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Onsoz

Yanikta hasarlanmis doku miktarinin en az seviyede tutulmasi, tedavinin temel
amaglarindan biridir. Yaniga travmasina esas maruz kalan ve hasar géren dokunun
cevresinde, erken donemde yasamini surdiren fakat zaman icinde nekroza giden bir
bdlge vardir ve bu bolgeye staz zonu adi verilmektedir. Bu bodlgedeki dokularin
korunmasi yanik sonrasi hasarlanmis doku miktarinin azaltilmasina olanak
saglamaktadir. Bu bdlgedeki dokularin korunmasi igin birgok madde ve yodntem
denenmis olsa da higbiri klinik uygulamaya ge¢memistir. Biz, bitkisel kaynakl bir
flavonoid olan kersetinin antioksidan, antiinflamatuar ve antiapopitotik 6zellikleri ile
yanik staz zonu dokulari yasayabilecegini arttiracagi hipotezi ile bu projeyi planladik.
Bu projede amacimiz ratlarda akut ve kronik kersetin tedavisinin yanik staz
bolgesindeki dokularin yasayabilirligi arttirip artiramadigini ve yanik staz zonunda
olusan otofaji ve apoptoz uzerindeki etkisini gostermektir. Projemiz Namik Kemal

Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi Tarafinca desteklenmistir

Yrd. Dog. Dr. A. Erkan Orhan
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Tablo ve Sekiller

Tablo 1: Gruplara gore 7.gundeki staz zonunda yasayan doku miktari ve PCNA
duzeyleri.

Tablo 2: Gruplara ve doku 6rnegi alinma zamanlarina gore laboratuar élgumleri.
Tablo 3: Gruplara gore 24.saatteki apopitoz ve otofaji duzeyleri.

Resim 1: Comb yanik modeline uygulanmasi.

Resim 2: Yanik islemi sonrasi dokularin gérunimda.

Resim 3: 7. gunde gruplardaki nekroz alanlarinin géranamda.

Resim 4: Gruplarin sintigrafik goruntuleri.

Resim 5: 7. gundeki histolojik gorunim.Tum gruplarda reepitelizasyonizlenmekte (HE
boyama, x400 buyutme ).

Resim 6: Gruplardaki apoptotik hucrelerin gorunumu (TUNEL boyama x400 bayuitme).
Resim 7: Gruplardaki apoptotik hucrelerin gorunimu (antibeklin boyama x400
bayutme).

Resim 8: Gruplardaki proliferasyonun gérunumua (PCNA boyama x400 buyutme).
Sekil 1: Gruplara gore 7.gundeki staz zonunda yasayan doku miktari.

Sekil 2: Gruplardaki MPO duzeyleri.

Sekil 3:Gruplardaki MDA duzeyleri.

Sekil 4: Gruplardaki nitrotirozin duzeyleri.

Sekil 5: Gruplardaki apoptoz duzeyleri.

Sekil 6: Gruplardaki otofaji seviyesi.



Ozet

Yanik tedavisinde esas amag hasarlanan doku miktarinin minimal seviyede tutmaktir.
Yanik alanin geniglik ve derinliginin miktari hastalarin mortalite ve morbiditesini
belirleyen temel faktordur. Staz zonu olarak tanimlanan ve koagulasyon alanini
cevreleyen alan yanik sonrasi olusacak nekrozun derinlik ve genisligini belirleyen kritik
bolgedir. Birgok ajan staz zonundaki dokularinin korunmasi igin denenmigtir. Bu
deneysel c¢alismada birgok degisik doku Uzerinde antioksidan, antiinflamatuar ve
antiapoptotik etkisi oldugu bilen kersetinin yanik staz zonu Uzerindeki etkisi
incelenmektedir. Calismada kersetin tedavisi yapilmayan, akut(yanik sonrasi tedaviye
baglanan) kersetin tedavisi yapilan ve kronik(yanik dncesi tedaviye basglanan) kersetin
tedavisi yapilan gruplar karsilagtirildi. Tedavi sonrasi yanik yarasi genigligi planimetrik
ve sintigrafik olarak degerlendirildi. Ek olarak doku oOrnekleri alinarak
malondialdehyde(MDA), myeloperoksidaz(MPO) ve nitrotirozin seviyeleri, kersetinin
antiinflamatuar ve antioksidan etkisinin gosterilmesi igin dlguldu ve doku orneklerinde
apoptoz ve otofaji seviyesi belirlendi. Kersetin ile tedavi edilen gruplarda nekroz
miktarinin ve apoptozun kontrole gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha
az oldugu, otofajinin de kontrol grubunda, kersetin ile tedavi edilen gruplara goére
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha fazla oldugu géruldia. MDA,MPO and
nitrotirozin 6lgim degerlerini bakiminda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli
olacak sekilde bir fark tespit edilmedi. Sonug¢ olarak bu ¢calisma da kersetinin staz zonu

uzerinde koruyucu etkisi oldugunu gostermigtir.

Anahtar Kelimeler: Kersetin; staz zonu; apoptoz; otofaji; yanik



Abstract

Keeping the amount of damaged tissue at a minimum is one of the primary goals of
treatment in burns. The width and depth of the burned area is at the top of the factors
affecting mortality and morbidity in patients.The zone of stasis, the encircling area of
the zone of coagulation, is a critical area which determines the depth and width of the
necrosis in burns. Many agents were proposed to salvage the zone of stasis. Due to
the known antioxidant, antiinflammatory and antiapoptotic effects of quercetin on
multiple tissue, the effect of quercetin on saving the zone of stasis was investigated in
this experimental study. No quercetin treatment, acute (treatment started after burn
injury) quercetin treatment and chronic(treatment started before burn injury) quercetin
treatment was compared in a rat comb-burn model. The extent of burn wounds was
evaluated by planimetry and scintigraphy in the groups. Additionally, skin samples
were obtained to analyze malondialdehyde (MDA), myeloperoxidase (MPO),
nitrotyrosine to see antiinflamatuary and antioxidant effect of quercetin and apoptosis
and autophagy levels were evaluate. Necrosis rate and apoptosis were statisticaly
significant lower in quercetin treatment groups and autophagy level were statisticaly
significant lower in control group. There were no difference between the groups in
terms of MDA,MPO and nitrotyrosine concentrations. In conclusion, this study showed

us the possible saving effect of quercetin on the zone of stasis.

Key words: Quercetin; zone of stasis; apoptosis; autophagy; burn



Proje Ana Metni
GIRIS

Yanik yarasinin genislik ve derinliginin artmasi erken donemde sivi kaybinin
artmasina ve sok, sepsis, multiorgan yetmezIigi gibi 6lumcul komplikasyonlarin daha
fazla olusmasina (Grunwald, 2008) ge¢ donemde ise yaranin geg iyilesmesi hipertrofik
skar olusmasi, pigmentasyon bozukluklarina ve kontraktir gelismesine neden
olmaktadir(Shakespeare, 2001; Singh, 2007). Bu nedenlerle de hastalarin daha fazla
medikal ve cerrahi tedavi gereksinimi olmakta ve moralite(6lum) ve morbiditeleri
artmaktadir(Johnson, 2003). Yanik tedavisinde hasarlanmis doku miktarinin en az

seviyede tutulmasi, tedavinin temel amaglarindan biridir.

1953 yilinda Jackson yanik nedeni ile etkilenmig dokulari hasarin agirligi ve kan akimi
degisimlerine gore 3 bolgeye ayirmistir. Yanik nedeni ile dokularin geri donugsuz
hasarlandigi ve koagulasyon nekrozunun olugtugu merkezdeki bolgeye koagulasyon
zonu adi verilmektedir. Bu bolgeyi ¢cevreleyen, travma sonrasi dokularin indirekt olarak
hasar gordugu bodlgeye, staz zonu adi verilmektedir. En distaki travma sonrasi
dogrudan hasarin olmadigi, travmaya cevap olarak kan akiminin arttigi ve inflamatuar
cevabin gelistigi bolgeye ise hiperemi zonu adi verilmigtir (Jackson, 1953). Staz
bolgesindeki dokular yanik travmasindan hemen sonrasi canliliklarini sirdurseler bile,
0dem, uzamis inflamasyon, serbest oksijen radikallerin olugsmasi, sitotoksik sitokinlerin
ortamda toplanmasi, hiperkoabilite gibi sebeplerle kan akimi azalmasi 48 saat iginde
doku nekrozu olusmasina (Shupp, 2010) ve bu durum da yanik geniglik ve derinliginin

artmasina neden olmaktadir(Tan, 2013).



Staz bolgesindeki dokularda termal enerjiye maruziyet sonrasi inflamasyon olugmakta
vaskuler gegirgenlik artmakta ve doku 6demi gorulmektedir. Bu inflamasyon sirasinda
ortamda toplanan nétrofillerden sitotoksik sitokinler ve serbest oksijen radikalleri(ROS)
salinmaktadir. Yanikta inflamasyonun uzamasi nedeniyle ortamdaki asir miktarda
biriken sitokin ve ROS’lar1 antioksidan mekanizmalar dengeleyememekte ve bunun
sonucunda da lipid, protein ve nukleik asid gibi vital yapilarda hasarlanma
olmaktadir(Shupp, 2010). inflamasyon sirasindan nétrofillerin postkapiller veniillerde
asiri toplanmasi damarlarda tikanmaya neden olmakta ve dokularin perfizyonu
azalmaktadir. (Gravante, 2006). Bu degisimler staz zonundaki dokularin iskemik ve
nekrotik hale gelmelerine neden olur(Eski, 2011). Yapilan c¢aligmalarda staz
bolgesinde ilk 24 saate otofaji oldugu, ilk 48 saatte de apopitozun yogun sekilde
oldugu, 48 saaten sonra ise nekrozun daha yogun olarak oldugu gorulmustar(Tan,
2013). Ozetle Staz bolgesindeki patofizyolojinin mekanizmasi inflamasyon, ve

notrofillerin toplanmasi, ROS salinimi ve apopitoz olmasidir.

Staz zonundaki hasarin revesible olmasi nedeni ile bu alandaki dokularin korunmasi
icin antitrombotik, antikoagulan, antiinflamatuar ve antioksidanlar ajanlar kullanilarak

birgcok deneysel ¢alisma yapilmis ve belli basarilar elde edilmistir(Uygur, 2009).

Kersetin(3,30 ,4O ,5,7-pentahydroxylflavone) flavonol tip bir flavonoiddir. Basta
turuncgilleri, sogan, brokoli olmak Uzere bircok sebze ve mevyelerde bulunmaktadir
ve insanlari diet ile aldiklari en beligin flavonoittir( Kimura, 2009).

Kersetinin en potent reaktif oksijen turlerine (ROS) karsi temizleyici flanvonoidlerden
biridir. Kersetinin ayni zamanda anti-inflamatuar etkinligi de vardir. Birgok galisma
kersetinin antifibrinolitik, antikoagulan, antibakteriyel, antiapoptotik ve antiproliferatif

etkisi oldugu gosterilmistir(Chen, 2014).



Bizim hipotezimiz; kersetinin antioksidan, antiinflamatuar ve antiapopitotik 6zelligi ile
yanik staz bolgesi dokularinin yasayabilirligini arttiracagidir. Bu ¢alisma ile amacimiz
ratlarda akut ve kronik kersetin tedavisi ile yanik staz bolgesindeki dokularin

yasayabilirligi Uzerindeki etkisini gdstermektir.

GEREG ve YONTEM

Bu calisma igin Trakya Universitesi Deney Hayvanlari Yerel Etik Kurulu’ndan onay
alindi ve Trakya Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Aragtirma Laboratuvar’inda
yapildi. Calisma igin Trakya Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma
Laboratuvar’inda uretilmig agirliklari 250- 350 gr olan 48 adet Wistar Albino cinsi disi
rat kullanildi. Ratlar uygun kafeslerde, ortalama 20 C sicaklikta ve 12 saat karanlik 12

saat aydinlik ortamin saglandigi kosullarda barindirildi.

Tam cerrahi islemler %10’luk ketamine HCI (50 mg/kg- Alfamine ®- IM) ve ksilazin HCI
(2,5 mg/kg- Rompun ®- IM) anestezisi altinda, ayni cerrah tarafindan steril kogullarda
gerceklestirildi. Cerrahi igslem sonrasi donemde ratlarin birbirlerine zarar vermelerini
onlemek amaciyla, hayvanlar ayri kafeslerde tutuldu. Tum ratlara standart rat yemi

verildi ve herhangi bir su ve yem kisitlamasi yapiimadi.

Ratlar 3 gruba ayrildi ve her grupta kendi icinde 2 alt gruba ayrildi bu sekilde her

birinde 8 rat olacak sekilde 6 grup olusturuldu.

Grup 1a ve grup 1b’deki ratlara yanik prosedurtu oncesi 7 gun boyunca ve yanik



sonrasi hemen baslanarak Otenazi yapilincaya kadar gunluk 1 ml

dimethylsulfoxide(DMSO) intraperitoneal uygulandi.

Grup 2a ve Grup 2b’deki ratlara yanik proseduru 6ncesi 7 gun boyunca gunlik 1 ml
DMSO ve yanik prosedurinden hemen sonra baslanarak 6tenazi yapilincaya kadar

gunlik 1 ml DMSO i¢inde ¢ozulmus 50mg/kg kersetin intraperitoneal olarak uygulandi

Grup 3a ve Grup 3b’deki hayvanlara yanik prosedurt 6ncesi 7 gun boyunca ve yanik
sonrasi hemen baslanarak Otenazi yapilincaya kadar gunlik 1 ml DMSO iginde

¢ozulmus 50mg/kg kersetin intraperitoneal olarak uygulandi.

Her grup ‘a’ ve ‘b’ olarak isimlendirilecek 2 alt gruba ayrildi

‘a’ alt grubundaki hayvanlara (grup 1a, grup 2a, grup 3a) yanik prosedurunde 24 saat
sonra yuksek doz anestezik madde verilerek 6tenazi yapildi.Bu gruptaki hayvanlardan
alinan doku orneklerinde, biyokimyasal, histopatolojik ve immunohistokimyasal
incelemeler yapildi.

‘b’ alt grubundaki hayvanlara (grup 1b, grup 2b, grup 3b) yanik prosedurinden 7 gun
sonra yuksek doz anestezik madde verilerek Otenazi yapildi. Bu gruplarda 6nce
sintigrafik ve makroskopik inceleme yapildi daha sonra alinan doku orneklerinde

biyokimyasal, histopatolojik ve immunohistokimyasal incelemeler yapildi.

Yanik proseduru

40mg/kg Ketamin ve 10 mg/kg Xylazin ile anestezi saglandiktan sonra hayvanlarin sirt
bolgeleri tras edildi. Uygun antiseptik uygulama sonrasi Regas ve Ehrlich (Regas,
1992)'in tanimladigi Comb yanik modeline uygun olarak 10 x 20 mm boyutlarinda 4

adet kolu ve aralarinda 5 mm x10 mm boyutlarinda 3 adet boslugu olan 6zel yapim



celik plak kaynar su igcinde 15 dk tutulacak ve daha sonra havyanlarin sirt bolgesinde
orta hatta 20 saniye boyunca basing olusturulmadan temas ettirildi. Bu sekilde metal
plagin kollarinin sirt bolgesine temas ettikleri yerlerde yanik ve arada kalan bolgelerde

ise yanik staz bolgesi olustu(Resim 1,2).




Resim 1: Comb yanik modeline uygulanmasi

Yanik isleminden hemen sonra Yanik isleminden 24 saat sonra Yanik isleminden 7 giin sonra

Resim 2: Yanik iglemi sonrasi dokularin gérunimu

Makroskopik inceleme:
Staz bolgeleri milimetrik kagit Gzerine gizilerek nekrotik bélgenin alani hesaplandi ve
staz bdlgesinin toplam alanina oranlanarak yuzde cinsinden nekrotik alan miktari

hesaplandi. Elde edilen sonuglar gruplar arasinda karsilasgtirildi.

Sintigrafik inceleme
Grup 1b, Grup 2b ve Grup 3b’deki ratlar iginden, her gruptan rastgele 2 rat sekilde ve

yanik isleminden 7 gun sonra Ketamin+Xylazin ile anestezi saglandiktan sonra

intraven6z 2cc 111 MBq (3 mCi) technetium-99m methoxyisobutylisonitrile (99Tcm-

MIBI) verildi ve yarim saat sonra yuksek doz anestezi ile 6tenazi yapildi. Yanik alanlari



cevredeki 2 cm normal deri ile beraber panniculus carnosusu dahil edilerek eksize

edildi. 99Tcm—MIBI enjeksiyonundan 1 saat sonra spesmenlerin sintigrafik gorantaleri
gamma kamera kullanilarak tespit edildi. Goruntulerde yanik bolgeleri arasindaki
rolatif olarak linear artan aktiviteler vital alan olarak degerlendirilecek ve piksel sayilari

sayllarak oranlama yapildi.

Biyokimyasal dlgumler:

Deneklerden elde edilen doku drnekleri homojenize edilerek ;

inflamasyonla iliskili oldugu bilinen MPO degeri, treticinin tarifine uygun olarak yapilan
islemler ile ticari ELISA kitleri kullanilarak olguldi. Meydana gelmesi beklenen
oksidatif hasar ve antioksidan savunma sisteminin degerlendiriimesi amaciyla
malondialdehit (MDA), ve nitrotirozin degerleri, Ureticinin tarifine uygun olarak yapilan
islemler ile ticari ELISA kitleri kullanilarak olguldu.Calisma plani yapilirken superoksid
dismutaz (SOD) duzeyi 6lgulmesi planlanmigtir fakat SOD ELISA kitinde olusan teknik

problem nedeni ile 6lgim yapilamamistir

Histopatolojik inceleme
Doku ornekleri %10 formalin iginde fikse edildi ve daha sonra standart dehidratasyon
ve parafinde dondurma iglemleri yapildi. 5 ym kalinliginda deri kesitleri kesildi ve

hemotoksilen eosin boya ile boyandi ve x400 buyutmede degerlendirildi (H&E).

Terminal deoxynucleotidyl (TUNEL) inceleme
Apoptozu tespit etmek icin TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick
end labeling) tahlili, in situ apoptoz tespit etme kiti (ApopTag Plus Peroxidase in Situ

Apoptosis Detection Kit; S7101-KIT, EMD Millipore), Ureticinin tarifine gore uygulandi.



Slaytlar 151k mikroskopunda yuksek ¢ozunurlukte x400 buyutmede degerlendirildi.
Cekirdekleri kahverengi boyanmig hucreler TUNEL pozitif hucreler olarak
degerlendirildi ve her staz zonu kesitinde rastgele olarak segilmis 10 alanda sayildi.

Veriler her 6rnekte ortalama hucre sayisi olarak hesaplandi.

immunhistokimyasal inceleme

Formalinde tespit edilmis ve paraffin icine gomulmus deri dokularindan 5um
kaliniginda kesitler alindi.immunhistokimyasal islem icin kesitler deparafinize ve
rehydrate edildi ve heat-mediated antigen retrieval uygulandi. Daha sonra kesitler %3
hidrojen perokside 10 dakika boyunca maruz birakildi. Primer antiyen proliferating cell
nuclear antigen (PCNA) 1:20,000, (Cell Signaling, USA); anti-beclin; 1:100, (Novus,
USA) ile gece boyu inkiibasyon sonrasi proksidaz bagh seconder antijenler eklendi.
immunreaktivite diaminobenzidine (DAB; Vector Laboratories) ile izlendi ve karsi

boyama olarak hematoksilen kullanildi.

Proliferasyon indeksi PCNA ile tespit edildi. Cekirdekleri kahverengi boyanan hucreler
PCNA pozitif hlcreler olarak tanimlandi ve immunreaktivite, her staz zonu kesitindeki
rastgele olarak secilen 10 adet alan yuksek ¢ozunurlukte x400 buyutmede, PCNA ile
boyanan hucreler HSCORE(histolojik skor) a gore tespit edildi.(1:az, 2: orta ve 3:¢ok).
Veriler her ornekte ortalama hucre sayisi olarak belirlendi. Slaytlar ¢ift kor sekilde

incelendi ve skorlandi



istatistiksel Analiz:

Devamli degigkenlerin dagihminin normal olup olmadigi Shapiro Wilk testi ile
degerlendirildi.Levene testi varyanslarin homojenitesini degerlendirmek igin kullanildi.
Veriler ortamazstandart sapma veya ortanca(%25- %75) olarak gosterildi.

Gruplar arasindaki farklilik, eger degiskenler normal dagiimis ise One-Way ANOVA
testi ile normal dagilmamis ise Kruskal Wallis testi ile belirlendi. One-Way ANOVA
testi ile p-degeri istatistiksel olarak anlamli ise post-hoc Tukey HSD testi hangi grubun
digerilerinden anlamli oldugunun gosterilmesi i¢in kullanildi. Ayni control veya tedavi
grubunde 24. Saatte Otenazi yapilan ve 7. GUnde Otenazi yapilan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkin olup olmadigi Student's t or Mann Whitney U testi ile

degerlendirildi.

Veri analizleri igin IBM SPSS Statistics version 17.0 software (IBM Corporation,
Armonk, NY, USA) programi kullanildi. p degerinin 0.05'den az olmasi istatistiksel

olarak anlamli Kabul edildi.



BULGULAR

Makroskopik inceleme Bulgulari

Tablo 1: Gruplara goére 7.gindeki staz zonunda yasayan doku miktari ve PCNA

duzeyleri
Staz zonunda yasayan PCNA
doku miktari(%)
Grup 1 16.81+9.48%° 50.40+3.65°°
Grup 2 40.37+9.75%° 33.80+8.70°
Grup 3 85.41+14.06°° 30.00+10.80°
p-degeri t <0.001 0.006

T One-Way ANOVA, a: Group 1 vs Group 2 (p<0.05), b: Group 1 vs Group 3 (p<0.01), ¢c: Group 2 vs

Group 3 (p<0.001).

100

80

60

40

20

Staz zonunda yasayan doku
miktari(%)

Grup 1

Grup 2

Grup 3

Sekil 1: Gruplara gore 7.glindeki staz zonunda yasayan doku miktari

Grup 1b’deki deneklerin staz bdlgesindeki dokularin ortalama %16.81(x£9.4)’inin

yasadigi, grup 2b’deki

deneklerin staz bolgelerindeki

dokularin ortalama



%40.37(x9.75)’inin yasadigi, grup 3b’deki deneklerin staz bdlgelerindeki dokularin
ortalama %85.41(x14.06)inin yasadigi hesaplandi. istatistiksel olarak gruplar
karsilastinldiginda Grup 3b’deki yasayan doku miktarinin grup 1b ve grup
2b’den(p=0.002 ve p<0.001), grup 2b’deki yasayan doku miktarinin ise grup 1b’den
istatistiksel olarak anlamh olacak gekile daha ylksek oldugu tespit

edildi(p<0.001).(Tablo 1)(Resim 3)(Sekil 1)

Grup 1b Grup 2b Grup 3b

Resim 3: 7. gunde gruplardaki nekroz alanlarinin gérunuma



Sintigrafik degerlendirme

Caligma sirasinda teknik imkanlardaki kisitlilik nedeni ile tum hayvanlara sintigarfi
yapilamamis her gruptan sadece 2 denege sintigrafi uygulanmistir. Sintigrafi yapilan
grup 3b ‘deki ratlarin gama sayimi 7975.72 ve 8165. 61, grup 2b’deki deneklerde 7240,
55 ve 7080.60 ve grup 1b’deki deneklerde 6110.95 ve 6350.45 olarak olgulmugtur.

Ornek sayisinin az olmasi nedeni ile istatistiksel karsilastirma yapiimamistir(Resim 4).

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Resim 4: Gruplarin sintigrafik gortntuleri



Biyokimyasal Bulgular

Tablo 2: Gruplara ve doku 6rneg@i alinma zamanlarina gore laboratuar dlgumleri

Grup 1 Grup 2 Grup 3 p-
degeri ®
MPO(ng/ml)
24. saat 10.20%0.95 9.94+0.89 9.52+1.00 0.422+
7. giin 8.25+0.61 7.62+0.83 7.410.91 0.216%
p-degeri ° <0.0019 <0.0019 0.0067
MDA(ng/ml)
24. saat 7.09(4.85-7.61)  3.76(1.51-8.87)  3.22(0.90-7.62)  0.519%
7. giin 18.98(10.95- 17.42(11.02- 14.05(9.53- 0.589%
20.25) 27.15) 19.57)
p-degeri ° <0.0015 <0.0015 <0.0015
Nitrotyrosine(ng/ml)
24. saat 249.47+24 .42 245.55+22.01 239.03+24.79  0.682%
7. giin 228.77+40.09 199.33+28.92 194.31422.32  0.164%
p-degeri ° 0.2539 0.0109] 0.0059

a: Ayni grubun doku 6érnegi alinma zamanina gore karsilastiriimasi, b: Ayni doku 6rnegi alinma
zamaninda gruplarin birbirleri ile karsilastiriimasi. + One-Way ANOVA, I Kruskal Wallis test q
Student's t test, $ Mann Whitney U test.



Kontrol ve deney gruplarinda staz zonundan 24. saatte ve 7. gunde alinan doku

orneklerinde ELISA kiti ile MPO degerleri dlgtimustur.
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Sekil 2: Gruplardaki MPO duzeyleri

Grup 1a ‘da 24 saatte elde edilen MPO degeri ortalamasi 10.20(x0.95)ng/ml, grup
2a’da 9.94(+0.89)ng/ml ve grup 3a’da 9.52(+1.00)ng/ml olarak olgtlmustur. Gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml fark tespit edilememistir(p:0.422).

Grup 1b ‘da 7. ginde elde edilen MPO degeri ortalamasi 8.25(x0.61)ng/ml, grup
2b’de 7.62(+0.83)ng/ml ve grup 3b’de 7.41(x0.91)ng/ml olarak ol¢ilmustir. Gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml fark tespit edilememistir(p:0.216).

Her deney ve tedavi grubunda 24. saat ve 7. glinde elde edilen MPO degerleri kendi
aralarinda karsilastinlldiginda ise MPO degerinin Grup1b’de grup 1a’dan istatistiksel
olarak anlamli olacak sekilde daha dusuk oldugu(p<0.01), Grup2b’de grup 2a’dan

istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha disuk oldugu(p<0.01), Grup 3b’'de



grup 3a’dan istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha dusuk oldugu tespit
edilmistir(p:0.06)(Tablo 2)( Sekil 2).
Kontrol ve deney gruplarinda staz zonundan 24. saatte ve 7. gunde alinan doku

orneklerinde ELISA kiti ile MDA degerleri olgulmusgtur.
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Sekil 3:Gruplardaki MDA duzeyleri

Grup 1a ‘da 24 saatte elde edilen MDA degeri ortalamasi 7.09(4.85-7.61)ng/ml , grup
2a’da 3.76(1.51-8.87)ng/ml ve grup 3a’da 3.22(0.90-7.62)ng/ml olarak olgulmustur.
Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilememistir(p:0.519).

Grup 1b ‘da 7. ginde elde edilen MDA degeri ortalamasi 18.98(10.95-20.25)ng/ml,
grup 2b’'de 17.42(11.02-27.15)ng/ml ve grup 3b’de 14.05(9.53-19.57)ng/ml olarak
OlcUlmustur.  Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh fark tespit

edilememigtir(p:0.589).

Her deney ve tedavi grubunda 24. saat ve 7. gunde elde edilen MDA degerleri kendi
aralarinda kargilastinidiginda ise MDA degerinin Grup1b’de grup 1a’dan istatistiksel

olarak anlamli olacak sekilde daha yuksek oldugu(p<0.01), Grup2b’de grup 2a’dan



istatistiksel olarak anlamh olacak sekilde daha yuksek oldugu(p<0.01), Grup 3b’'de
grup 3a’dan istatistiksel olarak anlamli olacak gekilde daha yuksek oldugu tespit

edilmigstir(p<0.01)(Tablo 2)( Sekil 3 ).

Kontrol ve deney gruplarinda staz zonundan 24. saatte ve 7. gunde alinan doku

orneklerinde ELISA Kkiti ile nitrotirozin degerleri dlgtlmustur.
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Sekil 4: Gruplardaki nitrotirozin dizeyleri

Grup 1a ‘da 24 saatte elde edilen nitrotirozin degeri ortalamasi 249.47(+24.42)ng/ml,
grup 2a'da 245.55(x22.01)ng/ml  ve grup 3a’da 239.03(x24.79)ng/ml olarak
Olclilmustir.  Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh  fark tespit

edilememigtir(p:0.682).

Grup 1b ‘da 7. ginde elde edilen nitrotirozin degeri ortalamasi 228.77(+40.09)ng/ml,
grup 2b'de 199.33(x28.92)ng/ml  ve grup 3b’de 194.31(x22.32)ng/ml  olarak
Olclilmustir.  Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh  fark tespit

edilememigtir(p:0.164).



Her deney ve tedavi grubunda 24. saat ve 7. gunde elde edilen nitrotirozin degerleri
kendi aralarinda karsilastirildiginda ise Grup1a ile grup 1b arasinda istatistiksel olarak
fark tespit edilmemistir(p:0.253). Nitrotirozin degerinin Grup2b’de  grup 2a’dan
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha disik oldugu(p:0.01), Grup 3b’'de
grup 3a’dan istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha dusuk oldugu tespit

edilmistir(p:0.005) (Tablo 2)( Sekil 4).

Histolojik Bulgular

Yanik uygulamasindan 1 gun sonra HE boyali preparatlarda yanik alanlar dejenere ve
dokulmus epitelin varhgi ile staz zonundan ayrilmaktaydi. Yaniga bagl olarak epitel
alti bag dokusunda yer yer kanama odaklari gézlenmekle birlikte bunlarin DMSO ve
tedavi gruplarinda da varhgi tespit edildi. Yanik uygulamasindan 7 gun sonra
reepitelizasyon tum gruplarda gozlendi ve gruplar arasinda epitel kalinligi agisindan
belirgin bir fark dikkati gekmedi (Resim 5). Gerek 1 gunlik gerekse 7 glnlik doku

orneklerinde infiltrasyon gézlenmedi.

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Resim 5: 7. glndeki histolojik gorunium.Tum gruplarda reepitelizasyonizlenmekte

(HE boyama, x400 buyutme )



immunhistokimyasal Bulgular

Tablo 3: Gruplara gore 24.saatteki apopitoz ve otofaji diizeyleri

Apoptoz Otofaji
Grup 1 37.4+11.5° 27.17+5.532
Grup 2 33.8408.7° 21.0045.66°
Grup 3 30.0+10.8%" 49.50+8.58*°
p-degeri <0.001t <0.001t

T One-Way ANOVA, a: Group 1 vs Group 3 (p<0.001), b: Group 2 vs Group 3 (p<0.001).
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Sekil 5: Gruplardaki apoptoz duzeyleri

Yanik uygulamasindan 24 saat sonra staz zonunda isaretlenen TUNEL pozitif hiicre
sayllarinin deney gruplarindaki dagilimi Tablo 3 de gosterilmistir. Apoptotik hucreler,
basta ylzey epiteli olmak Uzere kil foliklll epitelinde tespit edildi. Grup 1a’ da tespit
edilen apoptoz miktari ortalamasi 37,4(x11.5),, Grup 2a’da tespit edilen apoptoz
miktar1 ortalamsi 33,8(x8.7) ve grup 3a’da tespit edilen apoptoz miktari ortalamsi

30(x10.8) olarak hesaplanmistir. istatistiksel olarak analiz yapildiginda grup 3a’deki



apoptoz mikari, grup 1a ve grup 2a’dan istatistiksel olarak daha az oldugu(p<0.01),
grup 2a’daki apoptoz miktari ise grup 1a’dan istatistiksel olarak daha az oldugu tespit

edilmistir(p<0.01)(Tablo 3)(Resim 6)(Sekil 5).

Grup 1 Grup 2 Grup 3

Resim 6: Gruplardaki apoptotik hiicrelerin goériinimu (TUNEL boyama x400 biyiitme)
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Sekil 6: Gruplardaki otofaji seviyesi



Yanik uygulamasindan 24 saat sonra, yanik derinin staz zonunda ve 6Ozellikle derin
dermiste yerlesmis otofajinin varligini igaret eden Beklin pozitif hicreler, koyu
kahverengi boyanmis sitoplazmalari ile ayirt edildi. Grup 1a’ da tespit edilen otofaji
miktari ortalamasi 21.00(+5.66), Grup 2a’da tespit edilen otofaji miktari ortalamsi
27.17(£5.53) ve grup 3a’da tespit edilen otofaji miktari ortalamsi 49.50(+8.58) olarak
hesaplanmistir. istatistiksel olarak analiz yapildiginda grup 3a’deki otofaji mikari, grup
1a ve grup 2a’dan istatistiksel olarak daha fazla oldugu(p<0.01), grup 2a’daki otofaji
miktari ise grup 1a’dan istatistiksel olarak daha fazla oldugu tespit

edilmigtir(p<0.01).(Tablo 3)(Resim 7)(Sekil 6).
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Resim 7: Gruplardaki apoptotik htcrelerin gorinimu (antibeklin boyama x400 biiyitme)
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Sekil 7: Gruplardaki PCNA seviyesi

Hucresel proliferasyonu tespit etmek amaciyla yaptigimiz PCNA immun isaretlemesi
sonuglari Tablo 1 de gosterilmigtir. Yanik uygulamasindan 24 saat sonra elde edilen
staz zonu deri drneklerinde herhangi bir PCNA pozitif hiicreye rastlanmadi. 7 glinde
elde edilen staz zonu deri 6rneklerinde, gruplarda epidermis ve kil folikul epiteli olmak
Uzere tim epitelde tespit edilen PCNA pozitif hiicre sayisi ortalamsi, Grup 1b’ de
50.40(x3.65), Grup 2b'de 33.80(x8.70) ve grup 3b’de 30.00(x10.80) olarak
hesaplanmistir. istatistiksel olarak analiz yapildiginda grup 1b'ye gére sirasiyla; Grup
2b ve Grup 3b'de ortalama PCNA istatistiksel anlamh olarak daha disuktu (p=0.019
ve p=0.008). Grup 2b ile Grup 3b arasinda ise ortalama PCNA duzeyleri istatistiksel

olarak fark yoktur (p=0.764).(Tablo 1)(Resim 8)(Sekil 7).



Grup 1 Grup 2 Grup 3

Resim 8: Gruplardaki proliferasyonun gorunamu (PCNA boyama x400 bilyiitme)

TARTISMA

Calismamizda yanik staz zonu modeli olarak comn yanik modelini kullandik. Bu model
ile defa Regas ve Ehrlich tarafinca tanimlanmig ve bir¢gok ¢alismada kullaniimig bir
modeldir(Regas, 1992;Tan, 2013). Staz zonundaki degisimler tespit edilebilmesi ve
elde edilen sonuglarin daha 6nce bu model ile yapilan ¢aligmalarin sonuglari ile

kargilastirilabilmesi icin bu model segilmistir.

Yapilan c¢aligmalarda yanik staz zonundaki dokularin kurtarilabilmesi ve yanik
nekrozunun ilerlemesinin durdurulabilmesi icin gerekli tedavi ve girisimlerin, yanik
sonras! ilk 48 saatte yapilmasi gerektigi gostermistir(Tan, 20137). Calismamizda
kersetinin tedavisi ile yanik staz zonunda doku hasarinin ilerlemesinin azaltilmasi
amaglanmis ve kersetinin 6zellikle yanik sonrasi ilk 24 saatte, staz zonu dokularinda

olusturdugu etkiler gosterilmigtir.



Yanik sonrasl, yanik staz bolgesindeki dokularda termal enerjiye maruziyet sonrasi
inflamasyon olugsmakta vaskuler gegirgenlik artmakta ve doku 6demi gorulmektedir. Bu
inflamasyon sirasinda ortamda toplanan notrofillerden sitotoksik sitokinler ve serbest
oksijen radikalleri(ROS) salinmaktadir. Yanikta inflamasyonun uzamasi nedeniyle
ortamdaki asiri miktarda biriken sitokin ve ROS’lari antioksidan mekanizmalar
dengeleyememekte ve bunun sonucunda da lipid, protein ve nukleik asid gibi vital
yapilarda hasarlanma olmaktadir(Shupp, 2010). inflamasyon sirasindan nétrofillerin
postkapiller venullerde asirn toplanmasi damarlarda ttkanmaya neden olmakta ve
dokularin perfuzyonu azalmaktadir. (Gravante, 2006;Singer, 2006). Bu degigimler
staz zonundaki dokularin iskemi olusmasi ve hucreler O6lmesine neden olan

etmenlerdendir(Eski, 2011).

Calismamiz sonucunda kronik kersetin tedavisi ile daha fazla olmak Uzere, kersetin
tedavisinin yanik staz zonundaki doku yasayabilirligini kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli gekilde arttirdigi  makroskopik olarak yasayan doku
miktarinin  hesaplanmasi ve immunhistokimyasal olarak PCNA ile hucre

proliferasyonunun hesaplanmasi ve sintigrafik inceleme ile gosterilmistir.

Kersetinin antiinflamatuar etkinlik ile ilgili birgok ¢alisma yapilmigtir. Vicentini ve ark
(Vicentini, 2011) vyaptiklari calismada kersetinin insan keratinositlerinde, UVB
irridasyon sonrasi IL-1beta, IL-6,IL-8  ve tumor nekroz faktoru(TNF) alfa
ekspresyonunu baskiladigi, Casagrande ve ark(Casagrande, 2006) ise yaptiklar
calismada topikal kersetin uygulamasinin fare derisinde UVB- irridasyonu sonucu
olusan MPO miktarini azalttigi gostermislerdir. Fuhrman ve arkadaslari(Fuhrman,

1995), kersetinin, O2 «— ve +OH radikalleri nedeni ile hulcrelerde olusan lipid



peroksidasyonu olugsumunu azalttigini, Moroney ve ark(Moroney, 1988),,
siklooksijenaz ve lipooksijenaz enzim fonskiyonlarini inhibe ettigini, Formica ve
Regelson (Formica, 1995) ise kersetinin demir gibi gegigli metal iyonlarini selate
ettigini yaptiklari calisamalarda gostermiglerdir. Kersetin ayrica inflamatuar sitokinlerin
uretiimesinden sorumluk olan NF-kB yolaginin insan keratinositlerinde Gretimini
engellmektedir (Vicentini, 2011). Bu mekanizmalar ile kersertin antiinflamatuar etki

gOstermektedir.

Kersetin antioksidan etkisi oldugu da bilinmektedir. Kersetin ROS olugumunu
engelleyerek ve ROS’lara kargi radikal temizleyici aktivite gostererek antioksidan etki
yapmaktadir (Yin, 2013). Bu fonksiyonlara ek olarak kersetin antioksidan enzim
olusumu da arttirmaktadir. Cesitli galismalarda kersetin ve metabolitleri tedavisi ile
GSH, SOD, katalaz, GSH aktivitesinin arttigi gosterilmislerdir (Erden, 2000; Yin,

2013;Skaper, 1997).

Calismamizda yanik staz zonunda olusan inflamasyonun degerlendiriimesi ve akut ve
kronik kersetin tedavisinin inflamasyonda Uzerindeki etkisinin degerlendiriimesi igin
MPO, meydana gelmesi beklenen oksidatif hasar ve antioksidan savunma sisteminin
degerlendiriimesi amaciyla malondialdehit (MDA) ve nitrotirozin olgumleri kontrol
grubu, akut ve kronik kersetin deney gruplarinda 24. saatte ve 7. gunde 6tenazi yapilan

deneklerden alinan staz zonu doku érneklerinde ELISA kitleri kullanilarak élgtimaistir.

MDA lipid oksidayonu ile prostoglandin ve tromboksan sentezi sonrasi olusan bir

proteindir. ROS ‘arin major hedefi hucresel fosfolipidlerin uzun zincirli poliansatura



yag asitleridir. Lipid peroksidasyonu sonucu toksik aldehitler olusmaktadir ve
bunlardan biri de MDA dir(Deniz, 2013). MDA lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres
indikatord olarak kullaniimaktadir. Calismamizda kontrol, akut kersetin ve kronik
kersertin gruplarindan MDA degerleri karsilastirildiginda, 24. saatte ve 7. gunde
yapilan dlgumlerde tespit edilen MDA seviyesi grup 3’de en az, grup 1 de ise en fazla
oldugu tespit edilmigtir fakat 24. saatte ve 7. gunde olgulen degerler gruplar arasinda
karsilastinldiginda, istatistiksel olarak fark tespit edilememigtir. Kontrol grubu ve tedavi
gruplarinda, her grubun kendi igcinde 24. saatteki ve 7. gundeki degerleri
karsilastinldiginda, 7. gundeki MDA degeri, 24. saatteki degerine gore istatistiksel
olarak daha fazla oldugu tespit edilmistir. Yanik sonrasi MDA’nin ilk 24 saatte hizh
olarak yukseldigi, 24.saatten sonra daha yavas olsa da yukselmeye devam ettigi daha
onceki calismalarda gosterilmistir (Guo, 2015). Calismamizda da her grupta MDA
seviyesinin 7. gunde 24. saatteki degerinde daha yuksel oldugu tespit edilmistir.
Kersertin tedavi ile bu yukselmede azalma olsa da bu yukselme kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli olmamigtir. Deniz ve ark (2013) N-acetylcstein in yanik staz
zonu Uzerindeki etkisi Uzerinde yaptigi calismada da N-acetylcstein yanik staz
zonunda doku nekrozunu azaltsa da, bizim c¢alismamizda benzer sekilde, MDA

seviyesi Uzerinde bir fark olugmadigini gosterilmigtir(Deniz, 2013).

MPO polimorfonuklear notrofil I6koistler (PMNL) fonkliyonu ve aktivitesini gosteren
bir belirtegtir ve yanik rat derisinde ELISA ile tespit edilebilmektedir. Calismamizda
kontrol, akut kersetin ve kronik kuersertin gruplarindan MPO degerleri
kargilastinldiginda, 24. saatte ve 7. gunde yapilan Olguimlerde tespit edilen MPO
seviyesi grup 3'de en az, grup 1'de ise en fazla oldugu tespit edilmistir edilmistir fakat
24. saatte ve 7. gunde Olgulen degerler gruplar arasinda karsilastirildiginda,

istatistiksel olarak fark tespit edilememistir. Ayni deney ve tedavi grubunda ise 24. saat



ve 7. gunlerde alinan doku ornekleri kargilastirildiginda ise MPO degerinin 7. Glnde
istatistiksel olarak daha az oldugu tespit edilmistir. Staz zonunda yanik sonrasi 24.
Saatte MPO en yuksek seviyeye ulasmakta ve 48 saat iginde azalmaya
baglamaktadir(Guo, 2015). Calismamizda da 24. saatten sonra MPO degeri azalmigtir
ayrica kersetin tedavisi ile 24. saatte de 7. sunde de kontrol grubuna gore daha az
MPO olustugu tespit edilmistir fakat bu azalma istatistiksel olarak anlamli

bulunmamisgtir.

Bir serbest radikal olan nitrik oksid (NO), nitrik oksid sentaz(NOS) enzimi araciligi ile
L-arjininden olugmaktadir. NO, askuler tonusun regulasyonunda c¢ok etkili bir
vazodilatator ajandir. Yanik travmasi sonrasi yanik dokusundan ve kanda NO
miktarinin arttigi gosterilmistir ve bu durum NO’in yanik patofizyolojisinde fonskiyonu
oldugunu dusundurmektedir. NO’in vasoaktif fonskiyonu guanilat siklaz ile direkt
iligkisine baghdir fakat NO eger I6kosit kaynakli serbest oksijen ile birlegirse perosinitriti
olusturmaktadir. Peroksinitrit ok toksik olan ve birgok biyomolekuilde hasar olugturan
bir oksidanttir. Peroksinitrit, tirozin’in nitrasyonuna neden olmakta ve nitrotirozin ortaya
cikmaktadir. Nitrotirozin, peroksinitrat dlgumud igin biomarker olarak kullanilan bir

proteindir (Rawlingson,2010; Lange ,2011).

Calismamizda kontrol, akut kersetin ve kronik kuersertin gruplarindan nitrotirozin
degerleri karsilagtirildiginda, 24. saatte ve 7. gunde yapilan 6lgumlerde tespit edilen
nitrotirozin seviyesi grup 3’de en az, grup 1'de ise en fazla oldugu tespit edilmigtir fakat
24. saatte ve 7. gunde Olgulen degerler gruplar arasinda karsilastirildiginda,
istatistiksel olarak fark tespit edilememistir. Ayni deney ve tedavi grubunda ise 24. saat

ve 7. gunlerde alinan doku ornekleri karsilastirildiginda ise nitrotirozin degerinin 7.



Gunde istatistiksel olarak daha az oldugu tespit edilmistir.

Caligmamizda da kersetin tedavisi ile MDA, MPO ve nitrotirozin seviyelerin azaldigi
gorulmustar fakat gruplar arasindaki farklarin istatistiksek olarak anlamli olmadigi
tespit edilmigtir. Kersertin DMSO iginde c¢o6zulerek uygulanmig olup DMSO’nun
kendisinin de antioksidan ve antiinflamatuar etkinlik ile deride iskemi reperfuzyon
hasarinin engelledigi gosterilmistir(van den Heuvel MG 2009). Bu nedenle DMSO ve
kersetinin birlikte antioksidan ve antiinflamatuar etkinlikleri dlgilmus olup, kontrol
grubunda da DMSO nedeni ile bu etkinlik olmustur. Gruplar arasinda fark olmamasi
nedeni DMSO ve kuersertinin kiimilatif etkilerinin tespit edilmis olmas: olabilir. ikinci
bir neden deri dokusu homojenizasyonu zordur ve ELISA ile yanhs sonuglar elde
edilebilmektedir. Proje butcesinde sinirlilik nedeni ile western blot analiz yerine ELISA

yapilmistir. Teknik nedenlerle yanlis sonuglar elde edilmis olabilir.

Yanik sonrasi staz sonunda olugan iskemi sonrasi hiucre o6lumu histolojik olarak 3
sekilde olusur. Bunlardan birincisi pasif ve kontrolsiz hicre 6lumu olan nekroz ikincisi
ise programlanmis hicre 6lumu olan apoptozdur. 3. yol ise yanik staz zonunda tip 2
apoptoz olarak siniflanan otofajidir. Yapilan ¢alismalarda staz bolgesinde ilk 24 saate
otofaji oldugu, ilk 48 saatte de apopitozun yogun sekilde oldugu, 48 saaten sonra ise

nekrozun daha yogun olarak oldugu gérulmaustur.(Singer, 2008;Tan, 2013).

Apoptoz, programlanmis hucre olumua tiplerinden biridir. Hucresel apoptoz;
patogeneze karsi savagilmasi ve inflamatuar hicrelerin ortamdan uzaklagmasi ile
homeostazin saglanmasi, hucrelerin gelismesi ve farklilagsmasi i¢cin onemli bir role

sahip (Opferman 2003) olsa da iskemi durumundan apoptoz doku hasarini



arttirabilmektedir. Myokardial iskemi modellerinde hucresel apoptoz iskemik
hasarlanmasi agreve ettigi, apoptozun azaltiimasi ise iskemik yaralanmayi azalttigi

gosterilmistir(Hochhauser, 2003).

Apoptozun yanik Uzerindeki etkisi degisik galismalarda gosterilmigtir. lwasaki ve ark
(lwasaki, 1997). rat modelinde termal yaralanmanin DNA uUzerindeki -etkisi
incelemigtir. 85 derecedeki sicak suya ile derinin 5 saniye temas ettiriimesi apoptoz
gOstergesi olarak nukleosondaki DNA fragmantasyonuna neden olmustur. Bu tip bir
hasar ayni zamanda tipik koagulasyon nekrozu goéruntusu olusturmaktadir. Bundan
farkh olarak 65 derece sicak su ile 10 saniye derinin temasi ile ise DNA
fragmantasyonu veya deri nekrozu olusmamaktadir. Gravante ve ark (Gravante, 2006)
kismi kalinlikta deri yanigi olan 20 hastadan yanik sonrasi 3 ile 13 gunler arasi deri
biyopsisi almiglardir. Bu ¢alisma sonucunda dermis ve kutan6z katlantilarda TUNEL
pozitif apoptotik hticreler oldugunu tespit etmiglerdir. Gravante ve ark (Gravante, 2007)
yaptiklari bagka bir calismada kismi kalinlikta yanik alanindaki deri ile normal derideki
apoptoz oranlarini kargilagtirmiglar ve yanikta apoptozun istatistiksel olarak daha fazla
oldugunu gostermislerdir. Vernez ve ark (Vernez, 2013) ileri derecede yanigi olan 37
hastanin yanik derisinden elde ettikleri derilerden elde edilen kuilture epidermal
otograftlarda hucrelerde %90'in  Uzerinde yasayabilirlik ve %6’nin altinda apoptoz

oldugunu gostermiglerdir.

Staz zonunda, yanik sonrasi 30. dakikadan itibaren baglayarak yaniktan 48 saat
sonrasina kadar epidermis, dermis, kil follikulleri, sebase bezlerde apoptoz tespit
edilebilmektedir fakat hicreleri az bir kisminda apoptoz oldugu goralmustar. Bu durum

staz bolgesinde ilerleyici nekroz olusmasinda apoptozun etkisi oldugunu seklinde



yorumlanmaktadir(Singer, 2008).

Apoptozun engellenmesi ile yanik yarasinin ilerlemesinin durmasi konusunda da
bircok calisma yapilmistir. inflamatuar cevabin ve apoptozun uyaricisi olan p38
mitogen-activated protein kinase (p38MAPK)In inhibitorun topikal uygulanmasinin
%30 dan fazla yanigi olan hayvanlarda inflamatuar cevabin ve kil follikullerinde

apoptozu azalttigi gostermistir(Ipaktchi, 2006).

Staz zonundaki kismi kalinliktaki derinin tam kalinlikta deri haline gelmesi nedeni
olarak termal enerji sonrasi olugsan dokularda olugsan apoptoz olabilir. P38MAPK
hdcrelerde, ekstrenal stress ve yaralanmaya cevapta onemli bir fonkisyonu
vardir.insan keratinositlerinde p38MAPK aktivasyonu p53 gibi proapototik
transkripsiyon faktorlerinin downstream aktivasyonu ile sonuglanir ve interlokin-6(IL-
6), IL-1b ve tumor nekroz faktor alfa(TNF-a) gibi proinflamatuar sitokinlarin olugmaisni
stimule eder(Dillman JF 1l 2004). Diger g¢ahgmalar p38MAPK ‘in 1si, ultraviole
radyasyon, degisik tip organik toksinler nedenleri ile olusan dermal inflamasyon ve
apoptotik cevabi gosterilmistir(Huang, 1999). ileri derecede apoptoz diger organ
sistemlerinde de hucresel apoptozu induklemektedir. Jeschke ve ark termal yaralanma

sonrasi bagirsak hucrelerinde apoptoz oldugunu gostermistir (Jeschke, 2005).

Birgok calisma apoptozun kismi kalinliktaki yanik hasarinin tam kalinliktaki hasara
ilerleme sebebi olarak gostermistir ve comb burn modelindeli yanik staz zonunda
apoptotik hucrelerin bulunmasi bu bulguyu desteklemektedir. Bu apoptotik hicreler

zaman iginde nekrotik hicreler haline gelmektedir(Singer, 2008).



Calismamizda apoptoz tayini DNA fragmantasyonunun tespit edilmesi ve hucrelerin
apoptoza ugradiginin tespit edilmesi igin kullanilan bir yontem olan Transferase-
mediated dUTP nickend labeling (TUNEL) boyama ile yapilmigtir(Tan,
2013).Calismamizda kersetinin kronik uygulanmasi ile daha fazla olmak tzere kersetin
tedavisi ile 24. saatte apoptozun daha az oldugu tespit edilmigtir ve apoptozun daha
az olan gruplardaki staz zonunda 7. gun olgulen nekroz miktarinin da daha az oldugu
tespit edilmistir. Bizim sonuglarimiz ve daha 6nce yapilan ¢alismalarin sonuglarina
uygun olarak yanik sonrasi apoptoz olusumunu hakkinda benzer sonuglar ortaya
koymustur ve yanik staz zonunda apoptozun engellenmesi doku hasarini azaltmakta
ve yara iyilesmesini arttirmaktadir(Guo,2015). Calismamizda da kersetinin apoptozu

engelleyerek bu ilerlemeyi azaltmistir.

Kersetini apoptoz uUzerindeki etkisi hucre tipine gore degismektedir. Kersetinin temel
ozelliklerinden biri antikanser etkinligidir. Kersetinin |0semik hlcreler, panreatik timor
hucreleri, meme kanseri hucreleri, hepatoma hucreleri ve prostat kanseri hicrelerini,
mide kanseri hicrelerine kargi anti kanser etkinligi oldugu gosterilmistir (Wang, 2012).
Bu antikanser etkinlik, kanser hicreleri Uzerinde apoptotik etki gostermesi ve ve kanser

hdcrelerinin antikanser ilaglara olan duyarliligi arttrimasi ile olmaktadir (Lee, 2015).

Kanser hucreleri Uzerinde olan bu proapoptotik etkinliginin tersi olarak kersetinin ve
derivelerini, kerstinositlerde UVA ve ROS lara bagdli olarak olusan apoptozu engelledigi
gOsterilmistir (Yin, 2013; Lee,2015 ). Kersetin analogu olan kuersitrin tedavisini UVB
bagli c-caspase-3, c-PARP-1 eksresyonunu azaltarak apoptoz olugsumunu

azaltmaktadir(Yin, 2013). Nuclear factor (NF)-kB immun cevap, inflamatuar hucreler,



hdcre proliferasyonu ve apoptozdaki gerekli genlerin transkripsiyonunu regule eden bir
proteindir (Yamamoto, 2008). Bir timoér baskilama proteini olan p53 de DNA hasari,
oksidatif stres, BAX aktivasyonu gibi nedenlerle olusan apoptozu regule
eder(Roshanzamir, 2014). p53 i1sI gibi ekstrenal travmalar sonrasi da aktive olarak
apoptozu induklemektedir(Singer, 2008). Kersetinin insan keratinositlerinde NF-kB
pathway ve p 53 Uretimini baskilayarak keratinositler Uzerinde antiapoptotik etkinlik

gOstermektedir(Roshanzamir, 2014).

Otofaji intraseluler makromolekul artiklarinin lizozomlara tasinmasi ve burada
amoniasitler gibi biyolojik olarak aktif monomerlere yikilmalarinin saglanmasi ve bu
sayede hucresel metabolik turnover ve homeostasis in saglanmasi prosesedir. Otofaji
bazi yonlerden apoptoz ile iligkidir fakat yanik yarasinda patogenezinde yeri kesin

olarak bilinmemektedir(Xiao, 2014).

Otofaji temel olarak enfeksiyon, kanser, nérodejeneratif hastaliklar, yaglanma, kalp
hastaliklari gibi patolojik durumla organlari korumaktadir. Otofaji olusmasindaki defekt,
norodejeneratif hastaliklar, kardiomyopati, diyabet, karaciger hastaliklari ve Crohn
hastaligi gibi hastaliklarla dogrudan ilgilidir. Otofaji aktivasyonunun kalp kasini ve

noronlari iskemi reperfuzyon hasarindan korudugu gosterilmigtir(Xiao, 2014).

Otofaji ve yanik yarasi progreyonu arasindaki iligki konusunda Xiao ve ark (Xiao, 2014)
yaptiklari galismada yanik staz zonunda, yanik sonrasi ilk 24 saatte otofajinin normal
deriye gore anlaml sekilde azaldigi, 24. saatten sonra artmaya basladigi ama 72.
saatte bile normal deriden daha az oldugunu gostermislerdir. Yanik sonrasi ilk 24
saatte staz zonundaki iskemi ve inflamasyon otofajiyi aktive etmekte ve otofaji hucre

koruyucu etki gostermektedir. Yanik sonrasi 48 ile 72 saat arasinda, otofajini



artmasina paralel olarak, doku perfuzyonu duzelmekte ve inflamasyon azalmaktadir
ve bu durum bu yanik modelinde otofajinin prosurvival rolu oldugunu gostermektedir.
Apoptoz, otofaji ile degisik yollardan birbirleri ile baglantilidir. Otofajinin hucre ve
dokulari apoptoz ve inflamasyondan korudugunun gosterilmesi gibi(Zou,
2013),otofajinin apoptotik hicre o6lumund uyardiginin gosterildigi  yayinlar da
mevcuttur( Nezis, 2010). Otofaji ve apoptoz bazi dokularda beraber olabilirler ve hatta
ayni hucrede gorulebilirler. Apoptoz otofaji ile baslayabilir ve otofaji apoptoz ile

sonlanabilir(Xiao, 2014).

Staz zonunda da otofajiyi indukleyen iskemi ve inflamayon ayni yogunlukta devam
eder ise otofaji, apoptozu uyarabilmekte ve doku olumu goérulebilmektedir(Thome,
2009). Ozetle otofajinin yanik yarasinda hicre koruyucu(prosurvival) ve hiicre

oldurucu(prodeath) etkinligi olabilmektedir.

Caligmamizda etkinligini inceledigimiz kersetinin otofajiyi indukledigi degisik
calismalarda gosterilmistir(Pallauf, 2013) ve kersetin tarafinca otofajinin uyariimasi
hdcrelerin kersetin tarafinca uyarilan apoptozdan korunmasi igin bir girisim gibi
gorunmektedir(Wang, 2011). Kersetinin otofaji induksiyonu yapici etkisinin
mekanizmasi olarak degisik hlcresel hedeflere etki etmesi 6ne surtulmektedir.
Kersetin, sirtuins (Howitz, 2003) ve ROS olugsumu duzenleyerek (Mertens-Talcott,
2005), Jnk1/2 ve Mek/Erk (Nguyen, 2004) yolaklarini uyararak otofaji regulasyonuna
yapabilmektedir. Cogu verinin tersine kersetinin otofajiyi inhibe ettigine dair yayin da

mevcuttur . Kersetinin PI3Ks ve NFkappaB inhibe etmektedir. PI3Ks ve NFkappaB



otofaji regulasyonu ve inhibisyonunda etkileri vardir(Pallauf, 2013) bu nedenle kersetin

otofajiyi inhibe de edebilmektedir

Katabolik stres durumdan hucresel homeostasis duzenlenmesindeki bir yolak olan
mTOR yolag: otofajiyi ve protein sentezini kontrol etmektedir(Klappan, 2012).
Rapamycin memelilerde, mammalian target of rapamycin (mTOR) kinaz aktivitesini
inhibe etmekte ve bu sekilde otofajiyi uyarmaktadir. Rapamycin tedavisi ile ratlarda
yanik staz zonunda otofajinin ve epitelizasyonu arttirdigi gosterilmistir(Xiao, 2013).
mTOR yolaginin Rapamycin gibi kersetin tarafinca da inhibe edilmektedir. Kersertin
tedavisi ile MCF7 , HelLa , and MDA-MB-453 hucre kulturlerinde mTOR sinyal yolagi
inhibe oldugu ve bu yolla da otofajinin induklendigi gdsterilmistir(Klappan,
2012).Psahoulia ve ark (Psahoulia, 2007) yaptiklari calismada hepatositlerde kersetin
tarafinca otojinin induklendigini gostermiglerdir. Calismamizda kronik kersetin
tedavisinin otofajiyi arttirmasi mTOR kinaz aktivitesinin inhibe edilmesine

baglanabilmektedir.

Caligmamiz sonucunda kersetinin yanik staz zonunda doku yasayabilirligini arttirdigi
ne nekroz miktarini azalttigi, makroskopik, PCNA ile immunohistokimyasal ve
sintigrafik olarak tespit edilmigtir. Daha onceki c¢alismalarda kersetinin ozellikle
keratinositler Uzerinde antiinflamatuar, antioksidan, antiapoptotik ve otofaji induleyici
etkisi gosterilmigtir. Calisma sonuglarimizda da istatistiksel olarak anlamli olmasa da
kersetinin MDA, MPO ve nitrotirozin degerlerini dugurerek antioksidan ve
antiinflamatuar etki gostererek, apoptozu azaltarak ve otofajini arttirarak yanik staz

zonunda doku yasayabilirligini arttirmistir.
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