekans 1-150 Hz ve atim

genisligi 10-300 msn arasinda degisen uyar1 akimlar1 vermektedir.

2.4.2. TENS Uygulamasinin Yara lyilesmesine EtKisi

Deriye uygulanan elektriksel stimiilasyonlarin inflamatuvar hiicrelerin hareketini
saglayarak aktive ettigi bildirilmistir (Hoare, Rajnicek, McCaig, Barker ve Wilson, 2016;
Zhao, Bai, Wang, Forrester ve McCaig, 2004). Bu sonuglar dogrultusunda uzun yillardir agri
tedavisinde kullanilan TENS uygulamasmin yara iyilesmesi iizerine etkisini belirlemek icin
deneysel caligmalar planlanmis ve sonuglarin etkili oldugu goriilmiistiir. Diyabetik iilserler,
cilt fleplerinin dayanikliligi, omurilik yaralanmasinin neden oldugu basing iilserleri, kronik
vendz ilserler, major alt ekstremite amputasyon sonrasi giidiik iyilesmesi i¢in yapilan
calismalarda TENS uygulamasinin yara iyilesmesinde pozitif etkisi oldugu bildirilmistir.
(Atalay, Kockaya, Cetin, Kismet ve Turan Akay, 2003; Garcia-Pérez ve digerleri, 2018;
Machado, Santana, Tacani ve Liebano, 2012; Miller ve digerleri, 2017; Ogrin, Darzins ve

Khalil, 2005; Thakral ve digerleri, 2013).

Insan derisi Na*/K*-ATPaz olarak adlandirilan, negatif ve pozitif yiiklii farkli iyon
konsantrasyonlarinin hiicreleri saran plazma zarlar1 boyunca hareket eden elektrik potansiyeli

vardir. Yaralanma ile bozulan dogal elektrik akimi yerini epitelyum hiicre gdciinii baglatan
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yeni ve farkli bir yaralanma akimina birakir (Sekil 5). Fizyolojik akim yetersizliginde yara
iyilesmesinde bozulma meydana gelmektedir. Elektroterapi elektrik akimi iireten bir cihaz
aracilig ile yara iyilesmesini hizlandirmak i¢in fizyolojik akimi taklit ederek yara iyilesmesini
hizlandirmaktadir. Elektriksel stimiilasyon DNA ve protein sentezini gelistirir, antibakteriyel
etkisi vardir ve anjiyogenezi artirarak kaskadi gelistirmektedir (Palmieri, Vadala ve Laurino,
2020). Biiyiime faktorleri ve sitokinlerin etkisi ile baslayan anjiyogenezis yara iyilesmesinde
oldukca 6nemlidir. Elektriksel stimiilasyon, VEGF aracilig1 ile vaskiiler endotel hiicrelerde
pre-anjiyogenik tepkileri indiiklemektedir. Hiicre kiiltiirii denemelerinde elektrik akiminin
(1,5-2Hz) baglamasindan 4 saat sonra endotel hiicre goglinlin basladigi, kiiltiirdeki endotel
hiicrelerinin VEGF {iretimini dogrudan uyardig: bildirilmistir (Zhao ve digerleri, 2004).
Ayrica periferik sinirlerin = stimiilasyonu ile kan akis hizin1 arttirarak iyilesmeyi

hizlandirmaktadir (Hunckler ve de Mel, 2017).

A

Skin surface

Stratum corneum

Stratum granulosum
Epidermis Stratum spinosum

: Stratum basale

Connective tissue
and fibroblasts

Dermis

. ©
Skin surface @ Yara
—

Epidermis

Dermis

Elektrik potansiyeli

Sekil 5. Yaralanmadan 6nce ve sonra kutandz endojen biyoelektrik akimi. A: Epidermis ve dermisin kirilmamis
cilt katmanlari, Na*,K* ve CI" iyonik hareketleri B: Yaralanma sonrasi olusan endojen elektrik potansiyeli
(Hunckler ve de Mel, 2017).

Elektriksel stimiilasyonu diisiik maliyetli, agrisiz, kullanimi kolay, ucuz ve giivenli bir
uygulamadir (Hunckler ve de Mel, 2017; Palmieri ve digerleri, 2020). Akut yara iyilesmesinin

inflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenme asamalarinda farkli isleve sahiptir.
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Inflamasyon asamasinda kan akisini ve cilt 1sistm1 arttirir, vazodilatasyon saglar. Proliferasyon
fazinda kollajen matris olusumunu destekler, keratinosit proliferasyonunu ve yara
kontraksiyonunu arttirir. Yeniden sekillenme asamasinda ise re-epitelizasyonu ve yeniden
sekillenmeyi destekler (H. Demir, Balay ve Kirnap, 2004; Hunckler ve de Mel, 2017; Ud-Din
ve Bayat, 2014). Yara iyilesmesinde elektriksel stimiilasyonetkinligini degerlendiren
randomize kontrollii ¢aligmalarin analiz edildigi bir calismada yarali dokuya uygulandiginda
notrofillerin, makrofajlarin ve nétrofillerin goglinii arttirdigi, yara iyilesmesinde olumlu etkisi
oldugu bildirilmistir (Thakral ve digerleri, 2013). Elektriksel stimiilasyonun inflamatuvar fazi
kisaltmakta ve proliferatif faz lizerinde olumlu etkisi bulunmaktadir (H. Demir ve digerleri,

2004; Yu ve digerleri, 2015).

Yara iyilesmesinde kullanilan TENS ana parametreleri degiskenlik gostermekle birlikte
2 Hz ile 80-100 Hz arasinda, amplitiid ise 0-70 mA arasinda degismektedir (Machado ve
digerleri, 2012; Ud-Din ve Bayat, 2014). Literatiirde farkli yara modellerinde farkli frekanslar
ve stireler uygulandig1 goriilmiistiir. Diisiik frekansli TENS uygulamasinin yiiksek frekansh
TENS uygulamasina gore yara iyilesmesi lizerine pozitif etkiye sahip oldugunu bildiren
calismalar bulunmaktadir (Khalil ve Merhi, 2000; Liebano, Abla ve Ferreira, 2008; Machado
ve digerleri, 2016; Ogrin ve digerleri, 2005; Ud-Din ve Bayat, 2014).

Saglikli goniilliilerde gerceklestirilen deneysel calismada diisiikk (2 Hz) ve yiiksek
frekansli (100 Hz) TENS uygulamasinda saglikli dokuda ve yarali dokuda diisiik frekansl
TENS uygulamasinin periferal dolasimi uyardigi ve kan akis hizinda daha fazla artisa yol
actigr bildirilmistir (Wikstrom, Svedman, Svensson ve Tanweer, 1999). Yine benzer bir
caligmada diisiik frekansli TENS (4Hz) uygulamasi ile yiliksek frekansli TENS (110Hz)
uygulamasinin insanlarda cilt 1s1s1 lizerine etkisi degerlendirilmis ve 15 dk diisiik frekansh
TENS uygulamasinin lokal kan akis hizini arttirdigr bildirilmistir (Cramp, Gilsenan, Lowe ve
Walsh, 2000). Diisiik frekansli TENS (5Hz) uygulamasinin yara iyilesmesi asamasinda
mikrovaskiiler tepkiyi indiikledigi, yaralanma bdlgesinde kan akiminda artisi sagladigi

bildirilmistir (Khalil ve Merhi, 2000).

ES, kronik yaralarda, flep- replantasyon ve greft sag kalimimi iyilestirir, bakteriyel
enfeksiyonu azaltir, lokal perfiizyonu arttirir. Basit, ucuz ve yan etkisi olmayan uygulama,
cerrahi sonrasi yara komplikasyonlarint Onlemede etkili olabilecek yardimci terapi
yontemlerindendir (Thakral ve digerleri, 2013). Flep yaralarimin iyilesmesi tizerine farkli
frekanslarin etkisinin degerlendirildigi ¢alismada diisiik frekansh (2 Hz) ve 15 mA TENS

uygulamasinin iskemik yaralarda cilt flebinin canliliginin siirdiiriilmesinde daha etkili oldugu
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sonucuna varilmigtir (Liebano ve digerleri, 2008). Yiiksek frekansli (80 Hz) TENS
uygulamasininda iskemik cilt fleplerinde etkinligi kanitlanmis, flep nekroz alanin kii¢ilttigi

bildirilmistir (Atalay ve digerleri, 2003).

Akut insizyonel yaralarda disik ve yiiksek frekansli TENS uygulamasinin
anjiyogenezis ve myofibroblast proliferasyonunun incelendigi deneysel calismada, diisiik
frekansli (SHz) TENS uygulamasinin ameliyat sonras1 3.glinde anjiyogenezisi uyardigi, akut
iyilesmede etkili olabilecegi bildirilmistir (Machado ve digerleri, 2016). Onemli bir
anjiyogenik faktor olan VEGF salinmmi {izerine ES’in etkisini degerlendiren baska bir
calismada insizyonel yarada kas ve deriye uygulanan stimiilasyonun VEGF artirdigi ve 7.
giinde pik seviyede oldugu bulunmustur. Yara iyilesmesine olumlu etkisi olacagi sonucuna
varilmistir (Asadi, Torkaman ve Hedayati, 2011). Insan dokusunda ES’in yara iyilesme hiz1
ve anjiyogenezis tizerine etkinliginin arastirildigi ¢alismada 7. giinde yara hacminde onemli
azalma oldugu, anjiyogenik belirteglerde artis oldugu (VEGF, PLGF) ve anjiyogenezisi
pozitif yonde regiile ettigi bildirilmistir (Ud-Din ve digerleri, 2015).

TENS uygulamasinin biiyiime faktorleri ve sitokinlere olan etkisinin degerlendirildigi
insizyonel yara iyilesmesinde yara kenarlarinin yakinlagsmasi, graniilasyon dokusunda azalma
ve re-epitelizasyonu hizlandirdigi, proinflamatuvar sitokinlerin (TNF-o, IL-1f ve IL-6 )
seviyelerinde belirgin azalma ile inflamasyon fazini inhibe ederek yara iyilesmesi siirecini
hizlandirdigint bildirmiglerdir (Giirgen, Saym, Cetin ve Tug¢ Yiicel, 2014). Kocakutlu ve
digerleri (2013), dusiik frekanshi (2 Hz, 15 dk) TENS uyguladiklari insizyonel yarada
tyilesmenin daha hizli oldugunu, epidermal biiyiime faktoriiniin (EGF), trombosit tiirevli
biiytime faktorii (PDGF)-A ve fibroblast biiyiime faktorii (FGF)-2 ekspresyonunun diger
gruplara gore anlamli yliksek oldugu sonucunu bulmuslardir. TENS uygulamasinin topikal
biliylime faktorii uygulamalarina gore daha hizli yara iyilesmesini sagladigini bildirmislerdir

(Koca Kutlu, Cegen, Giirgen, Sayin ve Cetin, 2013).

Kutan6z sinirler dermis ve epidermis boyunca uzanir, cildin hem fonksiyonel hemde
onarici kapasitesi kontrol eder. Derinin yaralanmasi kutandz iyilesmeyi bozar (Emmerson,
2017). Kutano6z sinirlerin innervasyonu yara iyilesmesine aracilik eder. Diyabette normal
ciltten farkli olarak daha az sinir bulunur ve daha az ndropeptit liretir. Diyabette sinirlerin ve
noromediyatorlerin  yetersizligi gecikmis yara iyilesmesine neden olmaktadir (Ashrafi,
Baguneid ve Bayat, 2016; Emmerson, 2017). Kutandz iyilesmenin desteklenmesi igin
elektriksel stimiilasyon uygulamasinin etkinliginin de insan dokusunda yaralanmadan 3,7,10

ve 14. giinlerde yapilan histopatolojik analizler ile kutan6z yara iyilesmesinde anjiyogenezisi
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artirdigi, Keratinosit proliferasyonu ve re-epitelizasyonu giiclendirerek yara iyilesmesini
hizlandirdig1 belirtilmistir (Sebastian, Igbal, Colthurst, Volk ve Bayat, 2015).

2.4.3. Yara lyilesmesi ve TENS Uygulamasinda Hemsirenin Rolii

Yara bakiminda hemsirelerin gorevleri yonetmelikle de tanimlanmis olup, 6nemli rolleri
bulunmaktadir. Yonetmelige gore; hemsire yarayr degerlendirir, yaranin temizligini ve yara
pansumanini yapar. Hemsireler yara, yaraya iliskin iiriinler ve yara bakim uygulamalarini
degerlendirerek etkili {irline karar verir, bakim verdigi bireyi, aileyi ve ekip tiiyelerini
yonlendirir. Ayrica cerrahi sonrasi insizyon yeri bakimi hem “Hemsirelik karari ile uygulanir”
hem de “hekim karar1 ile uygulanir” olarak bildirilmistir (Resmi Gazete, 2011). Cerrahi
hemsirelerinin yaklasik %62’si ameliyat sonras1 hastanin yara bakimini gerceklestirdigi, bu
bakimlarin %70’inin cerrahi yara oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismaya gore hemsireler yara
bakiminda yaygin olarak serum fizyolojik ile 1slak pansuman yaptigi, giincel yara bakim
onerilerini uygulamadiklar bildirilmistir (Rizalar, Tural Biiyiik, Kaplan Uzunkaya, Sahin ve
As, 2019). Cerrahi hemsirelerinin ameliyat sonrasi hastalari igin planlayip uyguladiklari
bakim planlarinin igerisinde yara bakimi da yer almaktadir. Bu nedenle hemsireler, hemsirelik
uygulamalarina dahil yara bakim uygulamalari konusunda giincel gelismeleri takip etmeli ve

hastalarina 6zel yara bakim uygulamalarini planlamalidir.

Gelisen tip ve teknolojik gelismeler hemsirelik biliminde de beklentilerin artmasina yol
acmistir. Giinimiizde hemsirelik mevcut arastirma sonuglar1 dogrultusunda bakiminm
planlamak ile birlikte yeni ve kanit diizeyi yliksek arastirmalar ile bilime katki saglamasi
beklenmektedir. Bunun i¢in hemsirelik arastirmalarinda tanimlayici ve yari deneysel tipte
yiriitiilen caligmalara ek olarak deneysel arastirmalarinda yapilarak hemsirelik bilimine katki
saglanmas1 gerekmektedir. Ancak diger alanlarda oldugu gibi hemsirelik alaninda da
insanlarda denenmesi miimkiin olmayan girisimler mevcuttur. Bunun i¢in gerekli egitimin
almmas1 ve etik kurallar c¢ergevesinde bir ¢ok miidahale deney hayvanlarinda
yapilabilmektedir. Deney hayvanlari ile yapilan ¢alismalarda laboratuvar ortaminda bir ¢ok
faktor kontrol altina alinarak gergeklestirilebilmesi deney hayvani ¢aligmalarinin olumlu
yanlarindandir. Yani deney gruplari arasindaki degiskenligin azaltilmasi, gevresel etkilerin
kontrol edilemesi, standartlagtirllmis bakim, diyet uygulamalart ve genetik farkliliklarin

karistirict etkileri nedeni ile deney hayvanlari ile preklinik caligsmalar avantajli olmaktadir.
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Hemsirelik alaninda deney hayvanlar1 ile hemsirelik bakim alanlarinda problemlerin
¢Oziimiine yonelik bilimsel bilgi birikimine katkida bulunan deneysel calismalar
yuriitilmistiir. Bunlar agri, enfeksiyon, yara iyilesmesi, beslenme, boyutsal ve mekansal
ogrenme, barsak motilitesi, ergonomi, stres ¢alismalaridir (Osier, Pham, Savarese, Sayles ve
Alexander, 2016; Ozsoy ve Yildirim, 2012; Page, 2004). Yara bakiminda énemli rollere sahip
hemsirelerin yara bakiminda giincel gelismeleri yakindan takip etmesi, bakimin kalitesini de
olumlu yonde etkileyecektir (Mutlu ve Yilmaz, 2019). Ayrica hemsirelerin yara bakiminda ki
uygulayici rolleri nedeni ile de deneysel ¢alismalara aktif katilmalidirlar (Sancar B, Canbulat
S, 2019). Ciinkii hayvan modelleri, hemsirelere arastirmalar i¢in daha genis bir bilgi tabani
gelistirmelerinde yardime1 olmaktadir (Osier ve digerleri, 2016). Bu arastirma ile hemsirelerin
yara iyilesmesinde yeni gelismelerin etkilerini bilimsel diizeyde ortaya koymalari, yeni ve

etkili uygulama yontemler gelistirmelerine katki saglayacagi iimit edilmektedir.

Hemsirelerin ¢aligma alanlarindan olan yara bakim uygulamalar1 son yillarda gelisen tip
ve teknoloji ile birlikte gesitlilik gostermektedir. Bu uygulamalara topikal ajanlar, bilyiime
faktorleri, bitkisel yontemler, kok hiicre tedavisi, elektrik stimiilasyonu, negatif basin¢lh yara
tedavisi, hiperbarik oksijen tedavisi, ultrason, lazer, maggot terapi, ozon tedavisi, bal
kullanim1 gibi alternatif yara bakimi yaklasimlar olarak 6rnek verilebilir (Mutlu ve Yilmaz,
2019; Qaseem, Humphrey, Forciea, Starkey ve Denberg, 2015; Sancar B, Canbulat S, Ilhan
SE, 2019).

Giincel yara bakim uygulamalarindan olan TENS uygulamasi, yara iyilesmesi
modellerinde preklinik ¢alismalar ile etkinligi kanitlanmig uygulamalardandir. Bu uygulama
ile ilgili ulusal ve uluslararasi kuruluslar tarafindan hemsirelik pratiginde kullanimi iizerine
oneriler sunulmustur. New York Hemsireler Dernegi (New York State Nurses Association)
tamamlayici ve alternatif terapilerinde TENS uygulamasin1 tanimlamiglardir ve hemsirelerin
rolii hakkinda yaptiklar agiklamada hemsirelerin uygun egitim ve klinik deneyimi edinmeleri
halinde bu terapiyi kullanabilecegi bildirilmistir (New York State Nurses Association, 2018).
Ulkemizde T.C.Saglik Bakanligi Hemsirelik Yénetmeliginde Degisiklik Yapilmasina Dair
Yonetmelikte (2011) hemsirelerin rolleri belirlenmistir (Resmi Gazete, 2011). Bu yonetmelige
gore, TENS uygulamas1 “hekim karar1 ile uygular” ve “hekim ile birlikte yapar” olarak
belirtiimektedir. YOK Ulusal Tez Merkezinde hemsirelik alanindaki tezlerde TENS
uygulamasinin kullanildigr ve bunlarin cerrahi sonrast agr1 kontrolii kapsaminda yapilan
calismalar oldugu belirlenmis, ancak yara iyilesmesi ile ilgili herhangi bir lisansiistii teze

rastlanmamistir (Ulusal Tez Merkezi, 2020).
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2.5. Deneysel Yara Iyilesmesi Modelleri

Yara iyilesme modelleri in vitro ve in vivo yara modellemesi ile degerlendirilmektedir.
In vitro modeller hiicrelerarasi ve hiicre i¢i sinyal mekanizmasini degerlendirmek igin hiicre
ve doku kiiltiirleri ile 3D matrisleri kapsar. Ancak in vitro modellerde yeterli fizyolojik
kosullar saglanamadig i¢in kisith sayida uyarana kisith sayida hiicre tipinin verdigi yanitlar
incelenebilmektedir (Aydin, Tan, Cinal, Kara ve Cakmak, 2014; Baktir, 2020). In vivo (deney
hayvani) yara modelleri ise, yara olusumunu ve doku onarimini fizyolojik yonden en iyi taklit
edebilen kompleks kosullar1 sagladiklari i¢in halen yara iyilesmesini incelemede kullanilan en
fazla tercih edilen modellerdir (Baktir, 2020). insanlarda herhangi bir girisimin etik kaygilara
yol agmasit nedeni ile hayvan modellemeleri kullanilmaktadir. Hayvan modellemeleri

giinlimiizde hemsirelik arastirmalarinda da aktif olarak kullanilmaya baslamistir.

Kemirgenler, kopek, tavuk, koyun, domuz bu modellemede kullanilabilecek
hayvanlardir. Deri anatomisi bakimindan insana en yakin hayvan domuz olmasina ragmen,
daha dayanikli, ¢alisilmasi pratik ve ¢esitli genetik modelleme yapilabildigi i¢in kemirgenler
daha c¢ok tercih edilmektedir (Baktir, 2020; Sanapalli, Yele, Singh, Thaggikuppe
Krishnamurthy ve Karri, 2021). Ayrica kemirgenler i¢in iiretilmis hormon, biiyiime faktorleri

ve inceleme kitlerine ulasim kolaylig1 da bir diger tercih nedenidir (Aydin ve digerleri, 2014).

Yara iyilesmesini etkileyen bircok faktér bulunmaktadir. Bu faktorlerin yara
tyilesmesini nasil etkiledigini belirleyebilmek i¢in deney hayvanlarinda cerrahi, fizyolojik ve
mekanik bazi miidahaleler ile planlanan ¢alisma gergeklestirilebilir. In vivo deney
modellemelerinde yara iyilesmesini degerlendirmek i¢in kullanilan modeller; granuloma
modelleme, insizyonel yara modelleme, eksizyonel yara modelleme, yanik modelleri

kullanilmaktadir (Baktir, 2020; Sanapalli ve digerleri, 2021).

Insizyonel yara modellemede yara gerim giiciiniin degerlendirilmesi, histopatolojik
incelemelerin yapilmasi, topikal uygulamalarinin etkinliginin degerlendirilmesi igin kullanilan
yontemdir. Modelde tam kat cilt insizyonunun ardindan yara ya agik birakilir ya da primer
suture edilir (Sanapalli ve digerleri, 2021), islem sonrasinda insizyon bolgesi en blok olarak

cikarilarak histopatolojik inceleme gergeklestirilebilir (Aydin ve digerleri, 2014).
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2.6. Deneysel Diyabet Modelleri

Diyabet modelleri deney hayvanlarina ilaglar uygulayarak ya da genetik degisiklikler
yoluyla insiiline bagimli (Tip 1) veya insiiline direngli (Tip 2) diyabet olarak
gelistirilebilmektedir. Ancak baglica dezavantajlar, hiperglisemi derecesinin hayvandan
hayvana degismesi ve kullanilan ilaglarin T hiicre fonksiyonunda degisme ve fagositozda
azalma gibi yara iyilesmesinde bozulmaya yol acabilen diger etkenlere yol agabilmesidir

(Baktir, 2020).

Tip 1 diyabet modelleri; Kimyasal yolla olusturulan modeller (Alloksan ve
streptozotosin), spontan Tip 1 diyabet modelleri (diyabete yatkinligi olan deney hayvanlarinin
kullanimi), viriisle olusturulan modeller (Ensefalomiyokardit (EMC) viriisiiniin M varyant1 ve
Kilham Rat Virus (KRV)), Transgenik Tip 1 diyabet modelleri (fertilize fare yumurtasinin
proniikleusuna yabanci bir DNA’nin asilanmasi ile dogustan Tip 1 diyabetli fare) ile
olusturulmaktadir (Cigek, Kogakli, Akillioglu ve Dogan, 2018; Irer ve Alper, 2004; King,
2012).

Kimyasal modelleme alloksan ve streptozotosin gibi kimyasal ajanlarin enjeksiyonu ile
pankrasin langerhans adaciklarinda B hiicrelerinde toksik etkiye yol agarak insiilin salinimin

engellenmesi ile olusturulan modeldir (Erbas, 2015; Irer ve Alper, 2004; King, 2012).

Alloksan iirik asit tiirevi, antineoplastik bir ajandir. Toksik etkisi 6zellikle pankreas [
hiicrelerine 6zgiidiir. Glukozla uyarilan insiilin salinimini inhibe eder. Yiiksek dozlarda diger
organlarda toksik etki olusturabilir. Damar i¢i dozu 65 mg/kg, intraperitoneal dozu 150
mg/kg’dir. Uygulama doz aralig1 ¢ok dar olmasi nedeni ile yliksek dozda bdbrek tiibiillerinde
nekroz ve bobrek yetmezligine neden olur (Erbasg, 2015). Uzun siireli diyabet olusturulmasi ya
da diyabetin kronik komplikasyonlarinin degerlendirilmesi gerektiginde alloksan tercih
edilmektedir (irer ve Alper, 2004).

Streptozotosin  (STZ) kimyasal olarak 2-deoksi-2-(3-metil-3-nitrozoiireido)-D-
glukopiranozdur. Neoplastik, antineoplastik ve diyabetojenik Ozellikleri olan genis
spektrumlu antibiyotiktir (Kurger ve Karaoglu, 2012). Pankreas B-hiicrelerine direkt toksik
etkilidir. Pankreas hiicrelerine sitotoksik etkili olup doza bagli olarak uygulamadan 72 saat
sonra etkilerini gostermektedir (Cigek ve digerleri, 2018). STZ -20°C’de 1siktan korunarak
saklanmalidir. Cozeltisi uygulanmadan hemen once pH=4 sitrat tampon icinde ¢dziilerek

hazirlanmalidir. Hazirlandiktan sonra 4°C’de 1s1ktan korunarak hemen kullanilmalidir (Irer ve
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Alper, 2004; Kurger ve Karaoglu, 2012). Ratlarda 50-100 mg/kg dozunda damar i¢i veya
periton i¢i uygulanabilir (Erbas, 2015; Irer ve Alper, 2004). Ratlarda diyabet olusturmak icin
en c¢ok kullanilan STZ dozu 60-80 mg/kg’dir (Cicek ve digerleri, 2018). Ayrica STZ ile
olusturulan DM, insan DM’siyle daha fazla ortiigmektedir. Bu nedenlerden dolayi, diyabet

modeli olusturmada alloksan yerine STZ nin tercih edilmesi onerilir (irer ve Alper, 2004).

Kimyasal yolla olusturulan diyabette 3 farkli faz gelisir (Cigek ve digerleri, 2018; Irer
ve Alper, 2004; Kurger ve Karaoglu, 2012);

1-Gegici hiperglisemi fazi; ilk 2 saatte karacigerde glikojenin ani yikimina bagli olarak
hiperglisemi gelisir. Uygulamadan once hayvanlar 12-18 saat a¢ birakilirsa hiperglisemi
azaltilabilir.

2-Siddetli hipoglisemi fazi; uygulamadan yaklasik 6 saat sonra, beta hiicre hasari ile
birlikte depolanmis insiilin salgis1 arttigindan, akut donemde hipoglisemi ve mortaliteye yol
acabilir. Indiiksiyon sonrasi ilk 24 saatlik dénemde hayvanlara sekerli siv1 (%5-10 dekstroz)
verilerek onlenebilir

3-Kalic1 hiperglisemi; indiiksiyon sonrasi 10-12 saat sonra baslar aylarca plazma insiilin
diizeyi diisiik seyreder.

Streptozotosin veya alloksan uygulamasindan sonraki 2-3 giin igerisinde kan glukozu
200-300 mg/dl ya da 11.0 mmol/I’nin iizerinde olan hayvanlar diyabetik kabul edilmektedir
(Cigek ve digerleri, 2018; Erbas, 2015).

Cerrahi modelleme: hayvanda pankreasin tam rezeksiyonu ile gergeklestirilen modeldir.
Riskli ve zor bir tekniktir. Malabsorbsiyona yol agabildigi i¢in ¢ok kullanilmamaktadir
(Baktir, 2020; Erbas, 2015).

Genetik spontan diyabet modelleri de bulunmaktadir. Genetik olarak diyabetik olan
farelerin birgok susu vardir. En sik kullanilan tiir, diyabetik “db / db” faredir (C57BL / KsJdb
/db veya C57BL / KsJ). Bu farelerde leptin reseptorii yoktur. Leptine yanit alinamadigindan
bu hayvanlarda Tip 2 diyabet geligir. Ob/ob farelerinde de leptin geni yoktur. Ancak db/db
farelerine gore daha zayif derecede diyabet gelisir (Baktir, 2020).

Tip 2 diyabet modelleri; cerrahi olarak parsiyel pankreotektomi, diisiik ve tekrarlayan
dozlarla kimyasal diyabetik ajan enjeksiyonu, diyet diizenlemesi ile, obez diyabetik fareler ile

gelistirilebilir.

Sonug olarak, hayvanlarda olusturulan diyabet modellerinin higbiri insan diyabetine tam

olarak esdeger tutulamasa da; arastirmacilarin insiilin bagimli Tip 1 ve insiilin bagimh
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olmayan Tip 2 diyabet tedavisi {izerindeki c¢aligmalar1 i¢in deneysel diyabet modelleri
vazgecilemez unsurlardir. Kimyasal ajanlarla olusturulan (STZ ve alloksan gibi) diyabet
modellerinin, diger deneysel modellere gore daha ucuz olmasi; daha kolay gelistirilebilmesi;
pankreastaki beta hiicrelerin tahrip ederken alfa ve delta hiicrelerine zarar vermemesi; ketozis
ve mortalitenin goreceli olarak daha az olmasi gibi ¢ok sayida avantaji bulunmasi nedeni ile

tercih edilmektedir.

2.7. Serbest Radikaller

Biyolojik sistemlerde patolojik reaksiyonlar sonucu olugsan ama fizyolojik islevlere de
sahip olan serbest radikaller, dis yoriingesinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron iceren,
kararsiz yapiya sahip, olduk¢a reaktif ve enerjileri yiiksek molekiiller veya atomlardir
(Lushchak, 2014). Kararsiz olduklarindan ve eslesmemis elektron i¢ermelerinden dolayi,
serbest radikaller kendilerini daha stabil hale getirebilmek i¢in ya diger atomlardan elektron
alirlar ya da hiicrelere saldirarak hasara yol agarlar. Elektronlar: giftler halinde olan ve serbest
olmayan radikaller olarak da bilinen non-radikaller ise kararli yapiya sahiplerdir (Halliwell,
2006).

Serbest radikallerin canlilardaki kaynagi molekiiler oksijendir. Ciinkii biitiin canlilar
icin vazgecilmez bir elementtir ve hiicre solunumu da dahil, organizmada gerceklesen
oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarinda fizyolojik gorevleri bulunmaktadir. Viicuttaki
molekiiler oksijenin ¢ok biiylik bir kismi1 enzimatik yollarla suya cevrilirken, geriye kalan %1-
3’liik kismi ise mitokondriyal elektron transportu sirasinda olusan elektron kagaklarina bagh
olarak siiperoksit radikaline (O27) donistiiriiliir. Bu radikal normal sartlarda siiperoksit

dismutaz (SOD) enzimi tarafindan indirgenir (Ozcan, Erdal ve Yonden, 2015).

Oksijen eslesmemis iki elektron barindirdigi i¢in diradikal olarak adlandirilir ancak
serbest radikallerle kolayca reaksiyona girebilmektedir. Serbest radikaller bu sekilde oksijen
metabolizmasinin yan iriinleri olarak olusmaktadir. Bu nedenle serbest radikaller fizyolojik
sinirlar dahilinde hiicre metabolizmasi sirasinda immun sisteminin stimiile edilmesi, elektron
tasima sistemi, lipit peroksidasyonu ve mikroorganizmalarin fagositoz yoluyla bertarafi gibi
farkli siirecler sonucu meydana gelmektedir. Sonugta oksijeni kullanan tiim canlilarda, normal
metabolik islemler sirasinda oksidan ve rediiktan reaksiyonlar sonucu aciga ¢ikan serbest

radikaller dogal olarak sekillenmektedir. Ayrica antineoplastik ilaglar, ¢evre kirleticileri,
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radyasyon, hipoksi, asir1 egzersiz, streS ve travmanin da etkisiyle olusabilmektedir.
Hiicrelerde olusan serbest radikaller hiicre hasarina veya 6liime neden olabilmektedir. Ancak
meydana gelen hasar, antioksidanlar ile 6nlenebilir veya azaltilabilir (Kandemir, Abuhandan,
Aksoy, Savik ve Kaya, 2013; Mandal, Yadav, Yadav ve Nema, 2009).

Serbest radikallerin kaynaklarmi endojen ve ekzojen kaynaklar olusturur. Endojen
kaynaklar fizyolojik kosullarda hiicresel aktivite sonucu meydana gelir (Niki, 1987; Peng ve
digerleri, 2006).

- Mitokondriyal elektron transportu

- Enzimler ve proteinler

- Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda elektron transport sistemleri
- Arasidonik asit metabolizmasi

- Peroksizomlar

- Fagositoz ve solunumsal patlama

- Plazma membranlar1

- Otooksidasyon

- Gegis metalleri araciligi ile olusurlar.

Ekzojen kaynaklar ise canlilarin maruz kaldiklar1 ve disardan viicuda giren
kaynaklardir. Stres, sigara dumani, radyasyon, tarim ilaglari, gidalarda tireyen mikotoksinler,
ilaglar da dahil viicuda giren her tiirlii ksenobiyotik gibi birgok faktor serbest radikallerin
artisina neden olmaktadir (Ekici ve Sagdig, 2008).

2.7.1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT) ve Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNT)

Serbest radikallerin baslicalari reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve reaktif nitrojen tiirleri
(RNT)’dir. Onemli olan baz1 ROT larin baslicalar siiperoksit radikali (O2”), hidroksil radikali
(OH), singlet oksijen (*0,), peroksil (ROO") ve lipid peroksil (LOO") ile non-radikaller
icersinde yer alan hidrojen peroksit (H202) ve ozon (O3z) bulunmaktadir. Onemli olan bazi
RNT’lerin baslicalari ise nitrik oksit (NO) ve nitrojen dioksit (NO2)’tir (Dizdaroglu, 2015).

Serbest radikallerden ROT’larin meydana gelis sekilleri degerlendirildiginde,
molekiiler O2’nin ¢evresindeki herhangi bir molekiilden bir elektron alarak indirgenmesiyle

O2" radikali olusur. Molekiiler O2’ye iki elektron eklenmesiyle veya O radikaline bir
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elektron aktarilmasiyla H,O> meydana gelir. Fakat H.O>’in canlilardaki en 6nemli kaynagi,
hiicre i¢i enzimatik bir antioksidan olan SOD enzimidir. Ciinkii bu enzim Oz~ radikaline etki
ederek H202’nin olugsmasina neden olur. H2O> serbest radikal olmamasina ragmen reaktivitesi
fazladir. Kaldi ki, OH’ radikalinin olusumuna yol agmasi nedeniyle 6énemli bir oksidan olarak
etkir. En gii¢lii ve en zararli radikaller arasinda yer alan OH’ radikali ise hiicrelerde Fenton ve
Haber-Weiss reaksiyonlari ile olusur. Fenton reaksiyonu iki degerlikli demirin (Fe*2) H.O: ile
reaksiyona girmesi ile ii¢ degerlikli demirin (Fe™®) ve OH' radikalinin olusmasi esasina
dayanir. Haber-Weiss reaksiyonu ise O.~ radikalinin H2O- ile reaksiyona girmesi ve OH’
radikalini olusturmasidir. Serbest radikellerden biri olan O; ise elektron dagilimmin yeniden
diizenlenmesine neden olan enerji girisi ile olusabilecegi gibi, O>" radikalinin elektromanyetik
radyasyona maruz kalmasi sonucu da olusabilir. Diger bir serbest radikal tiirlerinden olan
RNT’ler igerisinde ise en onemlisi NO’dur. Molekiiler O ile azotun (N) birlesmesi ile NO
meydana gelir. NO’in O2~ radikali ile tepkimeye girmesi sonucu peroksinitrit anyonunu
(ONOOH) sekillenir. Peroksinitrit bir non-radikal olmasina ragmen OH" radikalinin
olusumuna yola acar (Halliwell, 1995; Halliwell, 2006).

Sonug olarak bircok ROT ve RNT, hiicrelerde lipid peroksidasyonuna yol acamaktadir.
Bunlar ayn1 zamanda hiicre proteinlerin yapisinda bulunan siilfhidril gruplarini oksitleyerek
hasara yol agirken, OH" radikali ise aminoasitlerin yapisini bozarak etki gosterir.OH" radikali
aynt zamanda DNA’nin biitlin komponentlerine etki ederken, ONOOH DNA’nin

parcalanmasina, 1O; ise genellikle guanin niikleotidinde hasara yol agar (Halliwell, 2011).

2.8. Oksidatif Stres

Serbest radikaller, organizmada hiicresel aktivitesinin siirecinde siirekli olarak dogal bir
sekilde meydana gelirler. Fizyolojik konsantrasyonlarda hiicrelerde biiyiime, c¢ogalma,
farklilasma ve adaptasyonun diizenlenmesinde goérev alirlar. Oksidatif stres, serbest
radikallerin fizyolojik tiretimi ile hiicrelerin onlar1 temizleme yetenegi arasindaki dengenin
bozulmasidir (Scicchitano, Pelosi, Sica ve Musaro, 2018). Bir baska deyisle oksidatif stres,
serbest radikaller ile antioksidanlar arasindaki dengenin serbest radikaller lehine kaymasi
sonucu olusur. Bunun nedeni serbest radikal miktarindaki artis veya antioksidan
seviyelerindeki azalmadir. Boylece serbest radikaller hiicrelerin yapisini ve fizyolojik islevini

bozarak etki gosterirler. Bu etkilerin baslicalar1 hiicre proteini ve karbonhidrat yapisinin
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bozulmasi, lipit peroksidasyonu, DNA hasar1 ve hiicre oliimleridir. Immun sistemin
baskilanmasi, kardiyovaskiiler hastaliklar, alzheimer, multipl skleroz ve parkinson gibi
norodejeneratif hastaliklar, otoimmiin hastaliklar, diyabet, katarakt, kanser, artrit, diyabetik
retinopati ve solunum yolu rahatsizliklari (KOAH) gibi bircok saglik problemlerinin
muhtemel nedenleri arasinda serbest radikaller yer almaktadir (Ekici ve Sagdi¢, 2008; Barry
Halliwell, 2011). Oksidatif stresin kaynaklarinin endojen ve ekzojen oldugu bildirilmistir.
Endojen kaynaklar igerisinde mitokondri (elektron tasima sistemi), peroksizomlar (giiclii
H>O> kaynagidirlar), sitokinler ve inflamasyon yer alir. Ksenobiyotikler, radyasyon,

kemoterapoétikler ve patojenler ise ekzojen kaynaklardir (Klaunig ve Wang, 2018).

2.8.1. Diyabet ve Oksidatif Stres

Oksidatif stres diyabetin patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir. Diyabetik hastalarda
asirt ROT ve RNT’lerin neden oldugu oksidatif stres, doku hasarina yol agan kronik
inflamasyonla yakindan iliskilidir. Bu durum retinopati, nefropati, néropati, iskemik kalp
hastaligi ve periferik vaskiilopati gibi diyabet komplikasyonlarina neden olmaktadir
(Rochette, Zeller, Cottin ve Vergely, 2014; Tangvarasittichai, 2015). Diyabet durumunda
hiperglisemiye bagli olarak mitokondriyal solunum, oto-oksidasyon yolagi, poliol yolagi,
heksozamin yolag: ve ileri glikasyon son tiriinleri degisikliklerinden kaynaklanan metabolik
stres, hipoksi ve iskemik reperfiizyon doku hasarina neden olmakta ve bu da serbest radikal
aretimini arttirmaktadir (Giacco ve Brownlee, 2010). Diyabet ve dolayisiyla hiperglisemi

aracil serbest radikal liretimi asagida yer alan mekanizmalara dayanmaktadir.

- Mitokondriyal solunum: Hiperglisemi sonucu olusan serbest radikallerin baslica
kaynagi mitokondriyal solunumdur. Ciinkii yiiksek glukoz konsantrasyonu mitokondride bir
koenzim olan nikotinamid adenin diniikleotit (NADH) birikimine neden olur. Mitokondri
icerisinde artan NADH konsantrasyonunu azaltmak i¢in, NADH’1n NAD™a yiikseltgenmesi
sirasinda olusan elektron kagaklari sonucunda serbest oksijen radikalleri olusur (Yan, 2014).

- Gliseraldehit oto-oksidasyon yolagi: Glikoliz sirasinda 1,6 fosfattan olusan
Gliseraldehit 3-fosfatin oksidasyonu sonucunda H>O; olusur. Bu ise Haber-Weiss ve Fenton
tepkimeleri aracihigr ile OH' radikalinin meydana gelmesine neden olur (Cetiner ve
Rakicioglu, 2020).
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- Poliol yolag::Yiiksek glukoz konsantrasyonu bu yolag: aktif hale getirir. Poliol yoluyla
glukozdan sorbitol olusur. Bu reaksiyon hiz siirlayict bir enzim olan aldoz rediiktaz
araciliginda nikotinamid adenin dintikleotit fosfati (NADPH) kullanilmasiyla gergeklesir.
Sorbitolise fruktoza metaboliz edilir. Her ikisi de ileri glikasyon son firiinlerinin olusumuna
neden olarak oksidatif strese neden olurlar. NADPH, yiikseltgenmis glutasyondan (GSSG)
indirgenmis glutasyon (GSH) olusumunda rol oynar. Ancak buradaki kullanimi, hiicre i¢i bir
antioksidan olan GSH’in olusumunu engeller. Sorbitoliin fruktoza indirgenmesi sirasinda
kofaktor olarak NAD’in kullanmasi sonucunda NADH olusur ve NADH’1n oksidasyonu ile
serbest oksijen radikalleri meydana gelir (Manna, Sinha ve Sil, 2009; Tang, Martin ve Hwa,
2012).

- Heksozamin yolagi: NADPH’in azalmasi ve bdylece oksidan-antioksidan dengenin
bozulmasina yol acan bu yolak, hiperglisemi sonucu olusan glikozamin-6-fosfattan
kaynaklanir. Ciinkii bu, pentoz fosfat olusumunda gorev yapan glikoz-6-fosfat dehidrogenaz
enzim aktivitesini baskilar. Fakat pentoz fosfat yolagt NADPH 1n iiretim yeridir. NADPH
eksikliginde ise kofaktor olarak gorev yaptigi hiicre i¢i antioksidanlar olan katalaz ve GSH
olusumu engellenir (Horal, Zhang, Stanton, Virkaméki ve Loeken, 2004).

- {leri glikasyon son iiriinleri: Diyabetin patofizyolojisinde dolayisiyla oksidatif streste
onemli rol oyayan ileri glikasyon son iiriinleri, enzimatik ve non-enzimatik olarak olusurlar.
Ornegin hemoglobin bu son iiriinlerin olusumuna katilir. Bu nedenle HbAlc seviyelerinin

artis1 diyabet ile iligkilendirilir (Lind, Odén, Fahlén ve Eliasson, 2009).

2.8.2. Yara ve Oksidatif Stres

Serbest oksijen radikelleri diyabet, ateroskleroz, hipertansiyon, kalp yetmezligi ve
iskemi reperfiizyon hasar1 gibi patolojik durumlarda endotel hiicre fonksiyon bozuklugu,
hiicre ¢ogalmasi, hiicre gocii, fibrozis ve anjiyogenezin yeniden sekillenmesine aracilik eder
(Kolluru ve digerleri, 2012). Ancak dokularda yara olusuma bagli olarak olusan perfiizyonun
bozulmasi sonucunda, endotel altindaki kollajen trombositleri aktive eder. Trombositlerden
sentezlenen  tromboksan A, trombosit kiimelesmesini  saglarkan, PGE2 ise
vazokonstriiksiyona neden olur. Inflamatuvar cevap olarak bélgede nétrofil infiltrasyonu
olusur. Bu duruma makrofajlar, lenfositler ve diger pro-inflamatuvar mediyatdrler eslik eder.

Sonug olarak yanginin ana semptomlar olan kizariklik, agr1, siskinlik ve sicaklik ortaya ¢ikar.
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Notrofil kaynakli kemotaksis ile yara bolgesindeki hasarli hiicrelerde IL-I, l6kotrienler, Oz~
radikali ve H2O artis1 goriiliir. Yara iyilesmesinin bazi asamalarinda ROT’lar diizenleyici
olarak gorev alirlar ve fizyolojik olarak diisiik seviyelerde gereklidirler. Ancak, diyabete bagl
oksidatif stres artis1 ve enzimatik veya non-enzmatik antioksidan yetersizligi yara iyilesmesini
geciktirmektedir. Bu durum yara dokusunda oksidatif strese neden olmaktadir (Ozcan ve
digerleri, 2015; Sanchez, Lancel, Boulanger ve Neviere, 2018). In vivo calismalarda siirekli
ROT iiretimi sonucu gelisen oksidatif stres kronik ve iyilesmeyen yaralar ile

iliskilendirilmektedir (Aksoy ve Ozakpinar, 2014; Dunnill ve digerleri, 2017).

Hem endotel hiicreleri hem de damar diiz kas hiicreleri, ¢esitli enzimatik kaynaklardan
serbest oksijen radikalleri {iretirler. Diyabet durumunda ise bu {iretim 6nemli 6l¢iide artar.
Diyabetik yaralarda ROT’larin meydana gelis sekilleri ile ilgili olarak bir¢cok enzimin

(NADPH oksidaz, aldehit oksidaz ve ksantin oksidaz gibi) aracilik ettigi mekanizmalar vardir.

NADPH’1in NADPH oksidaz (NOX) aracilig1 ile NADP’ye indirgenmesi sirasinda Oz~
radikalleri meydana gelir. Fakat yara ve dolaysiyla iskemi durumlarinda NOX aktivasyonu
artar. Oz radikalleri SOD araciligiyla H2O2'ye doniistiiriiliir, H2O, de Fenton reaksiyonu ile
OH'doniistiiriiliir. Aldehit oksidaz ise aldehitlerden Oz radikali ile H2O2 tiretimine neden olur
(Kolluru ve digerleri, 2012). Yara dokusunda meydana gelen iskemiye bagli olarak
mitokondrial ATP iiretimi durur. Olugan anaerobik ortama bagli olarak hiicre i¢i hidrojen
yiikiinii dengelemek i¢in dnce sodyum-hidrojen pompasi devereye girer ve hidrojen disari
atilir. Hiicre igerisinde sodyum yogunlugunun artmasiyla da sodyum-kalsiyum pompasi
araciligl devereye girer ve bu sefer hiicre i¢in kalsiyum yogunlugu artar. Kalsiyum kendisine
bagimli proteazlarn etkinlestirir. Bunlar ksantin dehidrojenazi ksantin oksidaza ¢eviriler.
Ksantin oksidaz ise ara iiriin olarak reaktif oksijen tiirlerinden Oz~ radikallerini olusturur

(Baines, 2009; Bravard ve digerleri, 2011).

2.9. Antioksidan Savunma Sistemi

Organizmanin serbest radikallerin olusmasini ve meydana getirdikleri hasar1 6nleyen
cesitli savunma mekanizmalart bulunmaktadir. Bu mekanizmalardan biri de antioksidan
savunma sistemidir. Antioksidanlar serbest radikal olusumunu 6nleyerek veya bunlari etkisiz
hale getirerek etkilerini gosterirler. Oksijeni uzaklastirici ve konsantrasyonunu azaltici etki

serbest radikal olusumunun Onlenmesine Ornek gosterilebilir. Antioksidanlar serbest
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radikalleri zayif etkili baska bir molekiile ¢evirerek, onlarin zincirlerini kirarak, onlara
hidrojen veya proton aktararak onlar1 etkisiz hale getirebildikleri gibi onlarin olusturdugu

hasar1 onararak da etki getirirler.

Antioksidanlar dogal (endojen) ve sentetik (eksojen) kaynakli antioksidanlar olarak
siniflandirilabildikleri  gibi, enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlar olarak da
siniflandirilabilirler (Mandal, Yadav, Yadav ve Nema, 2009; Ziech ve digerleri, 2010).
Enzimatik antioksidanlar igerisinde superoksid dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediiktaz ve glukoz 6-fosfat dehidrojenaz yer alir. Enzimatik olmayan antioksidanlar
ise mineraller vitaminler (A, C ve E vitamini), (seleneyum ve ¢inko), karetenoidler (p3-
karoten, lutein, likopen), diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar (lirk asit ve glutatyon)
antioksidan kofaktorler (koenzim Q10) ve polifenolerdir. Polifenoller de flavonoidler
(kuersetin, kaemferol, katesin, hesperidin) ve fenolik asitler (kumarik asit, ellajik asit ve gallik
asit) olarak ikiye ayrilmaktadir(Ratnam, Ankola, Bhardwaj, Sahana ve Kumar, 2006). Bazi

antioksidanlar ile bunlarin hiicrelerdeki etki sekilleri Tablo 3’te gosterildigi gibidir.

Tablo 3. Baz1 antioksidanlar ve bunlarin etki mekanizmalar1 veya gorevleri (Ratnam ve

digerleri, 2006; Scicchitano ve digerleri, 2018).

Antioksidanlar Etki Sekli/Gorevi

Stiperoksit dismutaz (SOD) Stiperoksit radikaline (O2”) kars1 ilk savunma hattini olusturan bu

enzim, bu radikali H,O; ve O olusumuna yol agar.

Katalaz (CAT) H>0>'nin H,0 ve Oy'ye ayrilmasini katalize eder.

Glutatyon peroksidaz (GTPx) | H.O2'nin H2O’ya ve organik hidroperoksidin (ROOH) alkole

(ROH) indirgenmesini katalize eder.

Glutatyon (GSH) Enzimatik olmayan hiicre i¢i indirgeyici ajandir.

Likopen Singlet oksijenin (*0.) yakalayarak etkinsizlestirir.

Ellajik asit Hiicrelerden H>O>’yi uzaklastirir.

Koenzim Q10 Lipid peroksidasyonunun inhibe eder ve mitokondriyal oksidatif

stresi azaltir.

Vitamin C GSH tarafindan indirgenen semidehidroaskorbat radikali

olusturarak siiperoksit anyonunun temizler.

Vitamin E Siiperoksit radikalini temizler, antioksidan enzimleri upregiile

eder ve lipid peroksidasyonunu inhibe eder.
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2.9.1. Diyabetik Yara lyilesmesinde Etkili Baz1 Antioksidanlar ve flaclar

Diyabetik yara iyilesmesinde antioksidan etkileriyle 6n plana ¢ikanlar; antimetabolik
dengesizligi diizenleyenler, bitkisel kaynakli antioksidanlar, diyabetik yaralarda kullanilan
potansiyel antioksidanlar ile diyabetik ndropati, anjiyopati ve deri rahatsizliginda
kullanilanlardir. Bunlarin etkileri ve etki mekanizmalar1 Tablo 4’te sunulmustur (Deng ve

digerleri, 2021).
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Tablo 4. Diyabetik yara iyilesmesinde kullanilan antioksidan etkiye sahip bazi antioksidan ve ilaglar ile bunlarin etkileri ve etki sekilleri (Deng

ve digerleri, 2021).
Antioksidanlar/ilaclar Endikasyonlari Etkileri Etki Sekilleri
Metformin Endotelyal hiicrelerin anjiyogenik | Nitrik oksit sentetaz aktivasyonu
fonksiyonlarin iyilesmesi
Sodyum glikoz ko- Yangt hiicrelerinin infiltrasyonunun | TNF-a ve IL-6 {iretimini baskilanmasi
transporter-2  (SGLT-2) Antimetabolik engellenmesi  ve endotel fonksiyonun
inhibitorleri dengesizlik iyilesmesi
Dipeptidil peptidaz-4 Antioksidatif stres Niiklear faktor eritroid 2-iligkili faktdr 2 yolagi
(DPP-4) inhibitorleri
Ferulik asit Antioksidatif stres Lipid peroksidasyonunu Onler, katalaz, siiperoksit
Bitkisel kaynakli dismutaz ve glutatyon ekspresyonunu atrir

Klorojenik asit

antioksidanlar

Antioksidatif stres

Malondaldehid seviyesini diisiiriir, glutatyon seviyesini

artirir

Deferoksamin

Potansiyel Neovaskiilarizasyon ve rejenerasyon Faktor-1a aktivasyonunu saglar
Propolis antioksidanlar Antioksidatif stres Glutatyon ve IL-10 seviyesini artirir
a-lipoik asit Endojen ve eksojen antioksidanlarin | ROT larin yikimlanmasi
rejenerasyonunu
Aldoz rediiktaz inhibéotleri Diyabetik néropati Antioksidatif stres Poliolyolag:
Koenzim Q10 Mitokondriyal —antioksidan aktivite ve | ATP  iizerinden enerji olusumunu artirir  ve
apoptozisi iyilestirir mitokondriyal oksidatif stresi azaltir
Silostazol Diyabetik anjiyopati | Fosfodiesteraz enzim inhibitorii ROT’larin yikimlanmasi

Epidermal biiyiime faktorii
(EGF)

Diyabetik deri
rahatsizlig1

Antioksidatif stres

Hiicre farklilasmasi ve proliferasyonu
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Cihazlar ve Laboratuvar Geregleri

Calisma Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali, Patoloji Anabilim Dali ile Farmakolojive Toksikoloji Anabilim
Dalinda bulunan doku takip cihazi (Leica TP1020), parafin dispenser (Shandon), mikrotom
(Leica RM 2135), 1s1ik mikroskobunda (Olympus BX-51), dijital fotograf makinesi (Olympus
SC180-Tokyo, Japonya), su banyosu (Memmert WNB 10),buzdolabi/derin dondurucu
(Samsung RL62ZBSW), spektrofotometre (Shimadzu UV-1601), dijital pH metre (Denver
Instrument, Model 225), distile su cihazi (Niive NS 112), etiiv (Niive FN 500), santrifiijcihazi
(Niive, NF 800R), sogutmali santrifiij cihazi (Hettich Zentrifugen, Universal 320 R),
inkiibatér (Niive, ES 110)vortex (Niive NM 110), terazi (Shimadzu EB-2200 HU), hassas
terazi (Shimadzu, AX 120), 1sitmali manyetik karistirict (IKA, RH Basic 2) ile laboratuvar
gerecleri olarak kuartz kiivetler (Hellma Analytics, 104 - QS ve 100 - QS, 10 mm), polietilen
enjektor (Ayset 2,5 ml) ve insiilin enjektorii (Ayset), glukometre (Optima), laboratuvar
eldiveni (Isolab), cerrahi makas, steril bistiiri ucu (plusmed), pens, 3/0 ipek siitiir, steril spang,
mikropipetler (Ependorf, Brand, Biohit marka 10 ul, 10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 ul ve
1000-5000 ul’lik), deney tiipleri (Isolab 5, 10, 15 ml), balon joje (Isolab 10, 25, 50, 100 ml),
beher glas (Isolab 10, 25, 50, 100 ml), lam (Isolab 24x24 mm ile 24x60 mm), lamel (Isolab,
24x24 mm ile 24 x 60 mm) mikrosantrifiij tiipii (Isolab), serum tiipii (BD Vacutainer) ve

EDTA tiiplerden (BD Vacutainer) yararlanilarak gerceklestirildi.

3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Calisma kapsaminda deneysel diyabeti indiiklemek igin streptozotosin (Sigma S0130),
histopatolojik analizler kapsaminda Anti-VEGFA antibody (ABCAM ab231260), FGF-2
antibody (Santa Cruz SC 74412), HRP Polymer/DAB Plus Chromogen (Thermo TP-015-
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HD), 3-Aminopropil (trietoksilan) (Sigma A3648), trizma base (Sigma T1503), fuksin
asit(lsolab 924.D01.0050), etanol (Merck 100971), %96, absolut etanol (Merck 100983),
fosfotungustik asit hidrat (Sigma 455970), neutral red (Sigma N4638), hematoksilin kristalize
(Sigma Aldrich 104302), formaldehit (Sigma Aldrich 47608), paraffin 56-58 (Merck 107337),
ksilol (Merck 108297), basik fuksin (Sigma Aldrich 857343), paraffin 46-48 (Sigma Aldrich
8002-74-2), antioksidan ve oksidan parametreler igintotal protein Kiti (Archem Diagnostik,
A2301),EDTA (Sigma ES5134), metafosforik asit (Merck 100546), 5,5 -Ditiyobis(2-
nitrobenzoik asit) Sigma D-8130, sodyum sitrat tribazik dihidrat (Sigma Aldrich S4641),
trikloro asetik asit (Sigma S-27242), tiobarbiturik asit (Sigma T-5500), n-butanol (Sigma
Aldrich 24124), hidroklorik asit (Sigma 30721), ksantin oksidaz (Sigma X-1875), ksantin
(Sigma X-0626), nitrotetrazolium blue (Sigma N-6876), kloroform (Sigma Aldrich 24216),
amonyum siilfat (Merck 101217), bakir kloriir (Sigma Aldrich 222011), sodyum karbonat
(Sigma S5761), sigir albiimini (Sigma A-7906) kullanildi.

3.1.3. Hayvan Materyali

Caligmanin deneysel asamas1 Aydin Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. Calismada bu
merkezdem temin edilen 250-300 gr agirliginda 12-14 haftalik toplam 48 adet erkek Wistar
albino rat (Rattus rattus norvegicus) kullanildi. Calisma Aydin Adnan Menderes Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 09.07.2020 tarih ve 2020/031 sayili onay1 ile
gerceklestirildi. Hayvanlarin 6nceden herhangi bir arasgtirmada kullanilmamis olmasia ve
saglik durumlariin iyi olmasina dikkat edildi. Ayrica kuyruk veninden alinan venoz kan ile
ratlarin kan glukoz diizeyleri glukometre ile dl¢iildii ve glukoz degeri 250 mg/dI’nin altinda
¢ikan ratlar calismada kullanildi.

Ratlar deney siiresi boyunca 12/12 saat aydinlik/karanlik 1siklandirmasi olan, sicakligi
2242°C ve nemi ise %350-55 olarak ayarlanmis odalarda ve polietilen seffaf kafeslerde
barindirildi (Resim 1). Kafeslerde altlik olarak talas kullanildi. Standart yem ve igme suyu ad
libitum olarak verildi. Gruplar, ratlarin ortalama agirliklar1 birbirine yakin olacak ve
istatistiksel fark olmayacak sekilde ayarlandi. Ratlar 14 giinliik adaptasyon siiresinin ardindan
rastgele 6 gruba ayrildi (n=8). Toplamda her grupta 8 rat ve her kafeste 4 rat olacak sekilde 48
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rat kafesler yerlestirildi. Hayvanlarinin bakimia iligkin “Hayvan Etik Kurulu”

uygulamalarina 6zen gosterildi.

Resim 1. Calismada kullanilan ratlar, kafesler ve deneysel gruplardan bir goriintii (n=48).

3.1.4. Deneysel Gruplarin Olusturulmasi

Calismada kullanilan ratlar asagida belirtilen sekilde gruplandirilarak olusturuldu.

Kontrol grubu (K): Insizyon yarasi olusturulmamis ve 3. giinde &tenazisi yapilan saglikli
grup olup, diger deneysel gruplarla karsilastirmak amaciyla olusturulmus negatif kontrol

grubudur.

Diyabet grubu (D): Insizyon yarasi olusturulmamis ve 7. giinde dtenazisi yapilan diyabetli
grup olup, diger deneysel gruplarla karsilastirmak amaciyla olusturulmus pozitif kontrol

grubudur.

Diyabet+Insizyon-3 (Di-3): Streptozotosin ile diyabet olusturulmus ratlarda insizyon yarasi
olusturulduktan sonra herhangi bir miidahalenin yapilmadigi ve DIT-3 grubu ile karsilastirma

yapmak amaciyla 3. giinde 6tenazisi yapilan gruptur.
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Diyabet+Insizyon+TENS-3 (DIT-3): Streptozotosin ile diyabet olusturulmus ratlarda
insizyon yarasi olusturulduktan 24 saat sonra baslamak iizere 3 giin boyunca giinde 15 dk
TENS uygulamasimnin yapildigit ve son TENS uygulamasindan 24 saat sonra ratlarin

Otenazisinin gergeklestirildigi gruptur.

Diyabet+Insizyon-7 (DI-7): Streptozotosin ile diyabet olusturulmus ratlarda insizyon yarasi
olusturulduktan sonra herhangi bir miidahalenin yapilmadigi ve DIT-7 ile karsilastirma

yapmak amaciyla 7. giinde 6tenazisi yapilan gruptur.

Diyabet+insizyon+TENS-7 (DIT-7): Streptozotosin ile diyabet olusturulmus ratlarda
insizyon yarasi olusturulduktan 24 saat sonra baslamak iizere 7 giin boyunca giinde 15 dk
TENS uygulamasmin yapildigt ve son TENS uygulamasindan 24 saat sonra ratlarin

Otenazisinin gergeklestirildigi gruptur.

Insizyon yarasi diyabet olusturulduktan 7 giin sonra gerseklestirildi ve inzisyon
yarasiin yapildigr giin, tiim deneysel gruplar i¢in ¢aligmanin baslangi¢ giinii olarak kabul
edildi. TENS uygulamasina ise insizyon yarasi olusturulduktan 24 saat sonra baglandi.

Calisma dizaynini iceren deneysel gruplar ve yapilan uygulamalar Tablo 5.’te gosterilmistir;

Tablo 5. Deneysel gruplar ve yapilan uygulamalari gosteren ¢alisma plani.

Yapilan uygulama
Gruplar . _
Diyabet | Insizyon yarasi | TENS uygulamasi Otenazi giinii
K yok yok yok 3. glin
D var yok yok 7. giin
DIi-3 var var yok 3. giin
DIT-3 var var var 3. giin
Di-7 var var yok 7. giin
DIT-7 var var var 7. giin

K; Kontrol, D; Diyabet, Di-3; Diyabet+insizyon-3, DIT-3; Diyabet+insizyon+TENS-3, DI-7; Diyabet+insizyon-
7, DIT-7; Diyabet+insizyon+TENS-7.
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3.2. Yontem

3.2.1. Streptozotosin (STZ) ile Diyabetin indiiklenmesi

Iki haftalik uyum siiresinin sonunda kontrol grubu hari¢ diger gruptaki ratlara pH’s1 4,5
olan sodyum sitratli tampon (0,01 molar) igerisinde taze hazirlanmis STZ ¢ozeltisinden 0.5 ml
icinde 60 mg/kg tek doz intraperitonal enjeksiyonla verilerek deneysel diyabet olusturuldu
(Alhaider ve digerleri, 2011; Wu ve Yan, 2015). STZ uygulamasindan yaklasik 6 saat sonra
pankreas dokusundaki beta hiicrelerinin hasari sonucu depolanmis insiilinin neden oldugu
siddetli hipoglisemi gelisir. Hipoglisemiyi ve neden olabilecegi mortaliteyi nlemek amaciyla
enjeksiyondan 2 saat sonra ve 24 saat siire ile ratlarin igme sularina %5 glukoz ilave edildi
(frer ve Alper, 2004; Shivananjappa ve Muralidhara, 2012). Enjeksiyondan 72 saat sonra
restainer kullanilarak sabitlenen ratlarin kuyruk veninden alinan kan 6rneginden glukometre
ile kan glukoz diizeyi 6l¢iildi. Kan glukoz diizeyi 250 mg/dl ve iizerinde olan ratlar diyabetik
olarak kabul edildi (Roy, Metya, Sannigrahi, Rahaman ve Ahmed, 2013). Calismada K, DI-3
ve DIT-3 gruplarindaki ratlarin 3. giinde, diger deneysel gruplarda ki ratlarin ise 7. giinde kan
glukoz degerleri 6lgiilerek diyabetin devamlilig1 kontrol edildi.

3.2.2. insizyonel Yara Olusturulmasi

Deneysel diyabet olusturulmus ¢alismalarda insizyonel yara olusturma siirelerinin STZ
uygulamasindan 5 giin (Dwita ve digerleri, 2019) ve 7 giin (Jarad ve digerleri, 2020) sonra
gerceklestirildigi belirtilmistir. Bu nedenle ilgili literatiir degerlendirildiginde ¢alismamizda
insizyon yarasi olusturma giinii, diyabet olusturulduktan 7 giin sonra yapilmasi olarak

planlandi ve DI-3, DIT-3, DI-7 ve DIiT-7 gruplarinda insizyonel yara olusturuldu.

Yara olusturulmadan Once, ratlar intraperitoneal 5 mg/kg ksilazin (Atafen Alfazyne %2,
Alfason) ve 50 mg/kg ketamin (Alfamine %10) ile anesteziye alindi. Cerrahi girisim oncesi
anestezi derinligi ratlara uygulanan ayak, penge ve kulak sikistirma yontemleri ile kontrol
edildi. Ratlar sedatize edildikten sonra, dorsal bolge tiiyleri elektrikli tiras makinesi ile
temizlendikten sonra, bdlgenin lokal saha temizligi %21 polivinilpirolidon-iyot ile yapildi.

Sirtin sefalik bolgesine literatiirde belirtildigi gibi (Glirgen ve digerleri, 2014; Koca Kutlu ve
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digerleri, 2013) 15 no’lu bistiiri kullanilarak 3 cm uzunlugunda tam kat deri insizyonu
uygulandi. Insizyonel kesinin standardizasyonunu saglamak amaciyla 6lgiim araci olarak
cetvel kullanildi. Cetvel uygulama esnasinda ratlarin dorsal bolgesine yerlestirildi ve
insizyonel kesi cetvelde ki kilavuz ¢izgiye gore uygulandi (Resim 2). Daha sonra Resim 3’te
goriildiigii gibi 2 adet 3/0 ipek dikis materyali ile siitiire edildi (Biondo-Simdes ve digerleri,

2010). Cerrahi insizyon ve siitiir uygulamasinin ardindan yara bolgesi steril spang ile kapatildi

ve ratlar yara bolgesine zarar vermesin diye file bandaj pansuman materyali ile korumaya

alindi (Resim 4).

Resim 2. Tam kat deri insizyonu. Resim 3.Siitiir uygulamasi. Resim 4. File bandaj pansuman.

3.2.3. TENS Uygulamasi

Insizyon yarasinin olusumundan 24 saat sonra DIT-3 ve DIT-7’de bulunan ratlara
TENS uygulamasina basland1 (Asadi, Torkaman, Hedayati ve Mofid, 2013). Uygulama
kolaylig1 agisindan hayvanlara intraperitoneal 50 mg/kg ketamin+10 mg/kg ksilazin ile
anestezi uygulandi ve ardindan TENS uygulamasina gergeklestirildi.  Silikon kapli iki
elektrot, insizyon yarasindan 1-1,5 cm uzaga yerlestirilip kendinden yapiskan malzeme ile
tespit edildi. Calismada kullanilan elektriksel stimiilatér cihazi (Transkutanéz Elektriksel
Sinir Stimiilasyon, TENS 3000) ve ratlara uygulanmasiyla ilgili goriintii sirasiyla Resim 5 ve
6°da gosterilmistir. Uretilen akim genellikle bifazik dalga seklinde olup sifir elektrik yiikiine

sahiptir. Bu sekilde iyonizasyonun neden oldugu deri irritasyonu engellenmektedir. Giig
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kaynaginda iiretilen akim ampflikatdrde arttirilarak elektrotlara ulagmaktadir. Caligmada
TENS uygulamasinin frekans, akim ve siiresi literatiir dogrultusunda belirlendi. Akut
yaralarda etkili olabilecek TENS ayarlan diisiik frekansta (2Hz) ve 15mA akim genisliginde
(Liebano ve digerleri, 2008) DIT-3 grubuna 3 giin ve DIT-7 grubuna 7 giin boyunca
(Machado ve digerleri, 2016) giinde 15 dk (Cramp ve digerleri, 2000) olarak uygulandi.

Resim 5. TENS cihazi. Resim 6. TENS uygulamasina ait bir goriintii.

3.2.4. Yaranmin Degerlendirilmesi

3.2.4.1. Makroskobik Degerlendirme

Yara iyilesmesinin degerlendirilmesi makroskobik ve mikroskobik olmak {izere iki
farklt sekilde gergeklestirildi. Makroskobik incelemede her giin yara iyilesme siireci
gozlemlendi. Digital kamera ile insizyon bolgesi ¢alisma siiresi boyunca fotograflanarak kayit
altina alindi. Yaranin fotograflar1 ¢ekilirken uygun 1siklandirma ortami1 hazirlandi.
Fotograflama yontemi Tibbi illiistratorler EnstitiisiiYara Yonetimi Fotografgiligr (Institute of
Medical llustrators, 2019) tarafindan yayinlanan kilavuzun 6nerisi dogrultusunda yapildi. Bu

oneriler dogrultusunda ardisik goriintiiler i¢in ayn1 dijital kamera ve ayni goriintii ¢oziiniirligi
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ayarlart kullanildi. Bu amacgla kamera mercegi zoomu ayni biiyiikliikte olacak sekilde,
yaradan aymi ag¢1 ve yikseklikte tutuldu. Ayrica takip fotograflarin1 objektif olarak
degerlendirebilmek i¢in her bir fotograf onceki fotograflara benzer bir pozisyonda, benzer
acidan ve mesafeden cekildi. Mikroskobik degerlendirme ise histopatolojik olarak

gerceklestirildi.

3.2.4.2. Mikroskobik Degerlendirme

Calismanin baglangic1 olarak kabul insizyon yarasinin olusturuldugu giinden 3 giin
sonra K, DI ve Di-3 gruplari ve 7 giin sonra ise diger deneysel gruplarda bulunan ratlar 5
mg/kg ksilazin (Atafen Alfazyne %2, Alfason) ve 50 mg/kg ketamin (Alfamine %10) ile

anesteziye alinarak deneysel ¢alisma sonlandirildi.

Anestezi altindaki ratlarin kardiyak ponksiyon ile kanlari alindi. Ortalama 4-5 ml
miktarinda alinan kanlar antioksidan ve oksidan parametre analizleri i¢in kullanildi. Ayrica
alman kanlardan glukometre ile kan glukoz diizeyi 6l¢iildii. Kan 6rnekleri alindiktan sonra

anestezi altindaki ratlar servikal dislokasyon ile 6tenazi edildi.

Histopatolojik inceleme amaciyla; ¢alismanin 3. ve 7. giinlerinde sakrifiye edilen ve
deneysel olarak insizyonel yara olusturulmus ratlar (Di-3, DiT-3, Di-7 ve DIT-7 gruplan) ile
saglikli grup (K) ve yara olusturulmamis diyabet (D) grubundaki ratlarin dorsal bdlgesinin
tiim epitel ve dermal bélmelerinden tam katli (yara marjlari, graniilasyon dokusu, kas ve deri
alt1 yag dokusu) doku ornekleri alindi (Resim 7 ve 8) (Machado ve digerleri, 2016). Deri
ornekleri %10’luk formalin soliisyonunda 24 saat tespit edildi ve rutin doku takip islemi
uygulandi. Bu amagla trimlenen dokular doku takip cihazinda degisen derecelerde alkol
serileri ile ksilolden gegirilerek parafinde bloklandi. Parafin bloklardan sirasiyla
Hematoksilen-Eozin, Toluidin Mavisi, Kongo Kirmizis1 ve immunohistokimyasal boyamalar
icin her bir bloktan mikrotom aracilig1 ile 5-6 um kalinlifinda seri ikiser kesit almarak rutin
doku takip siirecine baslandi. Bu amagcla; tiim parafin kesitler ksilen ve konsantrasyonu

giderek azalan alkol serilerinden gegirilerek distile suya alindi.
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Resim 7. Dorsal bolgeden tam katli deri Resim 8. Ratlarin dorsal bdlgesinden alian

dokusu 6rneginin ektomisi. tam katl1 deri dokusu 6rnegi.

Hematoksilen-Eozin igin; kesitler 6nce 5 dakika boyunca Harris Hematoksilende,
ardindan yine 5 dakika boyunca %70’lik alkolde sulandirilmis %1°lik Eozinde boyandi.
Toluidin Mavisi icin; kesitler 10 dakika siire ile %0.1°lik toluidin mavisi soliisyonuna
daldirilarak boyandi. Kongo Kirmizist i¢in; kesitler 5 dk Gill’s hematoksilen soliisyonuna
daldirildi.  Kesitler distile su ile yikandiktan sonra 15 dakika boyunca %70’lik alkolde
sulandirilmis %5°lik Kongo kirmizisi soliisyonu ile boyandi. Daha sonra %75’lik alkol

soliisyonuna daldirilarak farklilastirildi (Song ve digerleri, 2018).

Hazirlanan tiim preperatlar 151k mikroskobunda incelendi. 40x’lik mikroskop

biiyiitmesinde her bir 10 ayr1 sahada gerekli goriilenlerden mikrofotograflar alindi.

Yapilan incelemede yangisal hiicre infiltrasyonu (makrofaj, nétrofil ve eozinofil
yogunlugu), mast hiicresi ve fibroblast hiicre yogunluklar1 ile anjiyogenezis
(neovaskiilarizasyon) degerlendirildi. Arastirmanin mikroskopik inceleme asamasi veteriner

histolog ve patolog tarafindan ger¢eklestirilmistir.

3.2.4.2.1. immunohistokimya

Insizyon bélgesinden alman dokularin immunohistokimyasal analizleri kapsaminda,
anjiyogenezisi direkt etkileyen anjiyogenik faktorlerden olan vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF) ve fibroblast biiyiime faktorii (FGF)’nilin dokudaki boyanma yogunluklar
degerlendirildi. Bunlarin yanisira dokuda makrofajlarin immuno reaktivitesini belirlemek igin
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Iba-1 antikoru kullamldi. VEGF, FGF ve Iba-1 immunoreaktivitesi semikantitatif olarak
degerlendirildi. Degerlendirme iki farkli patologun farkli zamanlarda yaptigi sayimlar ile
gergeklestirildi. Bunun igin, incelenen alanlardaki pozitif hiicre sayisi baz alindi ve analiz i¢in
yiikksek yogunlukta reaksiyon belirlenen alanlar secildi. Isik mikroskobunda her 6rnek igin,
toplam 40x’lik mikroskop biiyiitmesinde 5 ayr1 saha incelendi. Her sahadaki immunopozitif

hiicre verileri toplanarak ortalamasi alindi ve o dokunun verisi olarak degerlendirildi.

Strept avidin-biyotin kompleks (strept avidinbiotin complex, sSABC) boyama
metoduna gore VEGF ve FGF i¢in immunohistokimya analizi asagida yer alan protokole gore

gerceklestrildi.

1) Parafin bloklardan 6-7 pum kalinliginda alman deri kesitleri, organasilane ile

kaplanmis lamlara alind1 ve 37°C’de bir gece kurutuldu.

2) Deparafinizasyon ve rehidrasyon islemleri yapildi (kesitler sirasiyla ksilol-I ve ksilol-
II’de beser dakika, absolute alkol-1, absolute alkol-11, %96 alkol ve %80 alkollerde tiger
dakika tutuldu. Daha sonra kesitler 5 dk akan ¢esme suyunda yikand).

3) Kesitler, onceden hazirlanmis 37°C’lik distile su iginde, 37°C’lik etiivde bes dakika
bekletildi. Daha sonra 70°C ye kadar 1sitilmis 10 mM tri-sodyum sitrat (pH 6.0) icine alinarak
70°C’lik etiiv i¢inde 30 dk tutuldu.

4) Preparatlar hizlica distile sudan gegirilerek Thermo Scientific Sekonder Antikor Kiti
(Thermo TP-015-HD) iginden ¢ikan hidrojen peroksit blokiginde 10-15 dk inkiibe edildi.

5) Kesitler pipet yardimiyla PBS ile yikandi ve 5 dk PBS’te bekletildi.

6) Daha sonra Thermo Scientific Sekonder Antikor Kiti i¢inden ¢ikan Ultra V Block ile
oda sicakliginda nemli ortamda 5 dk inkiibe edildi ve iizerindeki Ultra V Blok dokiildii.

7) Kesitlerin iizerine yaklagitk 50 pl sulandirilmis PBS (1/500) VEGF (ABCAM
ab231260) / FGF-2 primer antikor (Santa Cruz SC74412) uygulanarak bir gece boyunca
+4°C’de inkiibe edildi.

8) Preparatlar daha sonra dik sale icerisine alinarak oda sicakliginda TBS ile yikand1 ve

5 dk bu solusyonda bekletildi.

9) Thermo Scientific Sekonder Antikor Kiti i¢inden ¢ikan Biotinylated Goat Anti-
Polyvalent (sekonder antikor) uygulandi ve 10 dk inkiibe edildi.

10) TBS igerisinde ¢alkaland1 ve burada 5 dk tutuldu.
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11) Thermo Scientific Sekonder Antikor Kiti iginden ¢ikan Streptavidin Peroxidase
uygulandi ve 10 dk inkiibe edildi.

12) Tekrar igerisinde ¢alkalandi ve burada 5 dk tutuldu.

13) Kesitler taze hazirlanmig substrat- kromojen (DAB) soliisyonunda 3 dk bekletildi.
DAB; 1 damla (40 ul) DAB Plus Chromogen+2 ml DAB Plus Substrate karistirilarak

hazirlandi.

14) Distile suda yikandi. Harris hemotoksilin ile 30 saniye zit boyama yapildi.
Faromount ile kapatildi ya da distile sudan ve %96’lik alkolden hizlica gegirilerek ¢ikis alkol

ve xylollerden gecirilerek entellan ile kaplandi.

Arastirmanin  immunohistokimyasal inceleme asamasi veteriner patolog tarafindan

gerceklestirilmistir.

3.2.5. Kan Dokusu Oksidatif Stres Parametre Analizi

3.2.5.1. Indirgenmis GSH Seviyesi Analizi

Indirgenmis GSH seviyesinin hesaplanabilmesi i¢in dnce tam kanda hemoglobin tayini
yapildi. Bu amacla 6nce Drabkin ¢ozeltisi hazilandi. Bu ¢ozelti i¢in 0,052 g KCN, 1 g
NAHCO3 ve 0,198 g KsFe(CN)s balon jojeye tarilarak konuldu ve distile su ile 1 litreye
tamamlandi. Cam tiiplere drabkin c¢ozeltisi (5 ml) tam kan (20 pl) ilave edildi ve
vortekslendikten sonra 10 dk oda sicakliginda beklendi. Spektrofotometrede 540 nm dalga
boyunda drabkin ¢ozeltisi kor olarak kullanilarak okuma yapildi. Sonuglar g Hb/100 ml kan

olarak ifade edildi.

Indirgenmis GSH analizi ise literatiirde belirtilen ydonteme gore yapildi (Beutler,
Duron ve Kelly, 1963). Analizin prensibi disiilfit bir kromojen yapida olan DTNB (5,5'-
ditiyobis, 2-nitrobenzoik asit) ile siilfidril gruplu bilesiklerinin GSH’1 indirgeme prensbine
dayanmaktadir. Meydana gelen rengin yogunlugu ile GSH seviyesi arasinda dogru oranti

bulunmaktadir.

Analiz i¢in 3 adet reaktif hazirlandi. Bunlar presipitasyon soliisyonu olarak kullanilan

reaktif 1 (100 ml distile suda 1,67 g glasial metafosforik asit, 30 g NaCl ve 0,2 g disodyum
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EDTA), fosfat tamponu olarak kullanilan reaktif 2 (42,59 g NaoHPO4/1000 ml distile su) ve
reaktif 3 (40 mg DTNB/100 ml distile su ve {izerine 1g/dl olacak sekilde sodyum sitrat ilave

edildi) olup hazirlandiktan sonra buzdolabinda saklandi.

Mikrosantifiij tiiplerine tam kan (50 ul), distile su (450 ul) ve reaktif 1 (750 ul)
koyulduktan sonra vortekslendi ve 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi. Ayr1 bir cam tiipe {istte
kalan slipernatanttan 500 pl, 2 ml reaktif 2 ve 250 pl reaktif 3 eklendi ve karistirildi. Kiivete
konulan 6rnekler spektrofotometrede distile suya kars1 412 nm dalga boyunda okundu. Elde

edilen analiz sonuglart uM/g Hb biriminden gosterildi.

3.2.5.2. SOD Aktivitesi Analizi

Serum SOD aktivitesi literatiirde belirtilen yonteme gore olgiildii (Y. Sun, Oberley ve
Li, 1988). Bu analize gore O:"radikallerinin iiretimi ksantin-ksantin oksidaz enzimatik
reaksiyonu ile saglanir. Ksantin, ksantin oksidaz enzimi vasitasiyla iirik aside donistiiriiliir.
Uretilen O"radikalleri nitrotetrazoliyum blue (NTB) ile reaksiyona girer ve NTB’nin
indirgenmesi sonucunda formazon agiga ¢ikar. Formazon 560 nm dalga boyunda maksimum
absorbans verir. Numunede bulunan SOD enzimi ortamdaki O." radikallerini H2O2’e
doniistiirerek formazon olusumunu azaltir. Bylece NTB rediiksiyon reaksiyonu yavaslar ve
spektrofotometrede okunan absorbans degeri azalir. Bu ¢alismada da siire¢ bu sekilde ilerledi

ve formazon olusumunu inhibe eden degerin belirlenmesiyle SOD aktivitesi 6l¢tildii.

Analiz amaciyla reaktif karistmi, EDTA (0,249 ¢/1000 ml distile su), NTB (12,3
mg/100 ml distile su), Na.COs (4,2 g/100 ml distile su), sigir albiimini (100 mg/100 ml distile
su) ve ksantin stok ¢ozeltisini igermektedir. Bu stok ¢ozeltisi hazirlanirken 23 mg ksantin
tizerine 5 ml 0,1 N NaOH ve 45 ml distile su ilave edildi ve analiz giinii 10 kat sulandirilarak
kullanildi. Bunlarla birlikte ksantin oksidaz ¢6zeltisi (2 ml 2 M amonyum siilfat igerisinde 20
U olacak sekilde hazirlandi) ve CuCl, (10,7 mg/100 ml distile su) ¢ozeltisi hazirlandi.

Mikrosantrifiyj tiiplerine 0,5 ml serum konulduktan sonra, iizerine etil alkol (250 ul) ve
Kloroform (150 ul) ilave edildi ve karistirildi. Tiipler 12000 rpm’de 4°C’de 10 dk santrifiij
edildi. 5 mI’lik cam tiiplere reaktif karisimi (1225 ul) ve tiiplerde bulunan numuneden 250 pul
eklendi. Blank (kor) i¢in ayn1 miktarda reaktif karisimi ve ayn1 miktarda distile su kullanildu.
Tiipler vortekslendikten sonra iizerlerine ksantin oksidaz (25 pl) eklendi ve 20 dk siireyle

25°C’de su banyosunda bekletildi. CuCl; ilavesinden sonra (0,5 ml) numunelere kore karsi

51



560 nm dalga boyunda spektrofotometrede okundu ve sonuglar U/mg protein olarak

gosterildi.

3.2.5.3. MDA Seviyesi Analizi

MDA serbest radikallerin hiicre zarinda lipit peroksidasyonuna yol agmasi sonucunda
meydana gelen bir son iirlindiir ve oldukg¢a reaktiftir. MDA analizi ise, ortamdaki MDA
seviyesini 6lgmek amaciyla yapilan ve tiyobarbitiirik asit (TBA) ile verdigi reaksiyon
sonucunda ortamda olusturdugu rengin 535 nm’de dalga boyunda spektrofotometrede
oOlglilmesi prensbine gore yapildi (Yoshioka, Kawada, Shimada ve Mori, 1979).

Analiz amaciyla cam tiiplere 1250 pl TCA (%20°’lik), 500ul TBA (%0,67°1lik) ve 250 pl
serum Ornekleri aktarildi. Tiiplerin agz1 kapatilarak 30 dk siireyle 95°C’de kaynatildi ve
ardindan sogumaya biraklidi. Kapaklar agilarak n-butanol (2 ml) eklendi ve vortekslendi.
Tiipler daha sonra 10 dk siireyle 3000 rpm’de santrifiij edildi ve iistteki tabaka kiivetlere
eklenerek havaya karsi 535 nm dalga boyunda okundu. Sonuglar absorbans katsayisi

(E=1,56x10°/M/cm) ile ¢arpildi ve nmol/mg protein olarak gosterildi.

Kan orneklerinde SOD ativitesi ve MDA seviyesinin hesaplanmasinda kullanilan
serum total protein analizi ise, Biliret metoduna gore ticari test kiti (Archem Diagnostik,
A2301) araciligi ile spektrofotmetrede 546 nm dalga boyunda Ol¢limii yapilarak
gergeklestirildi ve sonuclar g/dl olarak alindi.

Arastrimanin  oksidatif stres belirteglerinin - degerlendirilme asamasi veteriner

farmakolog tarafindan gerceklestirilmistir.

3.2.6. Istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel analizi amaciyla verilerin degerlendirilmesi SPSS (Statistical Packag for
Social Sciences-22) programi kullanild1 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Shapiro Wilk testi ile
verilerin normal dagilima uygunlugu degerlendirildi. Normal dagilim gostermeyen gruplar
aras1 farklilik Kruskall Wallis varyans analizi ile degerlendirildi. Normal dagilim gosteren

gruplar arasi farklilik tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile, farklarin énem kontrolii ise
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post hoc Duncan testi ile yapildi. Farkin hangi grup veya gruplardan kaynaklandigini
belirlemek i¢in Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi yapildi. Gruplarin galisma
baslangi¢ ve sonundaki canli agirliklar1 ile kan glukoz seviyelerinin istatistiksel
degerlendirilmesinde Wilcoxon testinden yararlanildi (Conover, 1999). Yapilan istatistiksel
analizlerden elde edilen sonuglardan p<0,05 olan degerler 6nemli kabul edildi. Tiim veriler

ortalama ve =+ standart hata olarak verildi.
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4. BULGULAR

4.1. Canh Agirhk

Deneysel gruplar canli agirliklar yoniinden istatistiksel olarak karsilagtirildiginda,

calisma baslangicinda anlamli bir fark saptanmazken, ¢alisma sonlandirildiginda gruplar

arasinda anlamli fark olustugu belirlendi (Tablo 6). Bu farkin K ile DIT-3 grubunda
(p=0,018), K ile DIT-7 grubunda (p=0,002), D ile DIT-3 (p=0,05) ve D ile DIiT-7 grubunda
(p=0,006) oldugu goriildii (Tablo 7).

Tablo 6. Deneysel gruptaki ratlarin ¢alisma baglangici ile ¢alisma sonlandirildiktan sonraki

ortalama canli agirliklari.

Gruplar Baslangic canh agirhik (g) Calisma sonu canh agirhik (g) p**
K 266,0011,66 296,75+14,70 2 0,012
D 276,00+14,51 284,62+10,67 2 AD
Di-3 269,00:£9,37 270,75+13,423b¢ AD
DIT-3 268,50+10,84 252,25+9,68 ¢ 0,017
Di-7 266,37+9,66 265,00+12,39 @b AD
DIT-7 266,75+10,06 242,87+48,57°¢ 0,012

p* 0,586 0,028

* Kruskall Wallis. **; Wilcoxon.K; Kontrol, D; Diyabet, Di-3; Diyabet+Insizyon-3, DIT-3;
Diyabet+Insizyon+TENS-3, Di-7; Diyabet+Insizyon-7, DIT-7; Diyabet+Insizyon+TENS-7.2  ¢;Farkli

harfler aym siitunda istatistiksel anlamli farklilig1 gostermektedir.
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Tablo 7. Calisma sonlandirildiktan sonra ratlarin canli agirliklarina gore gruplar arasi farkin

testi.
Gruplar p Gruplar p Gruplar p
KveD 0,667 D ve Di-3 0,344 DIi-3 ve DI-7 0,717
K ve Di-3 0,172 D ve DIT-3 0,050* Di-3 ve DIT-7 0,061
K ve DIT-3 0,018* D ve DI-7 0,194 DIT-3 ve DI-7 0,488
K ve DI-7 0,087 D ve DIT-7 0,006 DIT-3 ve DIT-7 0,396
KveDIiT-7 | 0,002* | Di-3veDIT-3 | 0,293 Di-7 ve DIT-7 0,127

Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitmey U testi. Gruplar arasi istatistiksel farkin 6nemliligi; * p<0,05.
K; Kontrol, D; Diyabet, Di-3; Diyabet+insizyon-3, DIT-3; Diyabet+insizyon+TENS-3, DI-7;
Diyabet+Insizyon-7, DIT-7; Diyabet+insizyon+TENS-7.

4.2. Kan Glukoz

Caligma baslangicinda deneysel gruplara ait kan glukoz degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmamasma ragmen, c¢alisma sonunda kontrol grubuyla
kiyaslandiginda diyabet olusturulan gruplarda kan glukoz degerlerinin anlamli olarak
(p=0,001) yiiksek oldugu belirlendi (Tablo 8).
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Tablo 8. Deneysel gruptaki ratlarin ¢aligma baslangic ile ¢alisma sonlandirildiktan sonraki

ortalama kan glukoz degerleri.

Baslangi¢c kan Streptozotosin uygulamasi Calisma sonu kan
Gruplar glukoz (mg/dl) | sonrasi 72. saat kan glukoz al13ma somu Ka px*
glukoz (mg/dl)
(mg/dI)
K 128,87+6,89 151,37+7,17 144,62+10,34° AD
D 140,87+6,22 486,87+26,41 464,62+22,2232 0,012
Di-3 144,62+7,94 468,75+31,86 482,37+43,372 0,012
DIT-3 148,25+4,89 462,62+29,10 452,00+£22,212 0,012
Di-7 132,37+4,21 407,25+£29,47 514,50+19,902 0,012
DIT-7 147,37+6,71 520,75+20,13 532,37+29,01#2 0,012
p* 0,160 0,001 0,001

*. Kruskall Wallis veya ANOVA. **; Wilcoxon (galigma baslangi¢ ve bitis kan glukoz degerleri
karsilastirilmastir). K; Kontrol, D; Diyabet, Di-3; Diyabet+Insizyon-3, DIT-3;
Diyabet+Insizyon+TENS-3, DI-7; Diyabet+Insizyon-7, DIT-7; Diyabet+insizyon+TENS-7.22;Farkl1

harfler ayn1 siitunda istatistiksel anlaml1 farkliligi gostermektedir.

Calisma sonlandirildiktan sonra gruplar arasi farkin istatistiksel olarak karsilastirilmasi
sonucunda elde edilen sonuglar Tablo 9’daki gibi oldugu gériildii. Ozellikle kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, DIT-3 grubu hari¢ (p=0,002), tiim diyabetik gruplarla olan fark p=0,000
olarak belirlendi.

Tablo 9. Calisma sonunda kan glukoz degerlerine gore gruplar arasi farkin testi.

Gruplar p Gruplar p Gruplar p
K ve D 0,000* D ve Di-3 0,263 Di-3 ve DI-7 0,683
K ve DI-3 0,000%* D ve DIT-3 0,603 DI-3 ve DIT-7 0,193
K ve DIT-3 0,002* D ve Di-7 0,130 DIT-3 ve DI-7 0,045*
K ve DI-7 0,000* D ve DIT-7 0,018* DIT-3 ve DIT-7 0,005*
K ve DIT-7 0,000* DI-3 ve DIT-3 0,105 DI-7 ve DIT-7 0,368

Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitmey U testi. Gruplar arasi istatistiksel farkin 6nemliligi; * p<0,05.
K; Kontrol, D; Diyabet, Di-3; Diyabet+insizyon-3, DIT-3; Diyabet+insizyon+TENS-3, DI-7;
Diyabet+Insizyon-7, DIT-7; Diyabet+Iinsizyon+TENS-7.
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4.3. Makroskobik Bulgular

TENS uygulamasinin zamana bagli olarak deneysel gruplarin insizyon hattinda
meydana getirdigi degisim Resim 9’da gosterildigi gibidir. Burada ézellikle DiT-3 grubunun
1-3. giinleri ile Di-3 grubunun 3. giin ve DIiT-7 grubunun 1-7. giinleri ile Di-7 grubunun 7.
giinlerine ait makroskobik goriintiiler karsilagtirilarak verilmis olup, 7 giinlik TENS
uygulamasi 3. giinliik uygulamaya gore makroskobik iyilesme siirecini daha olumlu etkiledigi

goriildii.

DIT-3 (1. giin) DIT-3 (2. giin) DIT-3 (3. giin) Di-3 (3. giin)

DIT-7 (1. giin) DIT-7 (2. giin) DIT-7 (3. giin) DIT-7 (4. giin)
DIT-7 (5. giin) DIT-7 (6. giin) DIT-7 (7. giin) DI-7 (7. giin)

Resim 9. Deneysel gruplardaTENS uygulamasinin yara iyilesmesinde zamana bagli degisimi.
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4.4. Mikroskobik Bulgular

Mikroskobik bulgular kapsaminda K ve D gruplan karsilastirildiginda, insizyon
hattinda D grubunda mast hiicre sayisinda anlamli bir artis goriildii (p=0,005). Her iki grubun
adventisyasi degerlendirildiginde ise, D grubunda makrofaj (p=0,001) ve fibroblast (p=0,028)

sayilarinda anlamli bir azalmanin oldugu belirlendi.

DIi-3 grubundaki ratlarin derilerinin histopatolojik incelemesinde tiim olgularda
insizyon hattinda dermis ve kas tabakasimin biitiinligiiniin bozuldugu ve epidermisin
kalinlastig1 goriildii. Insizyon sahasinda fibrinden zengin 6dem, nétrofil 16kosit ve makrofaj
(IHC Iba-1 pozitif) infiltrasyonlarindan olusan eksudasyon goriildii (Resim 10 ve 11). Di-3
grubundaki ratlarin ikisinde (1 ve 7 nolu rat) insizyon hattinda epitelizasyonun
gerceklesmedigi belirlendi. Bu alanlarin ylizeyinin ¢ok sayida nétrofil 16kosit, yogun fibrin ve
doku artiklarindan olusan psddomembran ile ortiildiigii tespit edildi. Insizyon olusturulan
bdlgenin sinirinda fibroblastlarda sayica artis ve yeni damar olusumlar1 goze garpti. Dermiste
insizyon hattt komsulugundaki dokuda yer alan damar ve ter bezlerinin ¢evresinde eozinofil
16kosit ve mast hiicrelerine rastlandi. Genel olarak; adventisyada gevsek, 6demli stroma igine
gomiilii halde konumlanmis fibroblastlarda artis ile ¢ogunlukla makrofajlardan olusan (IHC
Iba-1 pozitif), bunun yanisira nétrofil ve eozinofil 16kositler ile mast hiicrelerini de igeren
hiicre infiltrasyonu ve anjiyogenezis gériildii. DI-3 grubundaki bazi ratlarda (5 ve 7 nolu rat)

bu lezyonlarin siddetinin arttig1 ve graniilasyon dokusunun sekillendigi dikkati ¢ekti.

DIT-3 grubundaki ratlarin derilerinin histopatolojik incelemesinde elde edilen verilere
gore; insizyon hatt1 ele alindiginda bu grupta Di-3 grubuna kiyasla damar sayisinda belirgin
azalma saptand1 (p=0,018) (Tablo 10). Notrofil l6kosit ve makrofaj infiltrasyonunun
siddetinin azaldig1 ancak bu durumun istatistiki agidan énemli olmadig1 belirlendi (p>0,05).
Mast hiicresi, eozinofil 16kosit ve fibroblast sayisi daha fazla bulunmusken bu farklilik
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). Adventisya degerlendirildiginde, Di-3
grubuna kiyasla; TENS uygulamasmnin (DIT-3 grubu) makrofaj sayisimi belirgin olarak
azalttigt ve benzer sekilde yeni olusan damar ve fibroblast sayisi ile nétrofil 16kosit
infiltrasyon siddeti {izerine de azaltici etkisi oldugu goriildii (Tablo 11). Ancak istatistiksel
olarak degerlendirildiginde yalmizca makrofaj verileri DI-3 grubuyla karsilastirildiginda DIT-
3 grubunda anlaml olarak diisiik bulundu (p=0,022).
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LkA/ 55 Wt nsy P, ,‘*"‘:’ o 2 =
A. Di-3 grubu insizyon hattinda fibrinden zengin B. DIiT-3 grubunda DI-3 grubuna kiyasla insizyon
odem, ndtrofil lokosit  ve makrofaj hattinda yangisal hiicre infiltrasyon siddetindeki
infiltrasyonlarindan olusan eksudasyon (ucu sonlu  azalma (3 nolu rat).

bar), (5 nolu rat).

Resim 10. TENS uygulamasinin insizyon hattindaki histopatolojik degisiklikler iizerine
etkisi (3. giin gruplar1), H.E.

A. DI-3  grubu insizyon hattinda Iba-1 B. DIT-3 grubunda insizyon hattinda TENS
immunpozitif hiicreler (3 nolu rat). uygulamasi ile sayica azalan Iba-1 immunpozitif
hiicreler (3 nolu rat).

Resim 11. TENS uygulamasinin insizyon hattindaki makrofaj infiltrasyonuna etkisi (3.
glin gruplari), Immmunohistokimyasal boyama, ABC metot.

Histopatolojik olarak DI-7 grubundaki ratlarin derileri degerlendirildiginde, 2 ve 6
numarali ratlarin insizyon hattindaki reaksiyonlarin gerceklestigi dokunun genisligi Di-3
grubundaki ratlara kiyasla daha fazlaydi (Resim 12 ve 13). Bu hattin siki olmayan, diizensiz
dagilim/dizilim gosteren fibroblast proliferasyonu, anjiyogenezis ve yangisal hiicrelerden
olusan graniilasyon dokusuyla dolduruldugu goriildii. Geri kalan 6 rata ait deri drneginde ise,

insizyon bélgesinin genisliginin DI-3 grubundaki ratlarla karsilastirildiginda daha dar bir hat
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gortintiisti verdigi belirlendi. Bu bdlgenin birbirine paralel dizilmis ve iyi organize olan bag
doku hiicreleri ve kollajen demetleriyle dolduruldugu goriildii. Ayrica bag doku hiicrelerinin

aralarinda yeni damar olusumlarina ve yangisal hiicrelere rastlanildi.

DI-7 grubundaki ratlarin derilerinin histopatolojik incelmesinde elde edilen verilere
gbre; insizyon hatti ele alindiginda bu grupta DI-3 grubuna kiyasla istatistiksel olarak
fibroblast sayisinda belirgin artis saptandi (p=0,000) (Tablo 11). Nétrofil 16kosit ve makrofaj
infiltrasyonunun siddetinin azaldigr ancak bu durumun istatistiki ac¢idan sadece noétrofil
16kosit bakimidan anlamli oldugu belirlendi (p=0,005). Anjiyogenezis ve eozinofil 16kosit
bakimindan iki grup arasinda farklilik bulunamamasina ragmen, DI-7 grubunda mast hiicresi
(p=0,000) ve fibroblast (p=0,000) artisinin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulundu.
Adventisya ele alindifinda ise, Di-3 ve DI-7 gruplan karsilastirildiginda, Di-7 grubunda
notrofil makrofaj (p=0,012) ve 16kosit (p=0,013) sayilarinda istatistiksel olarak belirgin
azalma saptandi. Fibroblast sayisinda artig goriillmesine ragmen, bu artigin anlamli olmadigi
belirlendi (p>0,05). Her iki grup eozinofil 16kosit bakimindan karsilastirildiginda farklilik
bulunamadi, fakat istatistiksel olarak mast hiicresinde artma (p=0,035) ve anjiyogeneziste

azalma (p=0,045) oldugu goriildii.

Histopatolojik ~ verilere gére DIi-7 ve DIT-7 gruplar istatistiksel ydnden
degerlendirildiginde, TENS uygulanan grupta insizyon hattinda ndtrofil 16kosit ve makrofaj
sayilarinin azaldig1 goriiliirken, istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (p>0,05). Mast
hiicreleri (p=0,001) ile anjiyogenezis (p=0,000) ve fibroblast (p=0,000) sayilarinda ise
istatistiksel olarak belirgin bir sekilde azalma saptandi. Adventisya yoniinden ise TENS
uygulamasinin makrofaj sayisini istatistiksel yonden belirgin olarak azalttigi belirlendi
(p=0,001). Benzer sekilde yeni olusan damarlagsma ve fibroblast sayisi ile notrofil 16kosit
infiltrasyon siddeti iizerine de azaltici etkisinin oldugu, fakat istatistiksel olarak anlaml
olmadig bulundu (p>0,05). Buna karsilik DIT-7 grubunda mast hiicrelerinde (p=0,016) ve
eozinofil 16kositlerde (p=0,033) anlamli bir artigin oldugu saptandi.
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A.Di-7 grubu insizyon hattinda yangisal B. DIT-7 grubunda insizyon hattinda yangisal
hiicreler, neovaskiilarizasyon, fibroblast infiltrasyon,  anjiyogenezis ve  fibroblast
proliferasyonu ve kollajen (3 nolu rat). aktivasyonunda belirgin azalma (4 nolu rat).

Resim 12. TENS uygulamasinin insizyon hattindaki histopatolojik degisiklikler iizerine
etkisi (7. giin gruplar1), H.E.

ADI-7  grubu insizyon hattinda Iba-1 B. DiT-7 grubunda insizyon hattinda TENS
immunpozitif hiicreler (6 nolu rat). uygulamast ile sayica azalan Iba-1 immunpozitif
hiicreler (6 nolu rat).

Resim 13. TENS uygulamasinin insizyon hattindaki makrofaj infiltrasyonuna etkisi (7.
giin gruplar1), Immmunohistokimyasal boyama, ABC metot.
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Tablo 10.Deri dokusu insizyon hattina ait histopatolojik bulgular.

Parametreler

Gruplar

Mast Makrofaj Anjiyogenezis Notrofil Fibroblast Eozinofil
K 3,50+0,42 ¢ 15,87+1,73 ¢ 3,50+0,32°¢ 0,00+0,00 © 23,00+0,56°" 0,20+0,05
D 6,87+0,44 © 6,25+1,23°¢ 3,0040,26 ¢ 0,00+0,00 ¢ 25,00+0,73 P 0,17+0,04
Di-3 8,20+0,89 P° 74,81+8,852 7,82+0,22 2 1,6240,26 2 12,87+1,94°¢ 0,11+0,04
DiT-3 8,96+0,40° 58,91+5,912P 6,67+0,43° 1,37+0,182 13,00+0,62 ¢ 0,23+0,06
Di-7 14,85+0,83 2 55,11+1,822b 6,88+0,43 &P 0,75+0,25° 42.75+4,012 0,15+0,06
DiT-7 10,02+1,24° 42 55+9,64° 3,36+0,55°¢ 0,37+0,18 ¢ 20,87+1,95° 0,15+0,04

p* 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,672

* Kruskall Wallis veya ANOVA. K; Kontrol, D; Diyabet, Di-3; Diyabet+insizyon-3, DIT-3; Diyabet+insizyon+TENS-3, DIi-7;

Diyabet-+insizyon-7, DIT-7; Diyabet+insizyon+TENS-7. & ¢ 9:Farkl1 harfler ayni siitunda istatistiksel anlaml farklilig1 gostermektedir.
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Tablo 11. Deri dokusu insizyon hattina ait histopatolojik bulgulara gére gruplar arasi farkin testi.

Karsilastirilan Parametreler

Gruplar Mast Makrofaj Anjiyogenezis Notrofil Fibroblast Eozinofil

KveD 0,005* 0,054 0,384 1,000 0,075 0,801

K ve Di-3 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,273

K ve DiT-3 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,709

K ve Di-7 0,000* 0,000* 0,000* 0,001* 0,000* 0,441

K ve DIT-7 0,000* 0,000* 0,737 0,075 0,510 0,591

D ve Di-3 0,079 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,397

D ve DIT-3 0,002* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,533

D ve Di-7 0,000* 0,000* 0,000* 0,001* 0,001* 0,603

D ve DiT-7 0,002* 0,000* 0,591 0,075 0,017* 0,774

DIi-3 ve DIT-3 0,135 0,167 0,018* 0,639 0,840 0,145

Di-3 ve Di-7 0,000* 0,066 0,105 0,005* 0,000* 0,741

Di-3 ve DIT-7 0,127 0,008* 0,000* 0,000 0,000 0,573

DIT-3 ve Di-7 0,001* 0,631 0,431 0,015* 0,000* 0,255

DIT-3 ve DIT-7 0,974 0,182 0,000* 0,000% 0,000% 0,364

Di-7 ve DIT-7 0,001* 0,388 0,000* 0,124 0,000* 0,815

Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitmey U testi. Gruplar arasi istatistiksel farkin onemliligi; * p<0,05. K; Kontrol, D; Diyabet, DI-3;

Diyabet+Insizyon-3, DIT-3; Diyabet+insizyon+TENS-3, Di-7; Diyabet+Insizyon-7, DIT-7; Diyabet+Insizyon+TENS-7.
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Tablo 12.Deri dokusu adventisyasina ait histopatolojik bulgular.

Parametreler
Gruplar
Mast Makrofaj Anjiyogenezis Notrofil Fibroblast Eozinofil
K 4,62+0,37 ¢ 17,00+0,70 ¢ 4,00+0,32 9 0,00+0,00 ¢ 22,00+0,59 2P 0,30+0,04 9¢
D 5,12+0,44°¢ 6,75+1,14° 3,75+0,45 ¢ 0,00+0,00 ¢ 18,00+0,70 0,22+0,04 ¢
Di-3 5,00£0,36°¢ 99,18+12,10 2 15,37+1,402 1,50+0,182 27,62+5,10°¢ 0,62+0,15P¢
DIT-3 4,98+0,14P¢ 62,57+17,11° 11,95+1,952P 1,25+0,162P 17,37+1,60°¢ 0,66+0,15 ¢
Di-7 7,13+0,88° 46,65+1,87 ¢ 10,73+2,21° 1,00£0,00°¢ | 32,00+2,952° 0,60+0,08 °
DIT-7 10,70+1,182 25,70+7,23 ¢ 7,01+0,61 ¢ 0,87+0,12°¢ 27,37+5,04 ¢ 1,25+0,212
p* 0,001 0,001 0,001 0,001 0,014 0,001

* Kruskall Wallis veya ANOVA. K; Kontrol, D; Diyabet, Di-3; Diyabet+Insizyon-3, DIT-3; Diyabet+Insizyon+TENS-3, Di-7;
Diyabet+Insizyon-7, DIT-7; Diyabet+insizyon+TENS-7.2 > ¢ . Farkl1 harfler ayn1 siitunda istatistiksel anlamli farklilig1 gdstermektedir.



Tablo 13. Deri dokusu adventisyasina ait histopatolojik bulgulara gore gruplar arasi farkin testi.

Karsilastirilan Parametreler
Gruplar Mast Makrofaj Anjiyogenezis Nétrofil Fibroblast Eozinofil
KveD 0,279 0,001* 0,811 1,000 0,028* 0,426
K ve Di-3 0,595 0,000* 0,000* 0,000* 0,695 0,078
K ve DIiT-3 0,368 0,000* 0,000* 0,000* 0,030* 0,076
K ve Di-7 0,010* 0,000* 0,000* 0,000* 0,227 0,047*
K ve DIT-7 0,000* 0,694 0,001* 0,000* 0,540 0,000*
D ve Di-3 0,579 0,000* 0,000* 0,000* 0,067 0,012*
D ve DIT-3 0,853 0,000* 0,000* 0,000* 0,976 0,012*
D ve Di-7 0,113 0,000* 0,000* 0,000* 0,001* 0,007*
D ve DIT-7 0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,104 0,000*
DIi-3 ve DIT-3 0,711 0,022* 0,089 0,203 0,071 0,991
Di-3 ve Di-7 0,035* 0,012* 0,045* 0,013* 0,113 0,816
Di-3 ve DIT-7 0,000* 0,000* 0,001* 0,001* 0,825 0,019
DIT-3 ve Di-7 0,078 0,798 0,743 0,203 0,001* 0,824
DiT-3 ve DIT-7 0,000* 0,000* 0,084 0,036* 0,111 0,020*
Di-7 ve DIT-7 0,016* 0,001* 0,157 0,386 0,072 0,033*

Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitmey U testi. Gruplar arasi istatistiksel farkin 6nemliligi; * p<0,05. K; Kontrol, D; Diyabet, Di-3;

Diyabet+Insizyon-3, DIT-3; Diyabet+Insizyon+TENS-3, DI-7; Diyabet+Insizyon-7, DIT-7; Diyabet-+Insizyon+TENS-7.
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4.4.1. immunohistokimya Bulgular1

Immunpozitif reaksiyonlar her iki immun belirte¢ (VEGF ve FGF) i¢in de endotel,
fibroblast ve makrofaj hiicre sitoplazmalarinda gériildii (Resim 14-17). Immunohistokimyasal
boyamalar sonucunda incelenen preperatlardan elde edilen veriler Tablo 14’te gosterilmis

olup, insizyon hatt1 ve adventisyada gruplar arasinda anlamli fark saptandi (p=0,001).

A. DI-3 grubu insizyon hattindaki ¢ok sayida B. DIT-3 grubunda insizyon hattinda TENS
damarin  endotel hiicrelerinde (oklar) ve uygulamasi ile FGF immunpozitif hiicrelerde
adventisyadaki bag doku hiicrelerinde (ok baslar1) sayica azalma, oklar (2 nolu rat).

siddetli FGF immunpozitiflik, (3 nolu rat).

Resim 14. TENS uygulamasinin insizyon hattindaki FGF immun reaktivitesi (3. giin
gruplari) iizerine etkisi, Immmunohistokimyasal boyama, ABC metot.

immunpozitif hiicreler (makrofaj, fibroblast ve uygulamasi ile VEGF immunpozitif hiicrelerde
endotel hiicreleri) oklar (7 nolu rat). sayica azalma, oklar (7 nolu rat).

Resim 15. TENS uygulamasinin insizyon hattindaki VGEF immunreaktivitesi (3. giin
gruplart) iizerine etkisi, Immmunohistokimyasal boyama, ABC metot.
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A. DI-7 grubu insizyon hattindaki endotel B. DIiT-7 grubunda insizyon hattinda TENS
hiicrelerinde (oklar) FGF immunpozitiflik, oklar uygulamasit ile FGF immunpozitif hiicrelerde
(6 nolu rat). sayica azalma, oklar (3 nolu rat).

Resim 16. TENS uygulamasinin insizyon hattindaki FGF immunreaktivitesi (7. giin
gruplart) iizerine etkisi, Immmunohistokimyasal boyama, ABC metot.

.

A. DI-7 grubu insizyon hatinda VEGF B. DIT-7 grubunda insizyon hattinda TENS
immunpozitif hiicreler, oklar (4 nolu rat). uygulamas1 ile VEGF + hiicrelerde sayica

azalma, oklar (8 nolu rat).

Resim 17. TENS uygulamasinin insizyon hattindaki VEGF immunreaktivitesi (7. giin
gruplar) {izerine etkisi, Immmunohistokimyasal boyama, ABC metot.
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Tablo 14. Immun belirteglerin (VEGF ve FGF) insizyon hatt1 ve adventisyadaki sonugclari.

Parametreler

Gruplar VEGE

Insizyon Adventisya Insizyon Adventisya
K (yara yok) 2,00:£0,00°¢ 2,000,009 2,00£0,00°¢ 2,000,001
D (vara yok) 2,00+0,00° 2,000,001 3,00+0,00° 2,000,001
Di-3 5,250,362 8,25+0,492 5,000,372 7,87+0,542
DIT-3 3,75+0,45° 7,75+0,522P 3,37+0,32° 6,870,470
Di-7 4,25+0,59 2P 6,87+0,47° 4,00+0,53 b 6,37+0,37°
DIiT-7 2,00£0,00°¢ 4,50+0,62 2,00£0,00°¢ 4,25+0,59°¢

p* 0,001 0,001 0,001 0,001

*. Kruskall Wallis veya ANOVA. K; Kontrol, D; Diyabet, Di-3; Diyabet+insizyon-3, DIT-3;
Diyabet+Insizyon+TENS-3, DIi-7; Diyabet+insizyon-7, DIT-7; Diyabet+insizyon+TENS-7. VEGF
=Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii; FGF= Fibroblast Biiyiime Faktorii. & > ¢ 9; farkli harfler ayni

stitunda istatistiksel anlaml farklilig1 gostermektedir.

Bu sonuglara gore, DI-3 grubu ile karsilastirildiginda, TENS uygulamasinin hem
insizyon hattt hem de adventisyada VEGF ve FGF’yi azaltig1 belirlendi ve insizyon hattindaki
bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulundu (VEGF i¢in p=0,015 ve FGF i¢in p=0,004). Di-
7 grubu ile karsilastirildiginda ise, TENS uygulamasinin hem insizyon hatt1 (VEGF ve FGF
icin p=0,000) hem de adventisyada (VEGF ve FGF i¢in p=0,001) her iki immun belirteci
istatistiksel olarak belirgin bir sekilde azaltig1 goriildii. Kontrol grubu ile DiT-7 grubundaki
bu azalma g6z 6niine alindiginda, insizyon hatt1 agisindan degerlendirildiginde kontrol grubu
ile arasinda istatistiksel fark olmadigi (p>0,05), ancak adventisyada anlamli bir fark oldugu
(VEGF igin p=0,001 ve FGF i¢in p=0,000) saptandi. Her iki biiyiime faktorii agisindan K ve
DIT-3 grubu karsilastirildiginda ise insizyon hatti ve adventisyada p=0,000 diizeyinde
istatistiksel fark belirlendi (Tablo 15).
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Tablo 15. Immun belirteclerin (VEGF ve FGF) insizyon hatt1 ve adventisyaya gore gruplar

arasi farkin testi.

(VEGF) (FGF)

Kalé;ljstlg‘:lan Insizyon Adventisya Insizyon Adventisya
KveD 1,000 1,000 : 0,001* 1,000
K ve Di-3 0,000* 0,000* 0,000* 0,000*
K ve DIT-3 0,000* 0,000* 0,000* 0,000*
K ve DI-7 0,000* 0,000* 0,000* 0,000*
K ve DIT-7 1,000 0,001* 1,000 0,000*
D ve Di-3 0,000* 0,000* 0,000* 0,000*
D ve DiT-3 0,000* 0,000* 0,426 0,000*
D ve DI-7 0,000* 0,000* 0,091 0,000*
D ve DIT-7 1,000 0,001* 0,001* 0,000*
Di-3 ve DIT-3 0,015* 0,395 0,004* 0,189
DI-3 ve DI-7 0,065 0,042* 0,036* 0,026*
DIi-3 ve DIT-7 0,000* 0,000* 0,000* 0,000*
DIT-3 ve Di-7 0,524 0,222 0,359 0,340
DIT-3 ve DIT-7 0,000* 0,000* 0,000* 0,000*
DI-7 ve DIT-7 0,000* 0,001* 0,000* 0,001*

Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitmey U testi. Gruplar arasi istatistiksel farkin 6nemliligi; * p<0,05.
K; Kontrol, D; Diyabet, Di-3; Diyabet+insizyon-3, DIT-3; Diyabet+insizyon+TENS-3, Di-7;
Diyabet+Insizyon-7, DIT-7; Diyabet+insizyon+TENS-7, VEGF =Vaskiiler Endotelyal Biiyiime
Faktorii; FGF= Fibroblast Biiylime Faktorii

4.5. Kan Dokusu Oksidatif Stres Parametre Bulgular:

Bir antioksidan enzim olan serum SOD aktivitesi yoniinden gruplar karsilastirildiginda,
K grubunda enzim aktivitesinin anlamli olarak en yiiksek oldugu (Tablo 16), K grubu ile D ve
DI-3 gruplari karsilastirildiginda sirasiyla p=0,020 ve p=0,002 diizeyinde anlamli fark oldugu
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belirlendi (Tablo 17). Gruplar igerisinde enzim aktivitesi en diisik olan grubun DI-3
grubunun oldugu ve bunun D grubu harig, diger deneysel gruplardan istatistiksel olarak farkli
oldugu bulundu. D grubu SOD aktivitesinin DIT-3 ve DIT-7 grubundan daha diisiik olmasina

ragmen, bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriildii(p>0,05).

Deneysel gruplar enzimatik olamayan bir antioksidan olan tam kan GSH yoniinden
degerlendirildiginde ise, gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir fark goriilemedi (p=0,062).
Ancak K ile Di-3 ve DIT-3 gruplar1 kiyaslandiginda, GSH seviyesinin K grubunda anlaml
olarak yiiksek oldugu, K ile DI-3 (p=0,042) ve K ile DIT-3 (p=0,015) gruplar1 arasinda fark
oldugu belirlendi. Bununla birlikte GSH seviyesinin DIT-3 grubunda anlamli olarak diisiik
oldugu, bu grupla DI-7 (p=0,028) ve DIT-7 (p=0,020) gruplar: karsilastirildiginda istatistiksel
fark oldugu goriildii.

Oksidan bir parametre olan serum MDA diizeyi K grubu ve D grubu ile
karsilagtirildiginda diyabet grubunda anlamli yiiksek oldugu (p=0,012), TENS uygulanan
gruplar olan DIT-3 ve DIT-7 gruplarinda ise TENS uygulanmayan Di-3 ve DI-7 gruplarina
gore diisiik oldugu belirlendi. Di-3 ve DIT-3 ile Di-7 ve DIT-7 gruplar1 arasindaki istatistiksel
farkin sirasiyla p=0,001 ve p=0,006 anlamlilik diizeyinde oldugu saptandi.

Tablo 16. Deneysel gruplara ait ratlarin kan antioksidan ve oksidan parametre degerleri.

Gruplar _ Parametreler _
SOD (U/mg protein) GSH (uM/g Hb) MDA (nmol/mg protein)
K 1,65+0,222 0,22+0,00 6,87+0,32 ¢
D 1,02+0,09b¢ 0,21+0,00 10,470,952
Di-3 0,91+0,13¢ 0,19+0,01 8,79+0,89 2
DIT-3 1,4240,173b 0,19+0,00 5,54+0,42°¢
Di-7 1,35+0,082b 0,22+0,00 9,28+1,042
DIT-7 1,48+0,152b 0,24+0,02 6,28+0,57°¢
p* 0,022 0,062 0,001

* Kruskall Wallis veya ANOVA. K; Kontrol, D; Diyabet, DI-3; Diyabet+Insizyon-3, DIiT-3;
Diyabet+Insizyon+TENS-3, Di-7; Diyabet+insizyon-7, DIT-7; Diyabet+insizyon+TENS-7. SOD;
siiperoksit dismutaz, GSH; glutatyon, MDA; malondialdehid.> ® ¢Farkli harfler aym siitunda

istatistiksel anlamli farklilig1 gostermektedir.
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Tablo 17. Deneysel gruplara ait ratlarin kan antioksidan ve oksidan parametredegelerine gore

gruplar arasi farkin testi.

Parametreler
Karsilastirilan
Gruplar SOD GSH MDA
(U/mg protein) (uM/g Hb) (nmol/mg protein)
p

KveD 0,020* 0,238 0,012*

K ve DI-3 0,002* 0,042* 0,125

K ve DIT-3 0,466 0,015* 0,064
K ve Di-7 0,454 0,797 0,046*

K ve DIT-7 0,650 0,909 0,400

D ve i 0,409 0,373 0,299
D ve DIT-3 0,099 0,187 0,000*

D ve Di-7 0,102 0,353 0,579
D ve DIT-7 0,056 0,285 0,001*
DI-3 ve DIT'3 01015* 0,662 0,001*

DIi-3 ve DI-7 0,016* 0,073 0,625
DIi-3 ve DiT-7 0,008* 0,054 0,020*
DIT-3 ve DI-7 0,084 0,028* 0,000*

DIT-3 ve DIT-7 0,782 0,020* 0,299
DI-7've DIT-7 0,767 0,886 0,006*

Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitmey U testi. Gruplar arasi istatistiksel farkin 6nemliligi; * p<0,05.
K; Kontrol, D; Diyabet, Di-3; Diyabet+insizyon-3, DIiT-3; Diyabet+insizyon+TENS-3, DI-7;
Diyabet+insizyon-7, DIT-7; Diyabet+insizyon+TENS-7. SOD; siiperoksit dismutaz, GSH; glutatyon,
MDA; malondialdehid.
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5. TARTISMA

Yara iyilesmesi doku hasarina karsi verilen bir dizi hiicresel cevaptir ve bir¢ok hiicre,
biiyiime faktorii ve sitokinler bu cevapta etkilidir. Cagimizin 6énemli kronik hastaliklarindan
olan DM ve buna bagli komplikasyonlar nedeni ile mortalite ve morbidite yiiksek olup, tedavi
maliyetleri de oldukga yiiksektir (International Diabetes Federation, 2019). DM ile iliskili
komplikasyonlardan biri de yara iyilesmesinde gecikme ve yaranin kroniklesmesidir (Tiirkiye
Diyabet Vakfi, 2021).

Bu arastirmada, DM hastalarinda cerrahi sonrasi klinikte karsimiza siklikla ¢ikan yara
iyilesmesinde gecikme ve yara ile iliskili komplikasyonlar1 onlemeye yonelik TENS

uygulamasinin yara iyilesmesindeki etkinliginin degerlendirilmesi amagland.

Diyabetle iligkili hiperglisemi, mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar ile
iligkili hiicre proliferasyonunda bozulma, kollajen yapiminda yetersizlik, fibroblast olusumu
ve biiylime faktorlerinin azalmasi, anjiyogenez, graniilasyon dokusu olusumu, kemotaksis ve
fagositozun azalmasi sonucunda yara iyilesmesi etkilenmekte ayrica serbest oksijen
radikallerinin artmas: ile de oksidatif stres meydana gelmektedir (Beyene ve digerleri, 2020;
Guo ve DiPietro, 2010). Bu nedenle yara iyilesmesinde onemli olan ve literatiir incelemesi
sonrasinda diyabetle birlikte say1 ve etkinligini kaybeden inflamatuvar hiicreler, kan damarlar
sayis1 ve anjiyogenezis histopatolojik olarak degerlendirildi. VEGF ve FGF seviyelerinin

belirlenmesi i¢in ise immunohistokimyasal analizler gerceklestirildi.

Gilinlimiizde saglik merkezlerinde yara bakim {initeleri kurulmakta, bu merkezlerde
yaralarin Onlenmesi ve olusmasi durumunda da iyilesmeyi hizlandiran miidahalelerde
bulunulmaktadir. Bilim diinyas: daha etkin, ekonomik ve kullanimi kolay uygulamalarin
arayis1 igerisindedir. TENS uygulamasi da son yillarda deneysel g¢alisma modellerinde
kullanilmaya baslanmis olup, kullanimi kolay, ucuz ve maliyet diisik uygulamalardan
birisidir. Bu uygulamanin etkinligini degerlendirmek igin in vitro ve in vivo modeller
kullanilmistir. Hiicre modellemesi ile elektriksel stimiilasyonun inflamatuvar hiicreleri ve
biliylime faktorlerini aktive ettigi yara iyilesmesinde olumlu etkileri olabilecegi bildirilmistir
(Hoare ve digerleri, 2016; Zhao ve digerleri, 2004). In vivo modellerde insan dokusu ve
hayvan dokusunda yara iyilesmesi degerlendirilmistir. insan dokusunda iyilesmeyi olumlu
yonde etkiledigini bildiren ¢aligmalar bulunmaktadir (Cramp ve digerleri, 2000; A. Demir,
Kelahmetoglu ve Kemal Keles, 2010; Garcia-Pérez ve digerleri, 2018; Ogrin ve digerleri,
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2005; Sebastian ve digerleri, 2015; Ud-Din ve digerleri, 2015; Wikstrom ve digerleri, 1999).
Literatiir incelendiginde TENS uygulamasinin diyabetik hastalarin yaralarinda etkisinin
degerlendirildigi calismaya rastlanmamis olup, sadece venoz iilserli hastalarda 100 Hz TENS
uygulamasinin agr1 tizerine etkisini degerlendiren ¢alismaya rastlanmistir. Bu caligmanin
sonucunda da hastalarda agri diizeyine olumlu etkisi oldugu sonucuna varilmistir (Pranata,
Nugroho ve Sujianto, 2016). Hayvan dokusunda iyilesme iizerine TENS uygulamasinin
degerlendirildigi calismalarin sonucunda uygulamanin etkin oldugu ve yara iyilesmesini
destekledigi bildirilmistir (Asadi ve digerleri, 2011, 2013; Atalay ve digerleri, 2003; Borba,
Hochman, Liebano, Enokihara ve Ferreira, 2011; Cramp ve digerleri, 2000; H. Demir ve
digerleri, 2004; Giirgen ve digerleri, 2014; Khalil ve Merhi, 2000; Koca Kutlu ve digerleri,
2013; Liebano ve digerleri, 2008; Machado ve digerleri, 2016; Yu ve digerleri, 2015). Ancak
bu c¢aligmalar incelendiginde, diyabet modelindeki etkinliginin degerlendirilmesi ile ilgili
herhangi bir veriye ulagilamamistir. Bu nedenle ¢alismamizda TENS uygulamasinin diyabet

modelindeki yara iyilesmesi tizerine etkinligi degerlendirildi.

Bu amagla aragtirmamizin baslangicinda kontrol grubu hari¢ diger gruplarda diyabet
olusturuldu ve g¢alismanin sonunda diyabetin devamliligi kontrol edildi. Calismanin
baslangicinda tiim ratlarin kan glukoz diizeyi 200 mg/dl altinda oldugu igin non diyabetik
olarak kabul edildiler. Kontrol grubu hari¢ diger ratlara diyabet olusturmak amaciyla STZ
enjeksiyonu gerceklestirildi ve uygulama sonrasi kan glukoz diizeyi 250 mg/dI’nin tizerinde
olan ratlar diyabetik kabul edildi (Cigek ve digerleri, 2018; Erbas, 2015). Calisma
sonlandirilirken tekrar kan glukoz degeri olgiildii ve kontrol grubunun 200 mg/dl altinda,
diger gruplarmm ise 300 mg/dlI’nin {izerinde bulundu, bdylece diyabetin calisma siiresince

devam ettigi belirlendi.

Calisma baslangicinda ratlarin canli agirliklar1 alindi ve gruplar arasinda canli agirlig
bakimindan farklilik bulunmadi. Caligmanin sonunda kontrol grubunun canli agirhiginda
anlaml artis oldugu belirlendi. Bu da dogalar1 geregi zamanla iligkili beslenme, biiyiime-
gelisme davranisi olarak degerlendirildi. Ratlarda diyabet olusturulduktan sonra canli agirlik
kayb1 gelismezken, TENS uygulanan grupta ¢alisma sonunda anlamli kilo kaybi tespit edildi.
Bu durumun olas1 nedeni, miidahale grubundaki ratlarin her giin anesteziye alinmasi ve TENS

uygulanmasi ile kaslarin enerji harcanmasi ile iliskili olabilecegi diisiintildii.
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5.1. Inflamatuar Hiicre Yogunlugu

Inflamatuvar hiicrelerin (ndtrofiller, mast hiicreleri, makrofajlar, keratinositler,
endotelyal hiicreler ve plateletler) yaralanma bdolgesine infiltrasyonu yara iyilesmesi agisindan
olduk¢a onemlidir (Singh ve digerleri, 2017; Yussof ve digerleri, 2012). Yara iyilesmesinin
dogal seyrinde ilk 3 giin inflamatuvar hiicre artis1 olmaktadir. Diyabetin yara iyilesmesine
yonelik olumsuz etkilerinden biri de inflamatuvar hiicre gogiinlin yavas olmasi ve
inflamatuvar hiicrelerin etkisiz fonksiyonu sonucunda yara iyilesmesinde meydana gelen
bozulmadir (Ellis ve digerleri, 2018). Diyabet iliskili inflamatuvar hiicrelerinin yetersiz
fonksiyonu bolgede sitokin saliniminin devam etmesi yara iyilesmesi ig¢in geciktirici bir unsur
olmakta, yangi hiicrelerinin aktif gorevlerinin devam etmesi diger proliferatif evreye gecisi
zorlagtirmaktadir. Inflamatuvar hiicrelerin  kemotaksisinde ve biiyiime faktorleri ile
sitokinlerin ekspresyonunu elektriksel stiimiilasyonun pozitif yonde etkiledigini bildiren
calismalar bulunmaktadir (Koca Kutlu ve digerleri, 2013). Arastirmamizda insizyonel yara
olusturulmasi sonrasi 3. giinde mast hiicresi, makrofaj ve notrofil sayilarinda kontrol grubuna
gore insizyon olusturulan gruplarda anlamli artisin oldugu , inflamasyon siirecinin beklenen

sekilde gelistigi gortilmiistiir.

5.1.1. Nétrofil Hiicre Yogunlugu

Notrofiller kemotaktik ajanlarin etkisi ile yaralanma bolgesine 24-36 saatte cekilirler.
Yaralanma sonrasi 2. giinde yerini makrofajlara birakirlar. Hiicre kalintilar1 ve apopiotik
cisimler de son olarak makrofajlar tarafindan fagosite edilerek ortamdan uzaklastirilirlar. Asir
notrofil aktivasyonu ya da apoptozisinin engellenmesi durumunda inflamasyon siiresi uzar ve
kronik yara sekillenir (Tekin, 2015). Inflamasyonun erken fazinda nétrofiller baskin
hiicrelerken, proliferatif faza gecerken artan makrofajlar ve T lenfositler, ndtrofillerin
sayilarini hizla diistirmektedir (Yazar ve Karaca, 2016). Calismamizda insizyon sonrasi hem
Di-3, hem de DIT- 3 grubunda nétrofil sayilarinda belirgin artis saptanirken, 7. giinde Di-7 ve
DIT-7 grubunda diisme tespit edildi. TENS uygulanan grup ile uygulanmayan diyabet
gruplar1 arasinda nétrofil infiltrasyonu bakimindan anlaml fark bulunmamasina ragmen DIT-
3 grubunda DI-3 grubuna kiyasla histopatolojik incelemede TENS uygulamasinin nétrofil

infiltrasyon siddeti lizerine azaltict etkisi oldugu goriilmiigtiir. Ayrica TENS uygulamasinin
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7.giiniin de DIT-7 grubunda Di-7 grubuna kiyasla nétrofil sayilarinda belirgin azalma oldugu
goriildii. Bu sonuglar dogrultusunda, TENS uygulamasi inflamatuvar fazin siddetini azaltarak

yara iyilesmesine olumlu katki saglamaktadir.

Calismamiz ile benzer sekilde TENS uygulamasi ile yaralanmadan sonraki 5. giinde
proinflamatuvar sitokinlerin (IL-1, IL-6, TNFa) ekspresyonunda azalma oldugu ve TENS
uygulamasinin inflamatuvar fazi kisalttigr bildirilmistir (Giirgen ve digerleri, 2014). Bu
sitokinler makrofaj ve noétrofiller tarafindan eksprese edilirler ve yara iyilesmesinde birincil
proinflamatuvar ~ sitokinler olarak  gérev  yaparlar.  Proinflamatuvar  sitokinlerin
ekspresyonunun azalmasi, onu eksprese eden hiicrelerin inflamasyon gorevinin
tamamlandiginin ve iyilesmenin diger asamasina gegtiginin gostergesidir. Arastirmamizda
proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu saglayan  makrofaj ve noétrofil sayilari
degerlendirildiginde yaralanma ile birlikte hem Di-3 hem de DIT-3 grubunda 3. giinde
notrofiller ve makrofajlarda artis oldugu, ancak bir diger calisma ile benzer sekilde TENS
uygulanan DIT-3 grubunda yang: hiicrelerinin sayisinin daha az olmasi ile inflamatuvar fazi

DI-3 grubuna kiyasla kisalttig1 sonucuna varilmstir (Giirgen ve digerleri, 2014).

Calismanin 7. giiniinde nétrofil 16kosit sayisinin DI-7 grubunda DIT-7 grubuna kiyasla
anlaml yiiksek olmasi yangi siirecinin proliferasyon asamasina gegisi engelleyerek yangi
siirecinin uzadigimi gostermektedir. Caligmanin 7.giiniin de, diger gruplara gore TENS
uygulanan grupta notrofil sayilarindaki anlamli diisiis olmasi ve saglikli kontrol grubu ile
benzer sonuglar ¢ikmasi ile, TENS uygulamasinin inflamatuvar siireci kisaltarak iyilesme

stirecine katkida bulundugunu gostermistir.

5.1.2. Mast Hiicre Yogunlugu

Mast hiicreleri dermiste bulunur ve yaralanmanin erken dénemlerinde iyilesmede etkili
hiicrelerden biridir. Yaralanma ile birlikte proinflamatuvar ve immiinomodiiler aracilarin
salmimimi  gergeklestirirler (Komi ve digerleri, 2020). Yaralanmadan sonraki erken
inflamatuvar fazda 6nemli role sahip olan mast hiicrelerin inflamatuvar fazin sonlanmasi ile
sayllar1 giderek azalir. Mast hiicre sayisi lizerine elektriksel stimiilasyonun etkinliginin
degerlendirdigi ¢aligmalarda, uygulamanin mast hiicre sayisin1 azalttigir ve inflamatuvar fazi
kisalttigr bildirilmistir (Asadi ve digerleri, 2013; Demir ve digerleri, 2004). Duyusal ve motor

TENS uygulamasinin yaralanmanin 3. giiniinde mast hiicre sayisinda artisa ve 7. giiniinde ise
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azalmaya neden oldugu ifade edilmektedir (Asadi ve digerleri, 2013). Yine bagka bir
calismada elektriksel stimiilasyonun yaralanmanin 4. giinlinde mast hiicre sayisinda anlamli
azalmaya yol a¢tig1 ve uygulamanin inflamatuvar siireci kisalttigi bildirilmistir (Demir ve
digerleri, 2004). Bu caligsmalara benzer sekilde ¢alismamizin 3. gilinlinde TENS uygulanan
DIT-3 grubunda anlamli artis goriilmemesine karsilik, 7. giinde TENS uygulanan DiT-7
grubunda mast hiicre sayisint anlaml olarak azaldigi goriildii. Uygulama siiresine bagl olarak
TENS’in mast hiicre sayisi lizerindeki etkileri literatiir ile uyumlu olup, yaranin inflamatuvar

fazininin kisalmasina neden oldugu sonucuna ulasabilir.

Duyusal elektriksel stimiilasyon uygulamasinin yaralanma sonrasi erken asamada
inflamatuvar siireci azalttigi ve anjiyogenik faktorlerin salinimi arttirdigr bildirilmistir (Asadi
ve digerleri, 2013). Arastirmamizda 7. giinde TENS uygulanan grupta nétrofil, makrofaj ve
mast hiicre sayilarindaki azalma, TENS uygulamasinin erken evrede inflamatuvar siireci

azalttiginin gostergesi olabilir.

5.1.3. Makrofaj Hiicre Yogunlugu

Makrofajlar yara iyilesmesinin tiim asamalarinda 6nemli role sahip hiicrelerden biridir.
Ge¢ inflamatuvar fazda 48-72 saat sonra makrofajlar goriiliir ve fagositoz islemine devam
edilir (Tepebasi, 2017). inflamatuvar fazda patojen mikroorganizmalar: ve hiicreleri fagosite
ederler. Ayrica doku iyilesmesinin diger fazi olan proliferasyon faza gegis i¢in keratinositler,
fibroblastlar ve endotel hiicrelerinin farklilasma, gogalma ve gogii igin sitokin ve biiyiime
faktorlerinin sekresyonunu saglarlar (Aitcheson ve digerleri, 2021). Yaralanmadan 2-3 giin
sonra monositlerin farklilagmasi ile yaralanma bdlgesinde yer alirlar. Yara makrofajlarinin
varligl, inflamuvar faz i¢in sona yaklasildiginin ve proliferatif faz baslangicinin gostergesidir
(Berdal, 2017; Diegelmann ve Evans, 2004). Calismamizda da DIT-3 grubunda DI-3 grubuna
kiyasla makrofaj sayis1 yoniinden belirgin azalmanin TENS uygulamasi ile yangi siddetinin

daha az oldugu ve daha erken siirede proliferasyon fazina geg¢isi kolaylastirdigi goriilmiistiir.

Yara iyilesmesinin farkli agamalarinda rol alan makrofajlarin etkilerini degerlendirmek
amaciyla makrofajlarin kosullu tiikkenmesine izin veren deneysel eksizyonel fare modeli yara
calismasinda, inflamatuvar fazda makrofaj sayisindaki yetersizlik nedeniyle vaskiilarize
graniilasyon dokusu olusumunun 6nemli Olgiide azaldigi, epitelizasyonu bozdugu, yetersiz

skar olusumuyla ve kanamayla sonuglandigi bildirilmistir (Lucas ve digerleri, 2010). Bu
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kosullar, doku olgunlasmasimnin sonraki asamasina gecisi engellemis ve yara kapanmasi
ger¢eklesmemistir. Calismanin sonucunda yaralanmanin erken asamalarinda (yaralanmadan
yaklagik 3 giin sonra) makrofaj hiicre sayisinda diisme, graniilasyon doku onariminda azalma,
yara kapanmasinda gecikme ve vaskiilarizasyonun olumsuz etkilendigi ifade edilmektedir
(Lucas ve digerleri, 2010). Makrofajlarin islevleri sitokinler ve metabolik faktdrler gibi
biyolojik ve kimyasal uyaranlarin sinyalleri ile belirlenmektedir. Makrofajlarin islevini
koordine eden yaralanmis dokuda dogal olarak firetilen ve yara iyilesmesini hizlandiran
elektrik alanlarinin oldugu bilinmektedir. Canli hiicre caligmasinda makrofaj go¢iiniin
SmV/mm kadar diistik elektrik alanlar1 tarafindan yonlendirildigi bildirilmistir ve bu sonuglar
makrofaj fonksiyonlarimin diizenlenmesinde elektrik sinyallerinin katki saglayabilecegi
sonucuna varilmistir (Hoare ve digerleri, 2016). Elektrik stimiilasyonunun ratlarda yara
iyilesmesine etkisinin incelendigi bir ¢alismada, stimiilasyon uygulanan grupta mast hiicre,
makrofaj ve fibroblast sayilarinin 4. giinden sonra diistiigli, miidahalenin inflamatuvar fazi
kisalttigt ve proliferasyon fazi {izerinde olumlu etkileri oldugu bildirilmistir (Demir ve
digerleri, 2004). Bu c¢alismanin sonuglari, ¢alismamizin bulgularin1 desteklemektedir ve

TENS uygulamasi yara iyilesmesini olumlu etkilemektedir.

Diyabette yara iyilesmesini igeren giincel calismalar ortaya c¢ikarmistir ki diyabetli
bireylerde makrofajlar inflamatuvar uyaricilara asirt tepki vermekte ve fagosite etme
yetenekleri azalmaktadir. Ayrica hiperglisemik ortam, inflamasyonda etkili M1
makrofajlarinin inflamasyonun sonlandirilmasi ve anjiyogenezisi baslatmakta etkili M2
makrofajlarina donlismesine engel olmaktadir. Bunun da diyabetli bireylerde ge¢ yara
iyilesmesi ve kroniklesmesinin nedenlerinden biri olabilecegi olarak belirtilmektedir
(Aitcheson ve digerleri, 2021; Beyene ve digerleri, 2020). Bu nedenle TENS uygulanan 3.giin
ve 7.glin grup ile uygulanmayan gruplarin makrofaj sayilar1 degerlendirildiginde, TENS
uygulanan gruplardaki makrofaj sayisindaki azalma belki de inflamasyonun kisalmasi ve
yaranin proliferasyon asamasina daha erken ge¢cmesiyle agiklanabilir. Calismamizda M2
makrofajlarinin  degerlendirmedigini  disiintirsek, ileride ki c¢aligmalarda hem M2
makrofajlarinin  degerlendirilmesi hem daha uzun siirelerde yaranin izlenmesi ile TENS

uygulamasinin inflamatuvar faz iizerine etkisi ile ilgili bir sonuca varilabilir.
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5.2. Fibroblast Hiicre Yogunlugu

Yaralanma sonrasi ilk ii¢ giin dokunun etrafindaki fibroblast ve myofibroblastlar
¢ogalmalar1 igin uyarilirlar (Tepebasi, 2017). Arastirmamizda DI-3 ve DIiT-3 grubunda
fibroblast yogunlugu agisindan fark olmadigi bulunmustur. Ameliyat 6ncesi pozitif polariteli
elektrik stimiilasyonunun, postoperatif 7. ve 14. giinlerde gruplar arasinda lenfosit, eozinofil,
notrofil ve mast hiicrelerinin sayisinda 6nemli bir farkliliga yol agmadigi, ancak 7. giinde skar
bolgesindeki fibroblast ve kan damart sayisini artirdigr bildirilmistir (Borba ve digerleri,
2011). Demir ve digerleri (2004) c¢alismasinda 300 mA amplititde 30 dakika TENS
uygulamas1 ile fibroblast sayilarinda uygulanmayan gruplara gore anlamli artis
bildirmislerdir. Caligmamizda TENS uygulanan 7. Giin grubunda uygulanmayan gruba
kiyasla fibroblastlarin diisiik olmasi uygulamanin frekansinin daha diisiik olmas: ile iligkili

olabilir.

Yaralanma sonrasi fibroblastlarin uyarilmasi ve ardindan myofibroblastlara doniiserek ekstra
celliler matrix (ECM) olusumuna katki sagladigi bilinmektedir (Li ve Wang, 2011).
Calismanin 7. giiniinde fibroblast sayisinda Di-7 grubunda DIT-7 grubuna kiyasla anlaml
artis oldugu gorilmiistiir. TENS uygulanan gruptaki fibroblast sayilarinin daha az olmasi
iyilesmeye olumlu katki saglayip myofibroblastlara doniismiis olabilecekleri ile agiklanabilir.
Ancak ileri ¢alismalarda fibroblast ile myofibroblastlarin birlikte degerlendirilmesi ile
calismamizin bulgusu desteklenebilir. Graniilasyon dokusu sekillendiginde de fibroblastlar
kaybolur ve yarada biiyiik 6l¢iide tip kollajen yer alir (Bao ve digerleri, 2009). Bu da
caligmamizda graniilasyon dokusu gelismeye basladigi icin fibroblast sayisinin TENS
uygulamasinda daha diisiik olmasmin nedeni olabilir. Fibroblast yogunlugu bakimindan
kararli bir artis gostererek TENS uygulamasinin olumsuz etkisinin olmadigini séylemek

dogrudur. Olumlu etkisini sOyleyebilmek i¢in ileri ¢aligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

5.3. Anjiyogenezis

Anjiyogenez epitel hiicrelerden yeni kan damarlarinin olusmasi ve iyilesme doneminde
yeni hiicreler icin besin ve oksijen saglanmasidir (Aksoy ve Ozakpinar, 2014). Saglhkli
dokuda yara iyilesmesinde kilcal damar sayilarinda artis, diger deyisle anjiyogenezisin pik

yaptig1 donem yaralanmadan sonraki 7-10. giinlerdir. Ancak diyabet varliginda anjiyogenezisi
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diizenleyen ya da baslatan faktor olarak bilinen VEGF ve kilcal damar sayisinda yetersizlik
vardir. Diyabetik farelerde kilcal damar sayisindaki artista gecikme oldugu, yaralanmadan
sonraki 10. giinde normal dokudaki kilcal damar sayisindaki artigin diyabetik farelerdekine
kiyasla yaklasik 4 kati kadar oldugu bulunmustur. Bu da kapiller yatagin perfiizyonunu
engellemekte, yara iyilesmesinde gecikmeye neden olmaktadir (Okonkwo ve digerleri, 2020).

TENS uygulamasmin kilcal damar sayist iizerine etkinliginin incelendigi c¢aligmalar
degerlendirildiginde diisiik frekansli (5Hz) elektrik stimiilasyonu uygulamasinin akut
insizyonel yaralarda 3. giinde kilcal damar sayisinda artisa yol actig1 bildirilmistir (Machado
ve digerleri, 2016). Arastirmamizda yaralanma sonrast hem DI-3 hem de DIT-3 grubunda
kilcal damar sayisinda artis ile anjiogenezisin basladigi, ancak gruplar arasinda fark olmadigi
bulunmustur. Yine ¢alismamizla benzer sekilde akut eksizyonel yarada diisiik frekanslh (5 Hz)
TENS uygulamasinin anjiyogenezis {iizerine etkinliginin degerlendirilmesi sonucunda,
yaralanma sonrasi 3. giinde kan damarlar sayisinda belirgin artis oldugu, 7. giinde bu farkin
olmadig: bildirilmistir. 3. giinden sonra kan damari sayisinin kontrol grubuna benzer olmasini,
ratlarda iyilesme siirecini etkileyecek patolojinin olmamasi neden olarak gosterilmistir
(Machado ve digerleri, 2016). Deneysel olarak ratlarda sekonder iyilesmeye birakilmis basing
yarasinda iyilesmenin gozlendigi bir ¢alismada, elektriksel stimiilasyon uygulanan grupta (2
Hz, 200 mikrosaniye, 15mA, giinde 4 kez, 30dk, 3 hafta siireyle) yara iyilesmesinin hizlandig
sonucuna varilmistir. TENS uygulanan grupta vaskiilaritenin kontrol grubuna gore 7.giinde ve
daha sonraki gilinlerde daha diisiik oldugu, bu da yaranin daha erken donemde iyilestiginin
gostergesi oldugunu bildirmislerdir (Yu ve digerleri, 2015). Yaralanma sonrasi gelisen
inflamatuvar fazda makrofajlarin proangiogenik faktorlerin salinimi ile anjiogenezis
artmaktadir. Bu da inflamasyon siddeti ne kadar fazla ise anjiogenez o kadar fazla olacaktir.
Bu nedenla hem azalmis inflamasyon hem de azalmis anjiogenez optimal iyilesme i¢in gerekli
unsurlardir (DiPietro, 2016). Arastirmamizda da anjiogeneziste 7 giin TENS uygulanan DIT-7
grubunda TENS uygulanmayan DIi-7 grubuna kiyasla belirgin azalma oldugu bulunmustur.
Graniilasyon dokusu sekillendiginde anjiyogenez durur, yeni kan damarlari apoptoze olur,
fibroblastlar kaybolur ve yarada biiyiik 6l¢iide tip kollajen yer alir (Bao ve digerleri, 2009).
Bu bilgiler dogrultusunda caligmamizin anjiogenezis sonuglari, TENS uygulamasinin
proliferasyon asamasinin hizlica sekillenmesine ve yara iyilesmesine katki saglayabilecegi

seklinde yorumlanabilir.
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5.4. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

VEGF anjiyogenezisin stimiilasyonu, epitelizasyon ve kollajen birikimine etkisi olan
biiylime faktoriidir. Yaralanmadan sonraki 3. ve 7. giinlerde en yiiksek seviyede bulunur.
VEGF nin yara iyilestirmedeki rolleri vazodilatasyon, endotelyal hiicre go¢ii i¢in kemotaksis,
endotelyal hiicre proliferasyonu ve son olarak yeni bazal membran olusumudur (Bao ve
digerleri, 2009; Frank ve digerleri, 1995). Literatiir ile uyumlu olarak c¢alisgmamizda
yaralanma sonrasi 3. giinde hem Di-3 hem de DIT-3 grubunda kontrol grubuna kiyasla
VEGF’ de anlamli artis oldugu ve yangisal siirecin gelistigi, damarlanma ve yeniden

sekillenme stirecinin bagladig1 goriilmektedir.

Insan dokusunda olusturulan kutandz yara iyilesmesinde elektriksel stimiilasyonun
etkinliginin incelendigi randomize kontrollii bir ¢alismada, VEGF sekresyonu 3. giinde
anlamli bir artis olmadigi, ancak 7.,10. ve 14. giinlerde belirgin artis oldugu ve VEGF’iin
anjiyogenezisi olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir (Ud-Din ve digerleri, 2015).

Diyabetik yaralarda anjiyogenezisteki yetersizligin, azalmis VEGF sekresyonu ile
iliskili olabilecegini bildiren ¢alismalar bulunmaktadir (Frank ve digerleri, 1995; Okonkwo ve
digerleri, 2020). Diyabetik ratlarda tam kat insizyonel yara iyilesmesinde, VEGF seviyeleri
yaralanmadan sonraki 3. ve 7. giinlerde en yiiksek seviyede bulundugu belirtilmistir (Frank ve
digerleri, 1995). Diyabette azalmis VEGF ekspresyonunun, yara iyilesmesindeki kusurlarin
nedeni olabilmektedir. Yine benzer bir sekilde, Okonkwo ve digerleri (2020) diyabetik
insizyonel yaralar ile normal dokuda yara iyilesmesini karsilastirdiklar1 calismalarinda,
diyabetik farelerin yara bolgesinde 7. ve 10. giinde saglikli farelere kiyasla VEGF
sekresyonunun anlamli azaldigini bildirmislerdir. VEGF mutant farelerle yapilmis baska bir
calismada yara iyilesmesinin geciktigi bildirilmis, iyilesmedeki bu gecikme epidermal
hiicrelerin yan1 sira dermal hiicrelerin sayisinda azalma ile iligkilendirilmistir. Ayrica VEGF
eksikliginde yaralanma bolgesinde %50 daha az kilcal damar oldugu ve revaskiilarizasyonun
yetersiz oldugu bildirilmistir (Stockmann ve digerleri, 2011). Diyabetik farelerde yapilan
baska bir deneysel ¢alismada 3. ve 6. glinlerde VEGF mRNA seviyelerinin saglikl1 farelere
kiyasla diisiik oldugu belirtilmistir (Altavilla ve digerleri, 2001). Calismamizda VEGF
seviyesi yara olusturulmus gruplarda kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak artmis olup,

diyabetin VEGF salinimi iizerine olumsuz etkisinin olmadig1 sonucuna ulasilmistir.

80



Elektrik stimiilasyonunun doku kiiltiiriinde endotel hiicrelerinden VEGF salinimi
iizerine etkisinin incelendigi bir ¢alismada elektrik stiimiilasyonunun VEGF salinimini
arttirdigini bildirmislerdir. Elektrik stimiilasyonunun dogrudan endotel hiicrelerini uyararak
VEGF iiretimini baslattigi ve hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesini sagladigi sonucuna
varmiglardir (Zhao ve digerleri, 2004). Duyusal yiiksek frekansli (100Hz) elektrik
stimiilasyonunun 7 giin siireyle giinde 1 saat olarak uygulanmasinin VEGF salinimi iizerine
etkinliginin degerlendirildigi ¢alismada 7. glinde VEGF saliniminda artis oldugu ve yara
iyilesmesini olumlu yonde etkileyecegi gosterilmistir (Asadi ve digerleri, 2011). Calismamiz
verilerinde VEGF salimiminda TENS uygulanan gruplarda (DIT-3 ve DIT-7) TENS
uygulanmayan gruplara kiyasla daha diisiik bulunmustur. Asadi ve digerlerinin (2011)
calismast ile arastirmamiz arasindaki  farklilik, uygulama frekansindaki farkliliktan
kaynaklaniyor olabilir. Caligmamizda uygulanan diisiik frekanshi elektrik stimiilasyonu
VEGF’de azalmaya neden olmus olabilir. Ayrica VEGF faktér salimmi fibroblastlar,
makrofajlar ve endotel hiicreleri tarafindan salinmaktadir (Singh ve digerleri, 2017).
Calismamizda DIT-3 ve DIT-7 gruplarindaki VEGF’deki anlaml1 azalma yine DIT-3 ve DIT-

7 grubundaki fibroblast ve makrofaj sayilarindaki azalma ile iligkili olabilir.

Elektrik stimiilasyonu uygulamasi yaralanma sonrast VEGF ve FGF sayisinda dnemli
bir artis saglamasma ragmen, 3. ve 7 gilinlerde yeni damar olusumunda bir farklilik
yaratmamistir (Asadi ve digerleri, 2013). Calismamizda bu verilerden farkli olarak TENS
uygulanan DIT-7 grubundaki VEGF salmimindaki azalma anjiyogeneziste de paralel sekilde
azalmaya yol agmistir. Ancak bu azalmanin yara iyilesmesi iizerine olumlu ya da olumsuz
etkisinin olup olmadigini sdylemek zordur ve ileri ¢alismalara ihtiyag duyulmaktadir. Ciinkii
anjiyogenezisin inhibe edilmesinin yara kapanmasi tizerinde higbir etkisi olmadigini veya orta
diizeyde etkilerinin olabilecegini bildiren calismalar da bulunmaktadir (Bao ve digerleri,
2009; Jacobi ve digerleri, 2004; Roman ve digerleri, 2002). Diyabetik farelerde yara
vaskiilaritesindeki azalmaya bagli olarak olusan anjiyogenezdeki bozulma sonucunda yara
kapanmasinda gecikme olmadigi bildirilmistir. Yara anjiyogenezi i¢cin VEGF fonksiyonunun
gerekli oldugu, ancak yaranin kapanmasi igin gerekli olmadigi ifade edilmektedir (Jacobi ve
digerleri, 2004). Roman ve digerleri (2002), antianjiyogenik faktor uygulanan farelerde,
postoperatif yara iyilegsmesinin kontrol grubu ile karsilastirilldiginda, yara iyilesmesi ve
enfeksiyon agisindan farkli olmadigini bildirmislerdir. Altavilla ve digerleri (2001), saglikli
ve diyabetik ratlarda VEGF sekresyonu ve yara iyilesmesi {izerine etkinligini

degerlendirdikleri c¢alismada, 12. giinde saghkli farelerde VEGF mRNA saptanmazken
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diyabetik farelerde VEGF mRNA sekresyonunun bulunmasi gecikmis yara iyilesmesini
gosterdigini bildirmislerdir. Yani iyilesme fazlarimin ikinci asamasinda VEGF’nin olumsuz
etkilerinin olabilecegi sonucuna varilmistir. Ciinkii yang siireci ilk asamada olusmasi gereken
ancak bir siire sonra gerilemesi gereken bir siiregtir. Bu sonuglar dogrultusunda VEGF, yangi
stirecinin ilerleyen donemlerinde diismesi beklenmektedir. Calismamiz verilerinde de TENS
uygulamasi, DIT-7 grubunda DI-7 grubuna kiyasla VEGF diisiiktiir. Bu da DIT-7 grubunda
aktif yangi slirecinin sonlandig1 ve dolayisiyla TENS uygulamasinin yara iyilesmesine olumlu

katkis1 oldugunu soyleyebiliriz.

Calisgmamizda TENS uygulanan 7. glin grubunda VEGF seviyelerinde kontrol grubu ile
benzer olmasit TENS uygulamasinin iyilesmeyi olumlu etkileyebilecegi yoniinde bir sonuca
varmamiza neden olmaktadir. Ayrica graniilasyon dokusu sekillendiginde anjiyogenez durur,
yeni kan damarlar1 apoptoze olur, fibroblastlar kaybolur ve yarada biiyiik 6lgiide tip kollajen
yer alir. VEGF sekresyonundaki azalmanin hiperselliiler graniilasyon dokusundan hiposelliiler
skar dokusu olusumuna gecise katkisi olacagi belirtilmektedir (Bao ve digerleri, 2009). Ciinkii
yang1 bir noktadan sonra durmaz ise yangisal hiicrelerden salinan kimyasal mediyatorler ve
yangi hiicreleri doku hasarina neden olacaktir. Ayrica hipoksi VEGF ekspresyonu i¢in
stimiilandir. Hipoksi gerilediginde VEGF’ de azalma olacaktir (Vural, 2018). Calismamizda
TENS uygulama sonrast DiT-7 grubundaki VEGF ve anjiyogenezisteki azalma, damarlagma
olmasi ve akabinde yanginin sonlanip geri c¢ekilmesi olarak degerlendirilip, Yyara

tyilesmesinde diger faza daha hizli gecis oldugunun bir gostergesi olabilir.

5.5. Fibroblast Growth Faktor (FGF)

FGF, trombositler ve makrofajlar tarafindan salinarak fibroblast ve endotel hiicreleri
tizerinde etkili biiyime faktoriidiir (Singh ve digerleri, 2017). Anjiyogenez indiiksiyonu
olarak Onemli bir faktdor olan bFGF endotel hiicre cogalmasi, go¢ii ve vaskiiler damar
olusumunu uyarir. Endotel proliferasyonu ve motiliteyi arttirmak, neovaskiilarizasyonu
hizlandirmak, Fibroblastlarin, keratinositlerin, kondrositlerin ve myoblastlarin uyarilmasi gibi

yara iyilesmesinde rolleri de bulunmaktadir (Okonkwo ve Dipietro, 2017; Yussof ve digerleri,

2012).
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Yaralanma sonrasi 2. giinde ¢ogalmaya baslayan 4. ve 7. glinlerde pik yapan yeni damar
yapisinin, endotelyal bazal hiicrelerde baskin goriilen bFGF ile iligkili olabilecegi
bildirilmistir (Kibe, Takenaka ve Kishimoto, 2000).

Yaralanma sonrasi 3. giinde duyusal elektrik stimiilasyonu uygulanan grupta FGF
seviyelerinde anlamli bir artis oldugu belirtilmistir (Asadi ve digerleri, 2013). 5 giin diisiik
frekansli TENS (2 Hz) uygulamasinin kontrol grubuna gore FGF sekresyonunu arttirdigi
bildirilmistir (Koca Kutlu ve digerleri, 2013). Ancak arastirmamizda yaralanma ile birlikte
FGF seviyelerinde artis gelismis, ancak bu artis TENS uygulanan DIiT-3 grubunda Di-3
grubuna kiyasla daha az olmustur. FGF seviyeleri aym sekilde TENS uygulanan DIiT-7
grubunda DI-7 grubuna kiyasla daha diisiik izlenmistir. Literatiirdeki caligmalarin aksine
FGF’ de ki azalma caligmamizda diyabet modelin kullanilmasi ve diyabet ile iligkili
olabilecegi diistiniilmiistiir. Ciinkii genetik olarak diyabetik farelerde yara iyilesmesinin
degerlendirildigi deneysel ¢alismada FGF seviyelerinin saglikli kontrol grubuna kiyasla
diyabetik farelerde daha diisiik seviyelerde oldugu bulunmustur (Werner, Breeden, Hiibner,
Greenhalgh ve Longaker, 1994). Bu da diyabet iligkili yara iyilesmesinde ki gecikmelerin
nedenlerinden biri olarak FGF seviyelerinde ki azalma oldugu bildirilmistir (Badiu, Vasile ve
Teren, 2011). Calismamizda da FGF seviyelerinin azlig1 diyabet iligkili olabilecegi gibi, FGF
salimiminda 6nemli rolii olan makrofajlarin TENS uygulanan grupta bir miktar diisiik olmasi
ile de iliskili olabilir. Yani inflamasyon siirecinin yavaslamasi ile inflamatuvar hiicrelerin
stimiile ettigi bliylime faktorlerinde de azalma olacaktir. Makrofajlarda ki azalma ve yaranin

yangi siirecinin gerilemesi ile TENS uygulanan 7. giin grubunda FGF azalmasi agiklanabilir.

FGF’iin yara iyilesmesinin erken donemlerinden ziyade daha ge¢ evrelerde yiikseldigini
bildiren ¢aligmalar da bulunmaktadir. Akut eksizyonel yara olusturulan ve anjiyogenezisin
degerlendirildigi deneysel bir ¢alismada, diisiik frekansli (SHz) TENS uygulamasinda cerrahi
sonrast myofibroblast sayist ile ilgili olarak 3,7 ve 14. giinde azalma olmustur. FGF’in
ekspresyonu yara iyilesmesinin proliferasyon asamasinda artig gosterir ve takip eden
remodeling asamasinda diismeye baslar. (Machado ve digerleri, 2016). Calismamizda DI-7 ile
karsilastirildiginda DIT-7"de yara bolgesinde FGF ekspresyonunun azaldig: belirlenmistir. Bu
durum, TENS uygulamasinin inflamasyon siirecinin yavaslamasi ile birlikte proliferasyon
asamasinin hizlica sekillenmesi ve remodeling asamasina gegisin kolaylagmasi ile yara

iyilesmesine olumlu katki yapabilecegi seklinde yorumlanabilir.
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5.6. Oksidatif Stres

Oksidatif stres sonucu artan ROT’lar diyabet gibi kronik hastaliklar i¢in belirgin bir
ozelliktir. Oksidatif stres durumunu izlemenin yolu ise antioksidanlarin yani ROT’lara karsi
birincil savunmanin O6lglilmesidir. Oksidatif stres, antioksidanlar ve oksidanlar arasinda
meydana gelen bir dengesizliktir. Bu nedenle oksidatif stres parametreleri olarak antioksidan
enzimlerden SOD ve enzimatik olmayan GSH ile oksidasyon iirlinlerinden MDA biyobelirteg
olarak kullanilmaktadir (Kochlik, Grune ve Weber, 2017; Kooter, 2004). Calismamizda
diyabet ve insizyonel yara olusturulmus ratlarda antioksidan parametreler olan serum SOD
aktivitesi ve tam kan GSH seviyesi ile oksidan parametre olan serum MDA seviyesini analiz
ederek degerlendirdik ve insizyonel yara olusumuna TENS uygulamasinin bu parametrelere

yonelik etkisini arastirdik.

Oksidatif stres durumunda ROT’lara karst ilk savunma hatti, bir metaloprotein yapida
enzim olan SOD’dur. Bu enzim antioksidan yanit olarak O~ radikalini katalize eder ve
reaksiyon sonunda H202’nin olusmasina neden olur (Alkadi, 2018). Bununla birlikte yapilan
calismalarda diyabetik yara durumunda SOD aktivitesinin azaldigina dair literatiir
bulunmaktadir (Sarandy ve digerleri, 2017; Sun ve digerleri, 2020). Calismamizda SOD
aktivitesinin istatistiksel olarak en yiiksek K grubunda oldugu ve bu grupla DIT-3 ve DIT-7
gruplar1 karsilastirildiginda aralarinda fark olmadigi belirlendi (p>0,05). Bu sonuca gore
TENS uygulamasimin diyabetik ratlarda doku hasarina bagli iiretimi artan Serbest radikal

aretimini (O2~ radikalleri) azaltmada etkili oldugunu soyleyebiliriz.

Deride meydana gelen yaralanmalarda SOD enziminin, graniilasyon dokusu nétrofilleri
tarafindan yiiksek seviyede sentezlendigi bildirilmistir (Steiling, Munz, Werner ve Brauchle,
1999). Calismamizda da benzer sekilde, insizyonel yara olusumuna bagl olarak gerek deri
dokusu insizyon hatt1 gerekse adventisyada, notrofil sayisinin K ve D gruplarina gére anlaml
olarak yiiksek oldugu belirlendi. Ancak 7 giinliik TENS uygulanan insizyonel yara
olusturulmus diyabetik ratlarda (DIT-7), insizyon hattindaki nétrofil sayilarmin azaldig: ve bu

grup ile K ve D gruplar1 arasinda anlamli bir fark olmadig1 goriildii (p>0,05).

Indirgenmis glutatyon olarak bilinen GSH ise enzimatik olmayan hiicre i¢i indirgeyici
ajandir ve en 6nemli hiicre i¢i antioksidan olarak kabul edilmektedir (Scicchitano ve digerleri,
2018). GSH birgok biyolojik fonksiyona sahiptir. Bunlar arasinda gen ekspresyonu, DNA ve

protein sentezi, hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, sinyal iletimi ve sitokin iiretimi yer almaktadir
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(Kakkar, 2017). Ancak hipergliseminin neden oldugu serbest radikal iiretimi ile hiicre i¢i GSH
iiretimini engellenir (Tang ve digerleri, 2012). Calismamizda Di-3 ve DIiT-3 gruplan ile DI-7
ve DIT-7 gruplan arasinda anlamli bir fark bulunamamasina ragmen (p>0,05), 7 giinliik
TENS uygulamasmin (DIT-7) 3 giinlik TENS uygulanmasina (DiT-3) gore, diyabetik
yaralarda GSH seviyesini artirdig1 ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi
(p=0,020). GSH seviyesinde ki artis, hiperglisemi ve yara olusumu nedeniyle iiretilen serbest
oksijen radikallerine kars1 koymak veya hiicreleri bu radikallerden korumak amaciyla oldugu
diisiiniilmektedir. Calismamiza benzer sekilde, STZ ile indiiklenmis diyabet modelinde
ratlarin dorsal bolgesinde yara olusturulmus ve diyabetik ratlarin yara dokusu (Kumawat ve
digerleri, 2019) ve serum (Ahmed ve digerleri, 2018) GSH seviyelerinin anlamli olarak
diisiik oldugu belirlenmistir. Hiicre i¢i antioksidan olan GSH, diyabette diisiik seviyelerdedir.
Ancak calismamiz bulgularina gére TENS uygulamasinin, GSH seviyesinde artisa yol agarak
oksidan dengeye olumlu katkisi olmustur.

Hiicrelerin lipid kismu fosfolipitlerden olugsmaktadir. Fosfolipitler i¢erisinde ise doymus
ve doymamis yag asitleri bulunur. ROT lar (OH:, O2", O2) hiicrede yer alan bu yapilara etKi
ederek lipid peroksidasyonu reaksiyonunu baslatirlar. Lipid peroksidasyonu ise
lipoproteinlerde veya hiicre zarinda bulunan doymamis yag asitlerinin oksidasyonudur. Bu
durum hiicrede yap1 ve gorev yoniinden hasara yol acar. Kollajen ve fibroblast metabolizmasi
ile keratinosit kapiller gegirgenlik ve endotel hiicrelerin bozulmasindan sorumlu olabilecegi
diisiintilen lipit peroksidasyonu, diyabetik farelerde yara iyilesmesini geciktiren dnemli faktor
oldugu bildirilmistir (Altavilla ve digerleri, 2001). ROT larin direkt dl¢iimii zor oldugu i¢in
oksidanlarin doku ve kandaki diizeyleri oksidatif durumu yansitmaktadir (Ayala, Muioz ve
Argiielles, 2014; Ho, Karimi Galougahi, Liu, Bhindi ve Figtree, 2013; Sezer ve Keskin,
2014). Bu nedenle lipid peroksidasyonunun en Onemli gostergesi olan MDA seviyeleri
degerlendirilmistir. Ratlarda STZ 1ile indiiklenmis diyabetik yara modelinde MDA
seviyelerinin artigi bildirilmistir (Ebaid, Salem, Sayed ve Metwalli, 2011; Hashemnia,
Nikousefat, Mohammadalipour, Zangeneh ve Zangeneh, 2019). Arastirmamizdan elde edilen
sonuglar da literatiir ile uyum gdstermektedir. Ozellikle diger deneysel gruplarla
karsilastirildiginda, serum MDA seviyesi istatistiksel yonden D grubunda en yiiksek bulundu
(p=0,001). Fakat insizyonel yara olusturulan DIT-3 ve DIT-7 grubunda TENS uygulamasinin

MDA seviyelerini anlamli olarak azaltig1 belirlendi.
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5.7. Arastirmanin Sinirhiliklar:

Yara iyilesmesini etkileyen bir ¢ok predispozan faktor bulunmaktadir. Bu nedenle bu
faktorlerin  kontrol altina alinmasi amaciyla ¢alismamiz deney hayvanlarinda
gerceklestirilmistir. Ayrica yara iyilesmesini mikroskopik boyutta degerlendirebilmek icin
doku oOrnekleri alinmasi gerekmektedir. Bu da deney hayvanlarinda calismay1 zorunlu
kilmaktadir. Ratlar diisiik maliyetli, yaygin bulunabilen, bakimi ve kullanimi rahat olmasi
nedeni ile deneysel arastirmalarda tercih edilen hayvanlardir (Grada, Mervis ve Falanga,
2018; Sanapalli ve digerleri, 2021). Ayrica kapsamli arastirmalarda kullanilmasi neticesinde
genis bilgi tabanina sahip olmasi da diger tercih nedenlerinden biridir. Ancak rat derisi ve
insan derisi arasindaki farkliliklar calismanin sinirliliklarindan biridir. Ciinkii ratlar gevsek bir
cilt yapisina sahiptirler ve kasilma ile iyilesme gosterirler. Insanlardan farkli olarak
hipertrofik yara izleri ve kelloid olusturmazlar. Kil folikiilii sayisi nedeni ile de insan derisi ile

farklilik gostermektedir.

Akut yaralarda dogal iyilesme siirecleri tim memelilerde benzer sekilde olmaktadir.
Pihtilasma, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenmeyi iceren 4 asamadan
olugsmaktadir. Bu da insan derisi ile benzer yara iyilesmesi asamalar1 gosterdigi i¢in deneysel
yara modellerinde ratlar tercih edilmektedir (Grada ve digerleri, 2018). Ancak ratlar ve
insanlar benzer deri katmanlarina sahip olsalarda, kalinliklar1 arasinda fark vardir ve insan
derisi daha kalindir. insan epidermisi 5-10 hiicre katmanindan olusurken ratlarin derisi daha
kirllgan ve gevsektir. Insanlarda tam kat yaralar, graniilasyon ve re-epitelizasyon ile
iyilesirken ratlarda panniculus carnosus tabakasi kasilmayi tesvik ederek iyilesmeyi destekler.
Gevsek cilt yapist ve kasilma ile iyilesme gibi deri farkliliklari olmasina ragmen, bu
farkliliklar yara iyilesmesi modellerinde ratlarin kullanilmasina engel degildir. Sadece
sonuclart yorumlarken bu farkliliklarin g6z Oniine alinmasi gerekmektedir (Sanapalli ve

digerleri, 2021).
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6. SONUC VE ONERILER

Streptozotosin ile diyabet olusturulmus ratlarda TENS uygulamasinin akut insizyonel

yara iyilesme siirecine ve oksidatif strese olan etkisini degerlendirmeyi amaclayarak

planlanan ¢alismadan asagidaki sonuclar elde edilmistir;

1.
2.

Streptozotosinin diyabetik hayvan modelleri olusturulmasinda etkili bir ajan oldugu,
Diyabet gelistiginde inflamatuvar hiicre sayilarinda degisiklik oldugu, mast hiicre
sayisinda artis ve makrofaj sayisinda diigme meydana geldigi,

Insizyonel yara olusturulmas: sonrasi 3. giinde hem diyabetik hem nondiyabetik
grupta mast hiicre, makrofaj ve notrofil sayilarinda artis oldugu ve inflamasyon

stirecinin gelistigi,

. Insizyon sonras1 7 giin TENS grubunda nétrofil sevilerinde diisme ile inflamasyonun

siddetinin azaldigi,

7. giin TENS uygulanan grupta makrofaj ve mast hiicre sayilarindaki azalma, TENS
uygulamasinin erken evrede inflamatuvar siireci kisalttigi,

TENS uygulanan gruplarda anjiogenezisin zamaninda yavasladigi,

7 giin TENS uygulamasinin fibroblast sayisini diistirdiigi,

TENS uygulamasinin VEGF ve FGF salmimim azalttigi, ancak bu azalmanin
zamaninda ger¢eklesmesi ile uzamis inflamatuvar fazin engellendigi,

Diyabetin SOD aktivitesinde azalmaya, MDA aktivitesinde artisa neden olarak

oksidatif strese yol agtig1,

10. TENS uygulamasinin SOD aktivitesinde artis, MDA aktivitesinde azalmaya neden

olarak oksidatif stresi engelledigi sonucuna varilmistir.

Arastirmadan elde edilen sonuglar dogrultusunda;

Diyabetli kisilerde olusan yaralarda inflamatuvar fazin uzamasi yaranin iyilesmesinde

gecikmeye neden olan faktorlerdendir. Arastirmamizda yaralanma sonrast 3 giin uygulanan

TENS uygulamasi ile inflamatuvar hiicrelerde artig, 7. giinde inflamatuvar hiicrelerde azalma

olmasi inflamatuvar siirecin kisalmast ve inflamasyonunun siddetinin azaldigi yoniinde

yorumlanabilir. Erken donemde TENS uygulamasi ratlarda insizyonel yaranin inflamasyon

stireci tizerine olumlu etkisi olup kisalmasina yol agmistir. Bu nedenle diyabetli kisilerde

yaralanma sonrasi erken donemde TENS uygulanmasinin yaranin iyilesmesine katki
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saglayabilir. Ciinkii diyabetli bireylerde yara iyilesmesinin gecikmesindeki Onemli
nedenlerden biri olan uzamis inflamatuvar siireg¢, TENS uygulamasi ile kisalacaktir.
Inflamasyon siirecindeki kisalma ile yara iyilesmesindeki gecikmeler engellenecek, yaranin
kroniklesmesinin Oniine ge¢ilmis olacaktir. Bu nedenle diyabetli kisilerin yaralanma

bolgesinde TENS uygulamasinin hastalarin yararina olabilecegi yoniinde diisiiniilmektedir.

Yara iyilesmesinin desteklenmesi igin bir ¢ok yontem kullanilmaktadir. Bu yontemleri
uygularken maliyet etkin bir yontem olmasi tercih sebebidir. TENS kolay uygulanabilen, yan
etkisi olmayan ve ucuz bir uygulama olmasi nedeni ile maliyet-etkin bir uygulamadir.
Diyabetik iilserler, basing iilserleri, kronik venoz iilserlerde etkinligi kanitlanmis olan diisiik
frekanslt TENS uygulamasi ¢alismamiz sonuglarina gore akut insizyonel yaralarda da etkili
oldugu sonucuna varilmistir. Ileri klinik arastirmalar ve insan dokusu iizerine etkilerinin

degerlendirildigi calismalara gereksinim duyulmaktadir.

Yara iyilesmesinde diisiik seviyelerde ROT iiretimi anjiyogenezin ve hiicre
kemotaksisinin baslatilabilmesi i¢in gereklidir. Ancak asir1 ROT iiretimi ile hiicre igi
enzimatik veya non-enzimatik antioksidanlarin yetersiz kaldigi durumlarda oksidatif strese
neden olarak yara iyilesmesini olumsuz etkileyen bir faktordiir. Arastirmamizin verilerine
gore TENS uygulamasi ile SOD aktivitesinin artigi ve MDA seviyesinin azaldigi, bozulmus
olan oksidatif dengenin antioksidan lehine kaydigi bulunmustur. Diyabetik yaralarda yara
iyilesmesinde bozulmadan sorumlu oldugu bilinen oksidatif stres tizerine TENS
uygulamasinin etkili oldugu sonucuna varilmistir. Ancak dokuda oksidan-antioksidan
parametrelerinin degerlendirilmesi ile ¢alismamizin verileri desteklenmis olacaktir ve ileri

caligmalara gereksinim vardir.

Deneysel ¢aligma modelimiz, gelisen tip ve teknolojik uygulamalar dogrultusunda yeni
yontemler gelistirme veya uygulamalarin bilimsel veriler dogrultusunda kanitlanmasi igin

hemsireler i¢cin yol gdsterici olacaktir.
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