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1 OZET

Deneysel Diyabetik Ratlarda Insizyonel Yara Iyilesmesinde Aloe Vera'mmn

Etkinliginin MMP-1 ve TIMP-1 Yoéniinden incelenmesi

Ogrencinin adi ve soyadi: Rohlat SEYREK
Damisman: Prof. Dr. Sevda SOKER
Anabilim Dali: Histoloji ve Embriyoloji

1.1 TURKCE OZET
Amag¢: Bu calismanin amaci, yara iyilesmesi konusunda kisitlamalara neden olan

diyabetes mellitusta aloe veranin iyilestirici yoniinii arastirmay1 hedeflemektedir.

Gere¢ ve yontem: Temin edilen siganlardan diyabet ve diyabet+aloe vera gruplarinda
streptozotosin indiiklii deneysel diyabet modeli olusturuldu. 14 giin siiren deneyin
sonunda tiim gruplardaki hayvanlardan kuyruk veninden kan sekeri Olglimii
gerceklestirildi  ve kalpten kan almirak sakrifiye edildi. Histopatoloji ve

imminohistokimyasal istatistik ve degerlendirme yapildi.

Bulgular: Calismamizin histopatolojik diyabet gruplarinda, epidermisteki epitelyum
hiicrelerinde kay1p, niikleusta piknotik ve epitelyumda kayiplar goriiliirken; dermal papilla
bolgesinde soliter tarzda dagilmis 16kosit infiltrasyonu, kollojen liflerde dejenerasyon ve
ekstraselliiler matriks yapisinda artig goriildii. Aloe vera uygulanan grupta epitelyum
boyutu ve niikleus boyutu sham grubuna yakin ve diizenli olarak gézlendi. Dermal papilla
bolgesinde inflamasyonun azaldigi ve kollajen liflerinin diizenli tertiplendigi ve damar
dilatasyonunda azalmanin oldugu goriildii.

Caligmamizda immiinohistokimyasal boyamadaki sham gruplarinda epidermis ve
dermiste Ozellikle ekstraselliller matriksin yogun oldugu bdlgelerde kil folikiiliiniin
eksternal membraninda MMP-1 ve TIMP-1 ekspresyonun belirgin oldugu goriildii.
Diyabet grubunda epidermiste ve dermisteki hiicrelerde zayif MMP-1 ve TIMP-1

ekspresyonun oldugu goriildii. Aloe vera gruplarinda yiizey epitelinde MMP-1 artis1 ve



keratinizasyon artis1 tespit edildi.Epidermisteki hiicrelerin ¢cogunda TIMP-1 ekspresyonu
pozitif olarak gorildii.

Sonug¢: Aloe veranin anti oksidatif etkisi sonucu oksidatif stresin azalmasina bagli olarak
hiicrelerde yeniden yapilanma ve ekstraselliier matriks organizasyonu gelisimi hizlanarak
deride sikilagtirma yoniinde etkinin artmaya basladigi goriilmiistiir. Aloe veranin
calismamizda oral yolla kullaniminin belirgin bir zaman aldig1 ancak topikal uygulamanin

bu tip ¢alismalarda daha basarili olabilecegi diisiintilmiistiir.

Anahtar kelimeler: Sigan, Diyabet, Yara lyilesmesi, MMPs, Aloe Vera



Investigation of the Efficacy of Aloe Vera on Incisional Wound Healing in
Experimental Diabetic Rats by MMP-1 and TIMP-1

Student’s Surname and Name: Seyrek Rohlat
Adviser of Thesis: Soker Sevda, Professor Doctor
Department: Histology and Embryology

1.2 ABSTRACT

Aim: To investigate healing aspect of aloe vera in diabetes mellitus that delay wound
healing.

Material and methods: An experimental model of streptozotosin induced diabetes was
created in rats for the diabetes and diabetes+aloe vera groups. At end of experiment, blood
was taken from the heart and rats were sacrificed. Histopathology, immunohistochemistry
and statistical analysis were performed.

Results: In histopathological analysis of diabetes groups, loss of epithelium and epithelial
cells in epidermis, pycnotic nuclei; solitary dispersed leukocyte infiltration in dermal papilla,
degenerated collagen fibers and increases in extracellular matrix were observed. In aloe vera
group, epithelium and nucleus size were regular and close to sham group. Inflammed dermal
papilla area was reduced, collagen fibers were arranged regularly and vascular dilatation
decreased.

In immunohistochemical staining of sham group, MMP-1 and TIMP-1 expression was
positive in epidermis and dermis, especially in areas where the extracellular matrix was
dense, and in external membrane of hair follicle. In the diabetes group, weak MMP-1 and
TIMP-1 expression was observed in epidermis and cells in dermis. In aloe vera group,
increased MMP-1 expression and keratinization were detected in surface epithelium. TIMP-

1 expression was positive in most of cells in the epidermis.



Conclusion: Due to anti-oxidative effect of aloe vera, restructuring of cells and development
of extracellular matrix organization accelerates due to reduction of oxidative stress and effect
of tightening skin begins to increase. Oral use of aloe vera took significant amount of time

in our study, but topical application may be more successful in such studies.

Key Words: Rat, Diabetes, Wound Healing, MMPs, Aloe Vera



2 GIRIS ve AMAC

Diyabetes Mellitiis bireylerde pankreas bezinin yeterli miktarda insiilin hormonu
tiretmemesi ya da {rettigi insiilin hormonunun etkili bir sekilde kullanilmamasi
durumunda gelisen ve Omiir boyu siiren bir hastaliktir. Gilinlimiizde 6nemli saglik
problemlerinden biri olan diyabet ve goriilme sikligindaki artis endise verici diizeylere
ulagmistir. Uluslararast Diyabet Federasyonu’na gore diinya ¢apinda 285 milyon kisi
diyabetli iken bu saymin 2030 yilinda 435 milyon kisiye ulasmas1 beklenmektedir (1).
Cok sayida sistemik rahatsizlikla kendisini gosteren diyabet, hastalarda goriilen gecikmis
veya tamamlanmayan yara iyilesme siirecinden sorumlu olup genellikle kronik iilser
olusumuna yol agmaktadir (2). Diyabetli hastalarin her yil %1 ile % 4.1'i arasindaki
kisminda iyilesmeyen yaralar olugmaktadir. Bu iyilesmeyen yaralar her yil hastalarin
9%0.21-1.37'sinin amputasyona ugramasina neden olmaktadir (1). Diyabetik olmayan
kosullar altinda yara iyilesme siirecinde inflamasyon hiicrelerinin yara bdolgesine
infiltrasyonu, anjiyogenezis ile dokunun graniilasyonu, fibroblastlarin proliferasyonu ve
keratinosit hiicrelerinin bolgeye go¢ etmesi ile gergeklesir. (4). Ancak diyabet
hastalarindaki yara iyilesmesindeki bu aksakligin kesin patogenezi yeterince
anlagilamamistir. Bununla birlikte, insan ve hayvan caligsmalari, yara iyilesme siirecinin
farkli asamalarinda bozukluklar olustugunu gostermektedir (5). Diyabetik yaralarda
ozellikle 4 fazdan (hemostazis, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden modelleme) olusan
yara iyilesmesi siirecinin proliferatif asamasinda kollajen sentezinde gecikme ve
anjiyogenez ile birlikte epitel olusumunda aksakliklar tanimlanmistir (6). Bu
aksakliklardan anjiyogenez yara iyilesmesinde oldukca kritik bir dnem tasimaktadir.
Ayrica peptidaz ailesinin iiyeleri olan Matriks metaloproteinazlar (MMP'ler)
anjiyogenezin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. MMP'ler kollajen, laminin,
elastin ve fibronektin gibi ekstraselliiler matriks proteinlerinin peptid baglarini pargalarlar.
Bu proteinaz ailesi morfogeneziste, gelisimde, yara iyilesmesinde, iiremede ve
neovaskiilarizasyonda kritik bir rol istlenir. Ayrica, bu proteolitik enzim aktivitesi bir

baska protein ailesi olan doku metalloproteinaz inhibitor'leri (TIMP'ler) tarafindan kontrol



edilir. MMP'ler ve TIMP'ler arasindaki dengesizlik kanser metastazi, artrit, inflamasyon,
periodontal hastaliklar, korneal iilserasyon ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi birgok
patolojik siirecte rol oynar. Interstisyel kollajenaz veya matriks metalloproteinaz-1
(MMP-1), tip I, tip III ve tip VII kollajen dahil hiicre dis1 matriks proteinlerini pargalayan
bir metalloproteinazdir. Deride bu enzim fibroblastlar ve keratinositler tarafindan
sentezlenir ve dermal kollajenin dokudaki miktarinda énemli bir rol oynar (7). insanlarda
yara iyilesmesi degerlendirmesi yapilan Onceki bir calismada MMP-1 ve TIMP-1
arasindaki dengenin onemli bir yer tuttugu protein analizi yapilarak gosterilmistir (8).
Yapilan bu ¢alismada prognozu iyi seyreden hastalarda MMP-1 miktariin koti seyirli
prognozlu hastalardan daha yiiksek oldugu ve MMP-1/TIMP-1 arasindaki dengenin
diyabetik yara iyilesmesinde kritik bir 6neme sahip oldugu tanimlanmistir. MMP-
1/TIMP-1 dengesinin yani sira, diyabetik yara iyilesmesinin molekiiler dinamigi {izerine
¢ok farkli hipotezler one siiriilmiistiir. Bir baska calismada ise MMP-9 ve TIMP-2
arasindaki dengenin yara iyilesmesinde onemli oldugu vurgulanmistir (9). Bitkisel
ekstraktlarin akut veya patolojik yara iyilesmesi iizerindeki etkilerini inceleyen bir¢ogu
klinik ve deneysel ¢alisma yapilmis ve tartisilmistir (10). Geleneksel tipta dermatolojik
tedavilerde siklikla kullanilan bu bitkisel ektraktlardan aloe vera, sicak ve kuru iklimlerde
yetisen kaktiis benzeri bir bitkidir. Aloe Vera, ilag yapiminda kullanilan iki madde olan
jel ve lateksi tiretmektedir. Aloe Vera jeli Aloe bitki yapraginin i¢ kisminda bulunan agik,
jole benzeri bir maddedir.Aloe lateksi ise bitki zarinin hemen altinda yer alan ve sar1
renkte bir maddedir. Yapilan arastirmalar Aloe Vera’nin deriyi nemlendirdigini, glines
yamg1 ve cilt kirisikliklarina 1yi geldigini, derinin esnekligini ve tazeligini korumaya, akne
ve egzemayl kontrol altina almaya da yardimci oldugunu gdstermistir. Ayrica Aloe
Vera’nin deri lizerindeki iyilestirme giicii, deri ya da derideki oksijen miktarini ve kollajen
sentezini arttirmasindan ileri gelmektedir (11). Yapacagimiz g¢alismada deneysel
diyabetik yara modeli olusturulan ratlarda daha once hem diyabetik hem de diyabetik
olmayan yara iizerinde iyilestirici etkisi raporlanmis olan aloe vera’nin MMP-1 ve TIMP-
1 dengesi iizerindeki etkinligi histopatolojik ve immunohistokimyasal yontemlerle
arastirilacak ve elde edecegimiz bulgular dogrultusunda aloe vera, MMP-1/TIMP1

ekspresyon diizeyleri lizerinden cesitli hipotezler gelistirilecektir.



3 GENEL BILGIiLER

3.1 Deri

3.1.1 Deri Anatomisi

Insan viicudundaki en biiyiik organ deridir. Viicudu mekanik, kimyasal ve 1s1 etkileriyle
dis etkilere kars1 korur. Is1 diizenleyici, zararli maddelerin ter yoluyla atilmasi ve kan

damarlar1 vasitasiyla depo gorevi gibi birgok fonksiyonu vardir.Ug boliime ayrilir:
Epidermis: Ektoderm’den gelismis, ¢ok katli keratinize epitelden yapilmais iist tabakadir.

Dermis(corium): Epidermis’in altinda yer alan ve mezoderm’den gelisen, kollagen ve

elastik bag dokusu liflerinden olusmus kalin bir tabakadir.

Hipodermis(subcutis): Dermis’in altinda yer alan gevsek, fibroz bag dokusundan

yapilmis, yag hiicrelerinden zengin bir tabakadir (2).
Derinin 6zel eklentileri:

1. Ter ve yag olmak lizere deri bezleri
2. Kas, kirpik ve sekstiel 6zellik killar
3. Tirnaklar

3.1.2 Deri Embriyolojisi

Deri gelisiminin iki farkli kaynagi bulunur:

Yiizeyel bir tabaka olan ve yiizey ektoderminden meydana gelen epidermis, daha derin

bir tabaka olan ve altindaki mezensimden meydana gelen dermis.

Epidermis : Baslangigta embriyonun dis yiizeyi tek sirali ektodermal bir hiicre katmani
ile ortiiliidiir. Ikinci ayin baslangicinda, bu epitelyum ikiye béliiniir ve embriyonun dis
ylizeyi periderm olarak adlandirilan yassi hiicrelerle ortiiniir. Bazal tabakadaki hiicrelerin
proliferasyonun ilerlemesiyle iiclincii bir ara bolge meydana gelir. Dordiincli aymn

bitiminde, epidermis kalict seklini alir ve sonunda dort tabaka ayirt edilebilir hale gelir

(3).



Dermis, 3 farkl kaynagi olan mezensimden olusur: Lateral plak mezodermi,paraksiyal
mezodermi ve ndral krest hiicreleri. Uciincii ve dordiincii aylarda, korium olarak
adlandirilan bu doku, epidermis i¢ine dogru uzanan ¢ok sayidaki diizensiz papiller yapilari

ve dermal papillalar1 olusturur.

Bu papillalarin biiyiik bir ¢ogunlugu, kiigiikk bir kapiller veya duyu sinir uglarni
bulundurur. Dermisin daha derin tabakasi olan subkorium biiyiik oranda yag dokusu igerir.
Dogum esnasinda deri, sebase bezlerin salgilari, dejenere olmus epidermal hiicre ve
killardan olusan beyaz renkli verniks kazeoza tabakasi ile ortiiliidiir. Verniks kazeoza
deriyi, amniyotik s1vinin hasarindan korur. Deri, yara iyilesmesinde 6nemli rolleri olan iki

tabakadan meydana gelir (4).

3.1.3 Deri Yapisi
Deri viicudumuzun en biiylik organi olup yetiskin bir insanda toplam viicut agirliginin
%8’ni olusturur. Ayrica viicuda mekanik destek saglama 1s1 regiilasyonu, duyu

algilanmasi, D vitamini olusumu, bosaltim gorevleri bulunmaktadir (5, 6).

Deri birbirine sikica bagli olan distan ice dogru 3 farkli tabakadan meydana gelmektedir.

. Ektoderm kokenli epidermis
. Mezoderm kdkenli dermis
. Hipodermis

Bu tabakalarin disinda kil folikiilleri, sebase bezler ve ter bezleri gibi deri ekleri ile immiin

hiicreler, damar ve sinirler derinin yapisinda yer alirlar (7).
Epidermis

Epidermis viicudun en yiizeyel tabakasi olup temel olarak keratinosit ad1 verilen hiicreleri
igerir ve ¢ok katli keratinize yassi epitelden olusur. Dokunma duyusunun alinmasinda rol
oynayan noral kristadan koken alan Merkel hiicreleri, T lenfositlere antijen sunumunda

gorev alan Dendritik Langerhans hiicreleri ve melanin pigmentini iiretip keratinositlere



tasiyan melanositler bu tabakada bulunur (8). Epidermis distan i¢ce dogru 5 tabakadan

olusur:

. Stratum bazale

. Stratum spinozum

. Stratum granulozum
. Stratum lucidum

. Stratum corneum

Stratum Bazale: Tek tabaka halinde bazal lamina tizerine dizilmis silindirik veya yiiksek
kiibik keratinositlerden meydana gelir. Keratinosit sitoplazmanin icerisinde bulunan ara
filamanlar desmozomlar ve hemidesmozomlar ile iliskilidir. Bu tabakadaki hiicreler
epitelin rejenerasyon ihtiyact oldugunda mitoz gegirirler, mitoz gegiren hiicre
topluluklarinin bir kismi bazal tabakadaki kok hiicreleri olustururken diger kismu ise tist

tabakalara go¢ edip diger hiicrelere farklilasarak epitelin yenilenmesini gerceklestirir.

Stratum Spinozum: Stratum spinozum, sitoplazmasinda kiigiik graniiller bulunan yassi
poligonal sekilli ve belirgin bir oval nukleusu olan keratinositlerden zengin bir tabakadir.
Bu tabakada bulunan hiicreler birbiriyle sitoplazmik ¢ikintilar, desmozomlar ve

tonofilaman adi verilen ara filamanlarla siki bir sekilde baglanmuistir.

Stratum Granulozum: Stratum granulozum birkag sira yassi ¢ekirdekli keratinositlerden
olusur. Bu tabakadaki keratinositlerin baslica {iriinii, ara filaman yapisinda olmayan bir
protein olan filaggrindir. Filaggrin keratinlerin kiimelesmesini stimiile eder.

Sitoplazmalari, tipik keratohiyalin graniilleri ve tonofilamanlar igerir.

Stratum Lucidum: Stratum lucidum kalin deride belirgin sekilde goriilen yassi eozinofilik
hiicrelerin olusturdugu yar1 saydam ince bir tabakadir. Organeller ve ¢ekirdekler belirgin
sekilde gortilmez ve sitoplazma dncelikle elektron yogun bir matriks i¢ine gdmiilii sikica
paketlenmis filamanlardan olusur. Komsu hiicreler arasindaki desmozomlar hala belirgin

sekilde goriiliir.

Stratum Korneum: Stratum korneum tabakasindaki keratinositler farklilasmanin son

asamasinda olusmustur ve yassi yapilar seklindedir. Bu tabakadaki keratinositler



epidermis yiizeyinden dokiilmeye baslar ve alt tabakalardan gelen keratinositler ile siirekli

yenilenir (9).

HUCRELER ARASI
LIPIDLER

Stratum corneum - KERATIN

LAMELLER LiPIDLER
Stratum lucidum

Stratum granulosum KERATOHIYALIN GARNULLERI

LIPIDLER

Stratum spinosum J _ .‘ KERATIN FiBER

Stratum basale | [ @ HUCRE CEKIRDEGI
- - HEMIDESMEZOM
BAZAL MEMBRAN

DERMIS

Sekil 1: DerininYapis1 (10).

Dermis

Derinin elastikiyeti ve dayanikliligini saglayan dermis, smirlari tam olarak ayirt
edilemeyen papiller ve retikiiler tabaka olmak iizere 2 tabakadan olusur. Papiller tabaka,
epidermisle iligkili olan gevsek bag dokusu (fibroblastlar, kollajen lifler ve ince elastik
lifler) yapisindadir. Retikiiler tabaka ise kalin kollajen lif demetleri ve kaba elastik lifleri
igerir. Stratum bazale tabakasinda keratinositlerin bazal ylizeylerinde bulunan
hemidesmozom yapilar1 epidermisin bazal membrana baglayici filamanlarla baglanirken
dermisin papillali tabakasina ise baglayici liflerle baglanirlar (11). Bag dokular, hiicreler,
lifler ve ara maddeden olusur. Bag dokusu olduk¢a cesitlilik gosteren hiicreleri

metabolitlerin depolanmasinda, immiin ve inflamatuar yanitlarda ve yaralanmalar1 takiben
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doku onariminda 6nemli rollere sahiptir (11, 12). Yara iyilesmesinde bag dokusunun en
onemli hiicrelerinden birisi olan fibroblastlar yara iyilesmesi sirasinda hiicreler arasi
matriks depolanmasi ve yenilenmesinde esas rolii oynayan hiicrelerdir.  Ayrica
fibroblastlar yara iyilesmesi sirasinda hiicreler arasi iletisimin gerg¢eklesmesinde rol
oynayan VEGF, TGF, FGF gibi biiytime faktorlerini de salgilarlar (9, 13). Yara iyilesmesi
siirecinde en onemli protein lifi kollajendir. Kollajen insan viicudunda oldukga fazla
bulunan bir protein lifidir. Biitiinliigii bozulmamis ve yaralanmis dokuda en fazla bulunan
protein lifleri tip | ve tip III kollajendir. Gelismis deride ve skar dokusuda yaklasik olarak
%80 tip I kollajen ve %20 tip III kollajen bulunmaktadir. Derinin yapisinda yer alan temel
maddeler fibronektin, glikozaminoglikan, hyaluronik asit, kondroidin stilfat ve dermatan
stilfattir (14, 15). Kul folikiilleri, ter ve yag bezleri, dermisin ¢esitli tabakalarinda bulunan
epidermal kokenli yapilardir (11).

Hipodermis

Deri alt1 yag dokusu ve fibroz trabekiillerden meydana gelen hipodermisin yapisinda
pannikiilus adipozus denilen yag hiicre topluluklar1 bulunur. Damar ve sinir yoniinden ¢ok
zengin olan hipodermis tabakasinin 1s1 kayiplarini 6nleme, travmalardan koruma ve besi
saglama gibi rolleri bulunur (11). Deriyi altindaki yapilara baglayip hareket imkani saglar
(16).

3.2 Diyabetes Mellitus
3.2.1 Genel bilgiler

Diyabetes Mellitus, bireylerde pankreasin yeterli miktarda insiilin hormonu iiretmemesi
veya urettigi insiilin hormonunun etkili bir sekilde kullanilmamasi ile gelisen ve dmiir
boyu siiren bir hastalik tiirtidlir.  Gilinlimiizde 6nemli saglik sorunlarindan biri olan
diyabet ve goriilme sikligindaki artis endise verici diizeylere ulasmistir. Uluslararasi
Diyabet Federasyonu’na gore diinya ¢apinda 285 milyon kisi diyabetli iken bu sayimnin
2030 yilina kadar 435 milyon kisiye ulagsmasi beklenmektedir (17).
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Diyabet hastaliginin olusumunda patojenik bir¢ok siire¢ etkilidir. Diyabet gelisiminde
etkili olan bu siiregler arasinda; pankreasta bulunan mevcut B-hiicrelerinin otoimmiin
olarak yikimi, insiilin eksikligi ve insiilin hormonunun etkisine direng gosteren
bozukluklar bulunur. Diyabet hastaliginda gelisen dokulardaki insiilin etkisinin bozulmasi
karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki bozukluklarm ana sebebidir. Insiilinin
etkisinin azalmasinin nedeni ise hormon yolaklarindaki bozukluk, insiilin salgisinda
olusan yetersizlik ve ¢ok sayida belirli noktalarda insiiline kars1 azalan duyarlilik s6z
konusudur. Genellikle hastalarda insiilin hormunu salgilanmasinda meydana gelen
bozulma ve bu bozulmalarin etkisindeki degisiklikler bir arada bulunur ve genel olarak

hangi bozuklugun birincil diizeyde etki ettigi belirsizdir (18, 19).

Diyabette; kandaki glukozun Karaciger, ¢izgili kas ve diger hiicreler tarafindan kullanimi
onemli Olclide azalmistir Glukozun hiicre igine girisindeki azalmasinin yani sira

glikojenezis gibi metabolik olaylarda da azalma goriilmektedir (20).

Insiilin fonksiyonlarinda bozulma veya azalma ile meydana gelen diyabet hastaliginda;
karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinda olusan bozulmalardan dolay1 akut
olarak goriilen; politiri, polidipsi, yorgunluk veya kronik olarak goriilen ndoropati,
retinopati, nefropati, periferik damar hastaliklar1 gibi  hastaliklarda artmalar soz

konusudur (14).

3.2.2 Tip 1 Diyabetes Mellitus
Tip 1 Diyabet, tiim diyabet olgularinin % 5-10'unu olusturmaktadir ve pankreatik 3

hiicrelerinin otoimmiin yikimi veya toksisitesinden dolay1 gergeklesen bir diyabet tiiriidiir
(8, 21).

Nedeni tam olarak bilinmeyen Tip 1 diyabet; viicudun bagisiklik sistemi tarafindan
insiilin lireten pankreas beta hiicrelerinin yabanci hiicre olarak algilanip yok edilmesiyle
meydana gelir. Boylece viicutta insiilin liretebilen tek hiicre olan beta hiicreleri de
boylelikle tiikenmeye baglar ve karbonhidrat metabolizmasi i¢in ¢ok énemli bir hormon

olan insiilin liretilemez (22).
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Genellikle ¢ocuk yaslarda goriilen ve klinik seyri olduk¢a ciddi olan bu hastalarin
pankreaslarindan insiilin neredeyse hi¢ salgilanmamaktadir. Bundan dolay1 bu hastalarin
tedavisinde oral antidiyabetik ilaglarin etkisi olmamaktadir ve tedavileri igin insiilin

kullanilmasi zorunlu hale gelmektedir (8, 23).

3.2.3 Tip 2 Diyabetes Mellitus

Tip 2 Diyabet tiim diyabetli hastalarin % 90-95'ini olusturmaktadir. Bu diyabet tiiriinde
kismi insiilin eksikligi olan ve periferal insiilin direncine sahip hastalar bulunmaktadir. Bu
hastalar yasamlar1 boyunca ya da en azindan hastaligin ilk evresinde insiilin tedavisine

ihtiyag duymayabilirler (18, 23).

Tip 2 diyabet hastaliginda; B hiicrelerinin otoimmiin olarak yikimi gerceklesmez ve bu
hastalar diyabetin diger bilinen nedenlerinden higbirine sahip degildir.Tip 2 diyabet
hastalarin biiyiik bir kism1 agir1 kilolu veya obezdir. Bu asir1 kilo varligi ise belirli bir

miktarda insiilin direncine sebebiyet vermektedir (18, 23, 24).

Tip 2 diyabette hiperglisemi yavas gelisir ve hastalarda klasik diyabet semptomlarini
gostermesi i¢in hiperglisemi yeteri kadar siddetli degildir. Bu yiizden tip 2 diyabet;
hastalarda uzun yillar boyunca teshis edilmeyebilir. Ayrica tant konmamis hastalar,

makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyonlarin gelismesi riskini de tasimaktadirlar
(8, 18, 23).

Genellikle Tip 2 diyabet, 30 yasin sonrasinda ortaya ¢ikmaktadir. Ileri yaslarda kendini
gosteren bu hastaligin klinik seyri Tip 1 diyabet'e gore daha hafif olarak seyretmektedir
(25).
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Saglikh instlin RJ;‘:;!E% Glukoz

Tip 1 Diyabet insdilin nJ?ﬁE!L"ru . G.Iukoz
Dl oo ®

Tip 2 Diyabet insiilin Rggéggg:ﬁ Glukoz

q‘qv*

Sekil 2: Diyabetin Tipleri (26).

3.2.4 Diger Spesifik Diabetes Mellitus Tipleri
Diger diyabet tipleri ise asagidaki gibidir (18):

. Infeksiyonlara bagl goriilen diyabet
. Pankreasin ekzokrin doku hastaliklar
. Immun aracilikl1 nadir diyabet formlar
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. Ilag veya kimyasal ajanlarla olusan diyabet

. B-hiicre fonksiyonlarinin genetik defekti
. Diyabetle iligkili genetik sendromlar

. Insiilinin etkisindeki genetik defektler

. Endokrinopatilerde goriilen diyabet

3.2.5 Gestasyonel Diabetes Mellitus

Gebeligin baslarinda gelisen glikoz intoleransi uzun yillar boyunca gebelik ile iligkili
normal bir tablo olarak gdriilmiistiir ve hastalik olarak goriilmemistir. Gebelik doneminde
biliylime hormonu ve kortizol seviyesinde olusan artig, plasentadan insiilinaz salinimi
olmas1 ve artmis Ostrojen ve progesteron hormon diizeyleri sebebiyle insiilin direnci
gorlilme olasiligr artis gostermektedir. Annedeki artan yag dokusu depolari,

egzersizlerinin azalmas1 ve artan glikoz alimmin glikoz intoleransi olusmasina etkisi

olmaktadir (27, 28).

3.2.6 Diabetes Mellitusta Yara Iyilesmesi

Diyabetli bireylerde yara iyilesmesi diger normal hastalara gore daha ge¢ gerceklesen bir
siiregtir.Yara iyilesmesinde diyabet risk faktorii olarak kabul edildiginden , yara
iyilesmesinde goriilen problemler; hiicresel infiltrasyonun, anjiyogenezin, graniilasyon
dokusunun, kollajen miktar1 ve organizasyonunun azalmas: ile enfeksiyoz

komplikasyonlarin artisi olarak siralanmaktadir (29).

Diyabetli hastalarin yaralarinda, yara iyilegsmesinin ilk evresi olan inflamatuar fazin tipik
ozelliklerinde anormallikler goriilmektedir.Bu anormallikler; yara bolgesinde inflamatuar
hiicre yogunlugunun azalmasi, inflamatuar medyatorlerin ortamda daha az bulunmasina
yol agmaktadir. Bu da fibroblast go¢iiniin yavaslamasina ve kollajen sentezinde azalmaya
sebebiyet verir. Azalmis anjiogenezin yol actig1 hipoksi ve enfeksiyon riskinde artigin
disinda diyabetik yara iyilesmesinde bahsedilen problemlerin biiyiikk cogunlugu da

inflamatuar evresinde yer almaktadir (1, 30).
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Diyabetli hastalarda kapiller endotelin bazal membranindaki fonksiyon bozuklugundan
dolay1 vazodilatasyon istenildigi gibi olmaz. Zarar gérmiis endotel tamir edilirken hiicre
ici yiiksek glikoz endotel hiicrelerince bazal membran sentezini uyarir. Yeni olusan bazal
membran asir1 protein birikimi ile kalinlasir ve kapiller gecirgenlik azalir. Bu durumdan

dolay1 16kosit ve eritrosit migrasyonunda azalma goriiliir (31).

Lokositler fagositoz yapamadigindan dolay1 yara yerine gelen enflamatuar hiicrelerin yara

bolgesini terk etmeleri gecikir. Bu yiizden kronik enflamasyon meydana gelir (32, 33).

Lokosit aktivitesindeki bozulma ile fibroblast ¢ogalmasi ve kollajen sentezinde
aksakliklar olusur (34). Bu yiizden normal olmayan bir graniilasyon dokusu meydana

gelir.

Diyabetik hastalarda yara iyilesmesinin bozulmasina sebep olan diger faktor ise yiiksek
kan seker diizeyinin kollajen yapimini engellemesidir. Kollajenin ¢apraz baglanma oranini
ise karbohidrat metabolizmas1 belirlemektedir. Kollajen sentezindeki bu problemden

dolay1 diyabette yaranin kopma kuvvetinde bir azalma s6z konusu olur (35).

Keratinocytes
Angiogenesis

Blood vessel

Fat

Normal wound healing

Incomplete granulation tissue

Blood vesse]

The activation of wound healing

Reduced oxygen.
nutrient and GFs delivery

Fibroblast @@®  Macrophage @ Neutrophil ~

Fibroblasts sencsence

\ Dermis
Kcratinocytc @ Bacteria .4 Col]agcn fibers o~ Decreased angiogenesis gD - ]

Matrix metalloproteinasc®  Reactive oxygen species(ROS) @ Blood vessel
Fat

Diabetic wound healing

Sekil 3: Diyabetes Mellitusta Yara Iyilesmesinin Asamalar1 (36).
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3.2.7 Streptozotosin ile Diyabet Modeli Olusturma

Streptozotosin , pankreasta bulunan [ hiicrelerini hasara ugratarak hem insiiline bagimli
hem de insiilinden bagimsiz diyabete neden olmaktadir. DNA’da yaptig1 alkillenme
yoluyla beta hiicre 6liimiine sebep olmaktadir (37-40).

Streptomyces achromogenes kiiltiirtinden izole edilen dar spektrumlu bir antibiyotik olan
Streptozotosin ilk kez 1959 yilinda tretilmistir (41). Nitroziire grubu antineoplastik,
sitotoksik ve onkolitik bir ilag tiiridiir. 1963 yilinda ise ‘diyabetojenik’ o6zelligi
tariflenmistir (42). Streptozotosin, pH 4-4.5’te ¢oziiniir ve stabil kalir.Fakat notral pH’da
ise hizlica pargalanir. -20 °C’de 1s1iktan korunarak saklanmalidir. Pankreasin B hiicrelerine
kolaylastirilmis difiizyon ile girerek enerji metabolizmasini bloke edip hiicrelere

dogrudan sitotoksik etki gosterir.

Streptozotosin ve alloksanin olusturdugu beta hiicre hasari ile birlikte depolanmis insiilin
salgist artacagindan akut donemde hipoglisemi ve mortalite gelisebilir. Hipoglisemi ve
mortaliteyi onlemek i¢in siganlara ilk 12-24 saatte %5 glukoz soliisyonu verilebilir (38,
40). Streptozotosin ya da alloksan uygulamasindan sonraki 2-3 giin igerisinde olgiilen
kan glukozu>200 mg/dL ya da > 11.0 mmol/L olan hayvanlar diyabetik kabul
edilmektedir (37).

Streptozotosinin alloksana oranla pankreasin beta hiicreleri disindaki diger hiicrelere daha
az zarar verir. Ayrica alloksanin kullaniminda hiperglisemi siddetinin arttig1 ve ketozisin
daha ¢ok goriildiigii belirtilmektedir (39, 43). Streptozotosin ile olusturulan DM, insan
DM’siyle daha fazla benzerlik gostermektedir. Bu nedenle diyabet modeli olusturmada

genellikle alloksan yerine STZ nin kullanilmasi 6nerilir (44).

3.3 Aloe Vera

3.3.1 Aloe Veranin Genel Ozellikleri

Aloe vera (Aloe barbadensis Miller, Xanthorrhoeaceae familyasi), Kuzey Afrika, Orta
Dogu Asya, Gliney Akdeniz ve Kanarya Adalari'nin sicak ve kurak bolgelerinde yaygin
olarak dagilan ve parlak sar1 borulu ¢igeklere sahip ¢ok yillik yesil bir bitki tlirtidiir. Aloe
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vera yapraklarindan elde edilen renksiz miisilajinli jel, farmakolojik ve kozmetik alanlarda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Geleneksel olarak, bu tibbi bitki cilt problemlerinde;
yaniklar, yaralar ve iltihap Onleyici siirecleri tedavi etmek i¢in kullanilmistir. Ayrica, Aloe
vera antikanser, antioksidan, antidiyabetik ve antihiperlipidemik dahil olmak tizere baska
terapotik ozellikler Aloe vera, vitaminler (vitamin A, C, E ve B12), enzimler ( amilaz,
katalaz ve peroksidaz), mineraller (¢inko, bakir, selenyum ve kalsiyum), sekerler dahil
olmak tizere 75'ten fazla farkli bilesik igerir. Ayrica monosakkaritler, polisakkaritler,
antrakinonlar (aloin ve emodin), yag asitleri, hormonlar (oksinler ve gibberellinler) ve

digerleri salisilik asit, lignin vb. de icermektedir (45-47).

Resim 1: Aloe vera bitkisi

3.3.2 Cilt Etkileri
Cildin korunmasiyla ilgili yapilan ¢ogu in vitro calismalarda, Aloe vera ve aktif

bilesiklerin yara iyilesmesine etkisinin oldugu incelenmistir. Bu ¢alismalar, Aloe vera ve
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ana bilesiklerinin (aloesin, aloin ve emodin) koruyucu etkilerini esas olarak antioksidan
ve anti-enflamatuar mekanizmalar yoluyla gosterdigini ortaya koymustur. Bu nedenle,
Aloe vera fibroblastlarda TFGB1, bFGF ve Vegf-A ekspresyonunu diizenler ve lizozomal
membran stabilitesi ile keratinosit proliferasyonunu ve farklilasmasini arttirir (16, 48-50).
Ayrica, Aloe vera ¢ozeltisi, kornea epitel hiicrelerinin birincil kiiltiirlerinin hiicresel bir
modelinde tip IV kollajen bozucu aktiviteyi artirarak diigiik konsantrasyonlarda (<175 pg
/ mL) kornea yara kapanmasini hizlandirabilir (51). Ayrica aloin, IL-8 iiretimini, DNA
hasarini, lipid peroksidasyonunu ve ROS olusumunu azaltarak ve GSH i¢erigini ve SOD

aktivitesini artirarak cilt korumasini saglayabilir (52).

Aloesin bilesikleri , Cdc42 ve Rakl, sitokinler ve biiylime faktorlerinin fosforilasyonu
yoluyla hiicre go¢iinii artirarak yara iyilesmesini hizlandirir (53). Bu iyilestirici aktiviteye
ek olarak, Aloe polisakkaridinin (24 saat i¢in 20, 40 ve 80 ug / mL), TNF-a seviyelerinin
ve IL-8'in inhibisyonunda kanitlandig1 gibi sedef hastaliginda faydali bir ajan olabilecegi
goriilmiistiir. Genellikle yapilan in vivo ¢aligmalarin ¢ogunda , Aloe vera 6zleri ve jeli
kullanilmistir. Topikal Aloe vera uygulamasi, enflamatuar hiicre infiltrasyonunu
azaltarak, CD4 + / CD8 + orani lenfositlerini artirarak ve epidermal kalinlik ve kollajen
birikimini 1iyilestirerek dermal insizyonlu hayvan modellerinde yara iyilesmesini

hizlandirir (54-57).

Endonezya'da birkag sifali bitki ile yapilan bagka bir ¢alismada, Nigella sativa yag jeli ve
Aloe vera jelinin diyabetik iilserlerin tedavisinde etkisi arastirildi. Aloe vera bitkisinin,
nekrotik doku ve enflamasyonda bir azalma sagladigi ve yeniden epitelizasyonda bir
tyilesme gosterdigi ve sirtinda yaralar olan Wistar sicanlarinda alloksan kaynakli diyabet
lizerinde yara iyilesmesinin daha hizli gelistigi sonuglandi (58). UV ile indiiklenen bir
fare modelinde, Aloe vera jel tozunun epidermal biiylime faktoriinii ve hyaluronan
sentezini artirdigini ve matrikS metalloproteinaz ekspresyonunu azalttigini ortaya
cikarmistir (59, 60). Ayrica Aloe vera'nin antioksidan mekanizmalar (artan antioksidan
enzim aktivitesi ve GSH igerigi ve azaltilmig ROS {iretimi ve lipid peroksidasyonu)

yoluyla X radyasyonuna kars1 korudugu gézlenmistir (61, 62).

19



Izole edilmis bilesikler arasinda, aloe-emodin ve aloesin bilesikleri ile yapilan
aragtirmalar, iyilestirme aktivitelerinin anjiyojenik 6zelliklere bagl oldugunu gostermistir

(63, 64).

Aloe veranin iilserler iizerindeki etkinligini degerlendirmeye yonelik son yillarda birkag
klinik arastirma daha yapilmistir. Bu arastirmalarda, Aloe vera jelinin 3 ay boyunca giinde
iki kez uygulanmasi, yara iyilesmesini iyilestirmis ve hizlandirmis, ayrica hastanede
kalma siiresini azaltmistir (65, 66). Dahasi, ortopedi servisinde hastaneye kaldirilan 80
hastayla yapilan bir klinik ¢alismada Hekmatpou ve ark. (67), 10 giin boyunca giinde iki
kez Aloe vera jelinin kalga, sakrum ve topuk bolgelerinde basing iilseri gelisimini
onledigini gostermistir.

Ayrica yapilan bazi klinik ¢alismalar, Aloe veranin yaniklarda hizli doku epitelizasyonunu
ve graniilasyonu kolaylastirdigini (68), sezaryen yarasinin iyilesmesini destekledigini (69)
ve boliinmiis kalinliktaki deri grefti donor bolgelerinde yara iyilesmesini hizlandirdigini

(70) gbstermistir.

3.3.3 Anti-Diyabetik Etkileri

Insiilin direnci ya da insiilin eksikligi nedeniyle kanda yiiksek glikoz seviyeleri ile ortaya
cikan kronik hastaliga diyabet denir. Aloe veranin diyabette etkisi ve ilgili
komplikasyonlar lizerine yapilan calismalar, genel olarak streptozotosin ile indiiklenen
hayvan modellerinde arastirilmistir. Yapilan ¢alismalar oksidatif stresin, nefropatiler ve
noropatiler gibi diyabet komplikasyonlarinin baslangicinin ve ilerlemesinin ana nedeni

oldugunu desteklemektedir.

Bazi deneysel modeller kullanilarak yapilan c¢aligmalarda, Aloe veranin kan sekeri
seviyelerini diislirdiigiinii, insiilin seviyelerini arttirdigin1 ve pankreas adaciklarini (sayz,
hacim, alan ve gap) iyilestirdigi belirtilmistir (88). Ayrica Aloe vera topikal uygulamasi
(60 mg / mL, 3 giin goz damlas1 i¢in giinde dort kez), korneal alkali yanigi olan
streptozotosin ile indiiklenen diyabetik Wistar siganlarinda korneal re-epitelizasyonu
destekledigi de belirtilmistir (71). Genetigi degistirilmis hayvanlarla yapilan deneylerde,

kan sekeri seviyelerinin diismesinden Aloe vera polisakkaritlerinin (3 hafta boyunca 100

20



ng/ g) sorumlu oldugu ortaya ¢cikmistir (72). Yakin zamanda yapilan bir in vitro ¢alismada
ise Aloe vera polisakkaritlerinin antidiyabetik etkisinin etki mekanizmasinin, apoptozu ve
endoplazmik retikulum stres sinyalini inhibe etme kabiliyeti ile iliskili oldugunu

gostermistir (72).

3.3.4 Antioksidan Ozellikleri

Antioksidanlar, serbest radikal siipiirme ve enzim regiilasyonu yoluyla ROS'un neden
oldugu biyomolekiil oksidatif hasarini 6nleyen veya yavaslatan bilesiklerdir (94). Yapilan
bazi deneysel ¢aligmalarda, Aloe vera etanol 6ziitii, 6zellikle insan mikrovaskiiler endotel
hiicrelerini, ROS iiretimini ve HNE-protein eklenti olusumunu azaltarak hidrojen peroksit
ve 4-hidroksinonenal kaynakli toksisiteye karsi korumustur (73). Aloe veranin
antioksidan aktivitesi, en azindan kismen, antrakinonlar ve peroksil radikal temizleme
aktivitesine ve indirgeme kapasitesine sahip ilgili bilesiklere (10 pM) baglidir (74). Bu
caligmalarin yani sira, 53 saglikli goniilliiniin katildig1 bir klinik calismada, Aloe vera jel
Oziitliniin alim1 (14 giin) deneklerin plazmasmin toplam antioksidan kapasitesini

artirmistir (75).

3.3.5 Antimikrobiyal ve Antiviral Etkileri

Aloe vera ve ana bilesenlerinin antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmek i¢in farkli
calismalar yapilmistir. Bu calismalarin ¢ogu in vitro olup antibakteriyel aktiviteye
odaklanmaktadir. En c¢ok calisilan bakterilerden biri Staphlococcus aureus ve
Pseudomonas aeruginosa'dir. Bu nedenle, Aloe vera sulu 0ziitli, metisiline direngli

Staphylococcus aureus'a karsi biiylimeyi ve biyofilm olusumunu azaltmstir (76).

Aloe veranin antiviral aktivitesi, herpes simpleks virtisii tip 1 ve HIN1 alt tipi influenza
viriisii i¢in arastirilmistir. Aloe vera oziti jeli (% 0.2 ila% 5 konsantrasyonlar),
biiylimesini inhibe ederek Vero hiicrelerinde herpes simpleks viriisii tip 1'e kars1 antiviral
aktivite gostermistir (77). Ote yandan, in vitro calismalar, Aloe polisakKaritlerinin,
influenza viriisii partikiilleri ile etkilesime girerek HIN1 alt tipi influenza viriisii

replikasyonunu ve viral adsorpsiyon siiresini azalttigini gostermistir.
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Sekil 4: Aloe Veranin Temel Bilesenlerinin Farmakolojik Etkileri (78).

3.4 Matriks Metalloproteinazlar

Matriks metalloproteinazlar; ekstraselliiler matriks makro molekiillerinin biiyiik kismini

yikabilen notr, metale bagimli endopeptidaz grubudur. Genel olarak bu enzimler biiytik

benzerlikler gostermelerine ragmen etki gosterdikleri substratlarinin ve transkripsiyon

regililasyonlarinin farkli olmasindan dolayr birbirlerinden ayrilmaktadirlar. Cinko igeren

notral endopeptidaz enzim ailesi olan Matriks Metalloproteinazlar, ESM’in tiim

elemanlarinda yikim 6zelligine sahiptirler. MMP’ler; fetal gelisim, postnatal doku onarimi

vb. fizyolojik durumlarda ve ESM’in yeniden yapilanmasinda 6nemli rol alirlar (79).

MMP’ler ilk defa Jerome Gross ve Charles Lapiere tarafindan 1962 yilinda tanimlanmistir

(80).
Substrat 6zgiilliiklerine ve yapilarina gore 5 alt grupta incelenebilirler:

a. Kollajenazlar
b. Stromelisinler

c. Jelatinazlar
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d. Membran tipi MMPler (MT-MMP)
e. Smniflandirilamayan MMPler

Yapisal olarak incelendiginde Matriks Metalloproteinazlar 5 boliimden olusur:

1) Sinyal peptit

2) Propeptit

3) Zn baglayici bolge igeren katalizor kisim

4) Hemopeksin benzeri kisim (substrat spesifitesini belirler)

5) Katalizor kismi hemopeksin benzeri kisma baglayan prolinden zengin bolge (81).

MMP’ler farkli yapisal 6zelliklere sahiptirler. Endoplazmik retikulum’dan ilk sentezlenen
protein sinyal peptit proteinidir. Katalitik ¢inko baglayan bolge ile etkileserek enzimin
inaktif formda kalmasini saglayan bolge ise propeptit bolgedir. Propeptit bolgenin
ayrilmasi ile yapisindaki ¢inko iyonlar1 sayesinde enzim aktivitesini saglayan bolge

katalizor bolgedir.

MMP’ler C terminalinde hemopeksin/fibronektin benzeri bdlge icerirler. Ancak MM-7
ve MMP-26 hemopeksin/fibronektin benzeri bir bolge icermezler. Bu bolge hem
baglayan bir peptiddir. Ayrica endojen doku inhibitorleri olan TIMP’lerin jelatinaz grubu
MMP’lere (MMP-2, MMP-9) ve MMP-13’e¢ baglanmasi yoniinden iliskilidir (82).
Metalloproteinaz Doku Inhibitorleri (TIMP), Matriks metalloproteinazlarin proteolitik
aktiviteleri spesifik olmayan (a-2 makroglobilin , a-1 antiproteaz vb.) ve spesifik olan
inhibitorler (TIMP) ile engellenebilir (79).

MMP’lar yara iyilesmesi ve doku hasarmin tamiri gibi fizyolojik siire¢lerde olduk¢a
onem tagimaktadir. Yara iyilesmesinde, yara kenarlarindaki hasarli ylizeyde
reepitelizasyonu gerceklestirmek igin keratinosit migrasyonunu saglar. MMP-1" in
proteolitik aktivitesinin keratinosit migrasyonu i¢in gerekli oldugu hiicre kiiltiirlerinde

yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (83).

23



3.4.1 Matriks Metalloproteinazlarin Enzim Aktivitesinin Inhibisyonu
TIMP’ler, MMP’lerin spesifik doku inhibitdrleridir. TIMP’ler enzim aktivitesinin
diizenlenmesinde ©Onemli rol oynarlar. Ayn1 zamanda a2-makroglobulin, sentetik

inhibitorler, heparin ve tetrasiklinler de MMP inhibitorlerindendir.

Bag dokusu metabolizmasinin diizenlenmesinde TIMP’ler 6nemli bir gorev alirlar. Cogu
doku ve viicut sivilarinda da bulunurlar. MMP’lere irreversibl ve non-kovalent bigimde
baglanip latent enzim formunun aktivasyonunu ve katalitik aktivitenin siirdiiriilmesini
inhibe ederler. TIMP’ler MMP enzim aktivitesini ve MMP/TIMP dengesini bdylece siki

bir sekilde kontrol altinda tutarlar.

TIMP’ler; vaskiiler diiz kas hiicreleri, kan hiicreleri, bag dokusu hiicreleri, endotel

hiicreleri ve makrofajlar tarafindan sentez edilirler.

TIMP’ler MMP aktivitesini inhibe etme yoniinden benzerlik gosterirler. Ancak
matriksteki lokalizasyonlart ve gen ekspresyonunun diizenlenmesi yoniinden bazi

farkliliklar gosterirler.

Ayni zamanda MMP tiirlerine gére de 6zgiilliik gosterirler. Orn: Jelatinaz A (MMP-2)
TIMP-2 ile inhibe edilirken Jelatinaz B (MMP-9) ise TIMP-1 ile inhibe edilir (82).

TIMP-1, 2, 3, 4 olmak iizere insanlarda 4 TIMP tiirii bulunmaktadir.

TIMP1 ve TIMP2’nin hiicre gelisimi ve eritrosit liretimini arttirmasi gibi diizenleyici
aktivitelerinin ~ oldugu  bilinmektedir Ayn1  zamanda  TIMPL/TIMP2/TIMP3
overekspresyonunun timor gelisimini azaltti§i bilinmektedir. Ayrica  TIMP3’{in
proapopitotik aktivitesinin oldugu, TIMP1 ve TIMP2’nin ise antiapopitotik aktivitesinin
oldugu bilinmektedir (84). TIMP4’iin plazma konsantrasyonunun ise kalp yetmezligi

tanisinda bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi de bazi ¢alismalarda rapor edilmistir (85).

3.5 Yara lyilesmesi
Deri ve mukozay1 olusturan yapilarin farkli nedenlerle biitiinliigiiniin bozulmasi1 sonucu

fizyolojik 6zelliklerin gegici veya tamamen kaybolmasi ile olugan lezyonlara "yara” denir

(86).
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Doku biitiinliigliniin bozulmasindan baglayarak yeni doku olusumu ile sonuglanan
hiicresel ve biyokimyasal olaylar zincirine ise "yara iyilesmesi” denir. Aktif ve dinamik
bir olay olan yara iyilesmesi, birbirlerini izleyen, sinirlar1 kesin olarak ¢izilemeyen ve
birbirleri ile siki bir iligki igerisinde olan hemostaz, enflamasyon, proliferasyon ve yeniden

modelleme (maturasyon, remodelling) olarak adlandirilan dort evrede gerceklesmektedir

(3).

3.5.1 Hemostaz

Yara iyilesme siirecinde ilk basamak olan hemostazin goérevi damar duvarindaki
yaralanmay1 takiben kanama kontroliinii saglamaktir. Yara iyilesme siirecinde hiicreler
icin gecici bir matriks ag1 olusturur ve bu siirecin ilerlemesine yardimci olur. Hemostaz
evresi kanamaya yanit olarak katekolamin saliniminiyla beraber gecici vazokonstriksiyon
baslar.Bu siire¢ 5-10 dakika siirmektedir. Damar yaralanmasi ile beraber subendotelde
bulunan kolajen ve mikrofibriller, trombositlerle temas eder ve Hageman faktoriinii
(faktor XII) aktive ederler (87, 88). Boylece trombositlerden sitokin ve biiylime
faktoriiniin - salinimi  gergeklesir.  Yogun graniillerden kalsiyum, serotonin, ADP
salgilanirken o-graniillerden ise von Willebrand Faktor (vWF), fibronektin,
trombospondin, trombosit kaynakli biiyiime faktoérii (PDGF), heparini nétralize eden

protein (trombosit faktor 4) salgilanir.

Trombositlerden salinan tromboksan A2 (TXAZ2) ise vazokonstriksiyon ve trombosit
agregasyonuna neden olur. Boylece intrensek ve ekstrensek pihtilasma mekanizmalari
aktive olur. Ekstrensek yolak sonucu protrombin aktive olarak trombine doniigiir. Aktif
trombin, fibrinojeni fibrine doniistiirerek fibrin tikacin olusmasina neden olur. Fibrin tikag

ise enflamatuvar hiicre ve fibroblast gocii i¢in erken yara matriksi olarak islev goriir (89).

3.5.2 Enflamasyon

Yaralanma sonrasi gelisen vazokonstriksiyon yerini vazodilatasyona birakir.Endotel veya
mast hiicresi kaynakli 16kotrienler, prostaglandinler ve histamin vazodilatasyona sebep
olan etmenlerdir. Nekroza sebep olan artan kan akimi, trombositlerden salinan faktorler
ve doku hasar1 endotel gegirgenligini degistirir ve hiicreler arasi alana plazma gegisi ile

6deme sebep olur. Damar gegirgenligindeki artis, kompleman faktérler, interlokin-1 (1L-
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1), timor nekroz faktdr- o (TNF-a), donistiiriicii biiyime faktér-f (TGFB) gibi

kemotaktik maddeler, n6trofil kemotaksisini uyarir (87, 90).

Yaralanmadan sonraki ilk 24 saatte notrofiller, yara bolgesinde baskin olan enflamatuvar
hiicrelerdir. Fagositoz yardimi ile reaktif oksijen radikalleri (ROR) ve proteolitik enzimler
yardimiyla bakteri ve yabanci cisimler ortadan uzaklastirilir, travmadan zarar gérmiis

nekrotik hiicre kalintilar1 temizlenir (5).

Notrofil sayisi yara iyilesmesinin 2. ve 3. Giinlerinde azalmaya baslar ve baskin olan
makrofajlar haline gelir. Enflamasyonun en Onemli hiicreleri olan makrofajlar
dolasimdaki monositlerden kaynaklanir.Makrofajlar salgiladiklar sitokinler ve biiylime
faktorleri ile yara iyilesmesini diizenler.Sitokinlerin uyarmasi ile anjiyogenez, fibroblast

gocii ve proliferasyonu, kolajen {iretimi gergeklesir (88).

Yara iyilesmesinde 6nemli olan faktorlerden birisi de T lenfositleridir. Yara yerine gogleri
ve aktif olmalari makrofajlar tarafindan saglanir.Ayn1 zamanda IL-1, IL2, TNF- a,
epidermal biiytime faktorii (EGF) gibi pek ¢ok sitokinin de kaynagi ve diizenleyicisidirler.

Cesitli faktorlere gore degiskenlik gosterse de enflamatuvar siiresi ortalama 3-5 giin siirer.

3.5.3 Proliferasyon
Iyilesmenin 3-5. giiniinden itibaren makrofajlarda salian PDGF ve TGF- B gibi sitokinler
tarafindan fibroblastlar aktive edilmeye baglar ve ¢ogalir. Fibroblastlar yara yerinin baskin

hiicreleri haline gelir (87).

Fibroblastlarin yara bolgesine ulagsabilmesi i¢in proteolitik enzimler tarafindan bu bolgede
bulunan nekrotik dokulari parcalamas1 gerekmektedir. Bu sebeple matriks
metalloproteinaz (MMP) ad1 verilen enzimler salgilar. Mezenkim kokenli kok hiicreler de

bu donemde fibroblastlara farklilagabilir (89).

Fibroblastlarin gorevi kolajen salgilamaktir. Bag dokunun temel yap: tas1 kolajendir ve
total proteinin 1/3’{inili olusturur.Kolajen sentezi yaralanmanin 5-7. glinlerinde maximum
seviyeye ulasir. Kolajen molekiiliindeki aminoasitler tekrarlayan tripeptid dizilimi
gosterirler. Glisin amino asidine prolin, hidroksiprolin, lizin ve hidroksilizinden ikisi

baglanarak polimer yapisini olusturur.(91, 92).
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Protokolajen molekiiliine baglanabilmesi icin prolin ve lizin aminoasitlerinin hidroksil
hale donmeleri gerekmektedir. Prolin hidroksilaz ve lizil hidroksilaz enzimleri bu
reaksiyonda rol oynar.Bu enzimlerin kofaktorleri askorbik asit, a-ketoglutarat, oksijen
ve demirdir (93).

Kolajen tipleri insan viicudunda farkli dokularda sentez edilmektedir. Tip-1 kolajen
saglam derinin kolajenlerinin %80-90’nin1 olusturulurken geri kalan kismini ise tip-I11
kolajen olusturur.Ayrica tip-IIl kolajen tarafindan graniilasyon dokusundaki kolajenlerin

%30’u olusturulmaktadir (89).

Tip-II kolajen kikirdak dokuda, tip-IV kolajen bazal membranda baskindir. Normal ciltte

tip-1/tip-111 kolajen oran1 4/1°dir. Bu oran yara iyilesmesinin erken evrelerinde 2/1’e kadar
cikar (5).

Yara iyilesmesini gosteren onemli parametrelerden birisi yara bolgesindeki kolajen

miktaridir.

Kolajen sentezinin yani sira fibroblastlar; fibronektin ve proteoglikanlar1 sentezler.
Sentezlenen bu maddeler bag dokusundaki  fiziksel Ozelliklerinin olusmasini
saglar.Ayrica hiicreler arasindaki bosluklar1 doldurarak destek olusturan ekstraselliiler

matriksi olusturur (3, 88).

Enfeksiyonu ve sivi kaybini 6nlemede epitelizasyon bilyiikk 6nem tagir (89). Kismi
kalinliktaki yaralarda epitelizasyonun sorumlusu dermiste bulunan deri ekleridir.Fakat

tam kat yaralarda ise epitelizasyon sadece yara kenarlarinda gergeklesir.

Yara bolgesinde yeni damarlarin olugsmasi ve gelismesine anjiyogenez denir. Bu siirecteki
en temel hiicre endotel hiicresidir. Perisitlerle birlikte kapiller damar duvarina yerlesir.
Endotelyal hiicreden makrofajlarca salinan sitokinlerin uyarisiyla yeni kapillerler olusur.
Yara iyilesmesinin sonuna kadar anjiyogenez devam eder.Primer uyarict Vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) 'diir (3, 88, 94). Dokudaki hipoksi sonucunda

ortamda bulunan fibroblast, keratinosit ve makrofajlarda hipoksi indiiklenebilir faktor-1

27



(HIF-1) proteini aktive olarak VEGF salinir. HIF-1 proteinini inaktif hale getiren ise
ortamda yiikselen oksijen konsantrasyonudur (95).

Yara alanindaki kontraksiyon ve epitelizasyonun sagladigi kii¢iilme ile seconder iyilesme
gerceklesir. Yara kontraksiyonu agik yaralar i¢in 6nemlidir. Graniilasyon dokusunun
gelismesi ve kontraksiyon ayni anda baslar (3, 88). Myofibroblastlar igerisinde zengin
olarak bulunan aktin filamentleri kontraksiyonun temelini olusturur. Kontraksiyon ise
yara boyutunu kii¢iiltiip epidermis graniilasyon dokusunu tamamen orter. Bu siirede TGF-

B etkin olarak rol oynar (96).

3.5.4 Yeniden Modelleme (Remodelling)

Yara iyilesmesinin en az bilinen ve en uzun evresi yeniden sekillenme evresidir. Bu evre
oldukea yavas gelisir (97). Iyi bir ag yapmm olusturulmas: ve kollajenin organizasyonu
bu evrede goriiliir. Fibroblast ve makrofajlarin gorevleri tamamlanir ve apoptozis yoluyla

ortadan kaldirilirlar.

Vaskiilariteye ve yogun olarak hiicreye sahip olan doku yerini skar dokusuna birakir.Bu
skar doku daha az hiicre ve damarlardan olusur. Iyilesmenin erken doneminde salgilanan
organize olmamis ve jel benzeri yapida olan tip 111 kollajen bu evrede yerini tip | kollajene
birakir. Tip I kollajen igceren kalict matriks oldukca saglam yapiya ve dirence sahiptir.
Skar dokusundaki kollajen fibriller ise normal dokuyla karsilastirildigi zaman daha kii¢iik

ve karigik bir diizene sahiptirler (7).

Graniilasyon dokusundan skar olusurken; kollajen sentezi ve yikimi arasindaki dengede
kollajenin yeniden yapilanmasinda etkili olur. Fibroblastlar, graniilositler ve makrofajlar
tarafindan salgilanan matriks metalloproteinazlar1 (MMP) araciligiyla kollajen yikimi
gerceklestirilir. Yara dokusu etrafinda olusan yeni kollajen lifler, dnce kendi aralarinda
daha sonra ise yara ¢evresindeki eski kollajen liflerle baglanti kurar. Kollajenin miktari ve
niteligiyle yara gerginligi ve saglamlig1 dogru oranda paralellik gosterir. Yarada olusan

gerilim kuvveti higbir zaman normal derinin % 80’ini gegmez (98).
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Sekil 5: Yara lyilesmesinin Asamalar1 (99).
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4 GEREC VE YONTEM

4.1 Deneyin Diizenlenmesi ve Deneysel Diyabetin Olusturulmasi:

Deneysel calismamiz Dicle Universitesi Prof. Dr. Sabahattin Payzin Saghk Bilimleri
Aragtirma ve Uygulama Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alinan
29.04.2020 tarih ve 2020/09 nolu izin gergevesinde gerceklestirildi. Tiim deneysel siire
boyunca bilim igin sakrifiye edilen hayvanlarin refahina 6zen gosterildi. Calismamizda
Dicle Universitesi Sabahattin Payzin Saghik Bilimleri Arastirma ve Uygulama
Merkezi’nden (DUSAM) temin edilen 15-16 haftalik, agirliklari 190-210 gr araliginda
degisen 21 adet Wistar Albino cinsi disi sigan kullanildi. Siganlar rastgele 3 esit gruba
(n:7) boliindii. Bir haftalik adaptasyon siirecini takiben hayvanlara 45mg/kg stz soguk 0.1
M sitrat buffer(ph=6.0) igerisinde ¢ozdiiriilerek intraperitonal yolla uygulandi. Temin
edilen siganlardan diyabet ve diyabet+aloe vera gruplarinda stz indiiklii deneysel diyabet
modeli olusturuldu. Deneysel diyabet modeli olusturulan hayvanlarda hipoglisemi
sekillenmemesi igin 48 saat stireyle %10 luk seker i¢eren suya ad libidum erisim sagland.
Enjeksiyonu takiben 72 saat sonra hayvanlarin kuyruk veninden kan almak suretiyle tim
gruplarda glukometre yardimiyla kan glikoz diizeyleri 6l¢iildi. Diyabet ve diyabet+aloe
vera gruplarindaki hayvanlarda kan glukoz diizeyi > 240 mg/dl olanlar Tip 2 diyabetik
kabul edildi (100). Deneysel diyabetin olusturulmasindan sonra tiim gruplardaki

hayvanlarda insizyonel yara modeli olusturuldu.

4.2 Aloe Vera Ekstraktinin Hazirlanmasi

Hobi amagh yetistirilen saglikli Aloe vera bitkilerinden toplanan 15-30 cm
uzunlugundaki aloe vera yapraklari toplandi. Toplanan aloe vera yapraklar1 % 70 lik alkol
ile silinerek toz ve kirlerden arindirildi. Toplanan aloe vera yapraklari orta hattan kesilerek
iki parcaya béliindii.I¢ kisminda yer alan jel ve yapraklarin i¢ yiizii bir spatul yardimryla
toplandi.Toplanan aloe vera jel ve yaprak parcalari bir beherde toplandi.300 ml’lik
ekstrakt iizerine 700 ml %70 lik alkol eklendi.Elde edilen 1000 mI’lik 6rnek laboraratuvar
tipi homojenizatorde homojenat haline getirildi.Daha sonra elde edilen homojenat
stiziildii.Siiziilerek partikiillerden arindirildi.Daha sonra 50 ml’lik falkonlara birakilarak

sogutmali santrifiijde +4 C° 10.000 devirde 15 dk siireyle santrifiij edildi.Santrifiij sonrasi
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falkon tiiplerindeki siipernatant bagka bir beherde toplandi.Toplanan siv1 liyofilize hale

donistiiriilmek iizere 6nce evaporasyon daha sonra liyofilizasyon agamalarina gecildi.

Resim 2: Aloe vera bitkisi
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Resim 4: Evaporatorde 6n yogunlagtirma islemi
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Resim 5: Evaporatdrde 6n yogunlastirma yapilmig ekstrakt

Resim 6: Liyofilizatorde freeze drying yontemiyle kurutma iglemi
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Resim 7: Freeze drying islemi yapilan ekstrakt

Resim 8: Ekstraktin hassas terazide tartilmasi
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4.3 Tinsizyonel Yara Modelinin Olusturulmasi ve Deneyin Sonlandirilmasi

Deneysel diyabet modeli olusturulduktan sonra hafif anestezi altina alinan kontrol diyabet
ve diyabet + aloe vera gruplarindaki hayvanlarin lumbosakral vertabra diizlemine denk
gelecek sekilde dorsal deri tizerinde 1 cm ¢apinda yara modeli olusturuldu.Yara modeli
olusturulmadan dnce insizyon edilen bolge traslandi, batikon ile temizlendi.insizyonel
yara modeli olusturulan hayvanlar ayr1 kafeslere birakilmak suretiyle takip altina
alindi.Yaptigimiz bu calismada gruplarimizdaki hayvanlarda herhangi bir kayip
olusturulmadi.Diyabet+ aloe vera grubundaki hayvanlara daha 6nce hazirlanan aloe vera
ekstrakti distile suda ¢oziilmek suretiyle giinliik 300 mg/kg oral gavaj yoluyla 0.5 ml
siispansiyon halinde veridi. 14 giin siiren deneyin sonunda tiim gruplardaki hayvanlardan
kuyruk veninden kan sekeri Olciimii gerceklestirildi ve kalpten kan alinirak sakrifiye
edildi.Sakrifiye edilen hayvanlarin daha once yara modeli olusturulmus bolgesindeki

dokular eksize edilerek ¢ikartildi ve deri 6rnekleri % 10’luk formol igerisinde fikse edildi.

Resim 9: Deney hayvanlari
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Resim 10: Yara olusturma

4.4  Doku Takibi ve Histokimyasal Boyamalar

4.4.1 Hematoksilen-Eozin boyama

Parafin bloklardan alinan deri doku kesitleri 37°C’ye ayarlanan benmariye alindi. Lamin
tizerindeki fazla parafini eritmek i¢in kesitler 6 saat boyunca 58-62°C etiivde bekletildi.
Ksilende kesitler 3x15 dakika deparafinize edildi. Kesitler azalan alkol serilerinde (%100,
%96, %90, %70, %50 etil alkol) 10’ar dakika bekletildi. Distile suda 5 dakika bekletildi.
Harris Hematoksilen boyasinda 8 dakika bekletildikten sonra kesitler akar suyun altinda
5 dakika yikandi. Durulanan kesitler alkolik eozin boyasinda 6 dakika bekletildi. Artan
alkol serilerine (%80, %90, %96 etil alkol serilerinden gegirilerek) kesitler daldirildi ve
absolii alkolde 2 dakika bekletildi. Son asamada ise kesitler 3x15 dakika ksilende

bekletildi ve doku tizerine Entellan damlatilip lamelle kapatildi.

4.4.2 Alcian Blue Boyama

Kesitler 2x10 dakika ksilende bekletildi.Daha sonra azalan alkol serilerinde (%2100, %96,
%90, %380, %70) 5’er dakika bekletildi ve distile suya getirildi.Daha sonra kesitlerin
tizerine A soliisyonu (Alcian Blue pH 2,5 solution according to Mowry) damlatilip 30
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dakika bekletildi.Kesitler yikanmadan B soliisyonu (Sodium tetraborate solution)
damlatilip 10 dakika bekletildi.Cesme suyuna alinan kesitler 5 dakika yikand: ve distile
suda 2 dakika bekletildi.Daha sonra C soliisyonu (Periodic acid solution) damlatilip 10
dakika bekletildi.Kesitler distile suda yikandi.Distile sudan alinan kesitlere D soliisyonu
(Schiff’s Reagent according to Hotchkiss - Mc Manus) damlatilip 20 dakika
bekletildi.Kesitler distile suya alinip yikama yapildi.Distile sudan alinan kesitlere E
soliisyonu (Potassium metabisulphite solution) damlatilip 2 dakika bekletildi.Kesitler
yikanmadan F soliisyonu (Fixative solution) damlatilip 3 dakika bekletildi.Kesitler distile
suya alinip yikama yapildi.Distile sudan alinan kesitlere G soliisyonu (Mayer’s Hemalum)
damlatilip 2 dakika bekletildi.Cesme suyunun altinda kesitler 5 dakika yikandi.Cesme
suyunda yikanan kesitler artan alkol serilerinde (%70, %80, %90, %96, %100) 5’er dakika
dehidre edildi.2x10 dakika ksilende seffaflandirilan 6rnekler entellan damlatilarak lamel

yardimziyla kapatildi ve 151k mikroskobunda incelendi.

4.4.3 Immiinohistokimyasal boyama

Parafin bloklardan alinan kesitler 37°C’ ye ayarlanan benmariye alindi ve daha sonra
polilisinli lamlara alindi. Lam {izerinde fazla parafini eritmek i¢in kesitler 58-62°C etiivde
6 saat boyunca bekletildi. Kesitler 3x15 dakika ksilende deparafinize edildi. Kesitler
azalan alkol serilerinden (%100, %96, %90, %70, %50 etil alkol) 10’ar dakika
bekletildi.Daha sonra distile suya getirilerek 5 dakika bekletildi. Kesitler fosfat tampon
soliisyonunda (PBS) 3x5 dakika yikandi. Kesitler etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)
buffer soliisyonuna (pH:8.0, katalog no: ab93680, Abcam, Cambridge, USA) alindi ve 1s1-
indiiklii epitope retrieval islemi gergeklestirildi.Oda sicakliginda 20 dakika bekletilen
kesitler tekrar PBS’e alindi. Kesitler immunohistokimya barina dizildi Barin sicakligi ve
nemliligi kontrol edildi. Kesitlere hidrojen peroksit soliisyonu (katalog no: TA-015-HP,
ThermoFischer, Fremont, CA, USA) damlatilip 20 dakika bekletildi. Ardindan PBS ile
3X5 dakika yikama yapilip, Ultra V Block (katalog no: TA-015-UB, ThermoFischer,
Fremont, CA, USA) soliisyonunda 7 dakika bekletildi. Kesitler, MMP-1 (katalog no:bs-
0463R) ve TIMP-1 ( katalog no:orb-195994) antikorlari ile bir gece +4°C’de bekletildi.
Ertesi giin kesitler oda sicakligina birakilarak 30-60 dakika bekletildi. PBS ile yikanan
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kesitlerin iizerine biotinli sekonder antikor (katalog no:TP-015-BN, ThermoFischer,
Fremont, CA, USA) damlatilip 14 dakika bekletildi. Daha sonra streptavidin-peroxidase
(katalog no:TS-015-HR, ThermoFischer, Fremont, CA, USA) damlatilip 15 dakika
bekletildi.Daha sonra PBS ile yikama yapildi. Yikanan kesitlerin {izerine
Diaminobenzidin (DAB) (katalog no: TA-001-HCX, ThermoFischer, Fremont, CA, USA)
damlatilip reaksiyon mikroskop altinda izlendi. PBS ile durduruldu. Harris hematoksilen
ile zit boyama yapildiktan sonra kesitler entellan (katalog no:107961, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, United States) ile kapatildi.Zeiss Imager A2 fotomikroskobunda
degerlendirilip goriintiilendi. (Resim 11)

%
Resim 11: immiinohistokimyasal boyama islemi

45 Tstatistiksel Analiz

Deney Oncesi ve sakrifikasyon oncesinde kuyruk veninden kan alinarak hayvanlarin kan glukoz
diizeyi 6lciilmiis ve elde edilen kan glukoz diizeyleri istatistiksel yonden incelenmistir. Istatistiksel
anlamlilik non-parametrik Krukal Wallis testi ile incelenmistir. Gruplar arasindaki g¢oklu
karsilastirma Tamhane’s T2 testine gore yapilmustir. Istatistiksel yonden p<0.05 anlamli kabul

edilmistir ve sonuglar ortalama + standart sapma (SD) seklinde gosterilmistir.
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5 BULGULAR

5.1 Istatistiksel Bulgular
Kan Glukoz Diizeyi

Kan glukoz diizeylerine iliskin sayisal ve grafiksel veriler Tablo X ve Figiir Y’de
gosterilmistir. Deneyde yer alan tiim hayvanlarin deney Oncesi, ve deney sonunda kuyruk
veninden kan alinmak suretiyle kan glukoz diizeyleri, glukometre yardimiyla ol¢iildii.
Deney oncesi kan glukoz diizeyleri sham grubunda 110,71 + 11,29 mg/dl, diyabet
grubunda 118,00 £+ 25,51 mg/dl, diyabet+aloe vera grubunun ise 119,57 + 16,97 mg/dl
olarak tespit edildi ve gruplar arasinda istatistiksel yonden anlamli bir fark bulunamadi
(p>0.05). Deney sonunda sakrifikasyon 6ncesi yapilan 6l¢timlerde ise sham grubunun kan
glukoz diizeyinin 107,57 +7,28 mg/dl oldugu, diyabet grubunun kan glukoz diizeyinin ise
367,86 = 113,55 mg/dl oldugu ve sham grubundan anlamli derecede yiiksek oldugu
(p<0.01) tespit edildi. Diyabet+aloe vera grubunun kan glukoz diizeyinin ise 220,86 +
5,49 mg/dl oldugu ve sham grubundan (p<0.01) ve diyabet grubundan (p<0.05) anlamli
derecede farkli oldugu tespit edildi.

Tablo 1: Gruplarin deney 6ncesi ve sakrifikasyon oncesi kan glukoz diizeyleri. Farkli tist simgeler gruplar
arasindaki anlaml farklilig1 gostermektedir.

Sham Diyabet Diyabet + Aloe vera
Deney Oncesi 110,71 +£11,292 118,00 £ 25,512 119,57 £ 16,972
Sakrifikasyon Oncesi 107,57 £7,28% 367,86 £ 113,55¢ 220,86 + 5,49°

Not: #°p<0.01, *°p<0.01, >*p<0.05.
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Resim 12: Gruplarin Deney Oncesi ve Sakrifikasyon Oncesi Kan Glukoz diizeylerinin istatistiksel
analizinin grafiksel sunumu. Sham grubuna gore *p<0.01, **p<0.01. */**p<0.05.

5.2 Histopatojik Bulgular

S 7

Resim 13: Kontrol Grubu HE Boyama: Epidermis yiizeyindeki yassi hiicreler normal goriiniimde izlendi
(ok). Bazal bolgedeki hiicrelerde ise 6zellikle yukar: dogru mitotik aktivite gelismeye basladi.Dermis
bolgesinde siki bir bag dokusu ve agag1 dogru uzanan kil folikiilii yapilar1 daha belirgin izlendi (y1ldiz). Dig
eksternal tabakadaki hiicrelerin oval goriiniimlii oldugu tespit edildi.Medulla bolgesinde olgunlagmanin
olmadig, kilin olusmadig1 ve salgilamanin heniiz yapilmadigi izlendi. Dermisin derin kisimlarinda diffiiz
halde bag doku hiicreleri goriilmekle birlikte damar yapilart diizenli, endotel hiicreleri yassi ve ige doniik,
damarlarda herhangi bir anormal yap1 izlenmedi. Bar: 100pm

40



Resim 14: Diyabet Grubu HE Boyama: Epitel hiicrelerde kayip ve niikleuslarda piknosis izlendi. Epidermis
yapisinda incelme ve ayrilmalar tespit edildi (0k). Dermal papilla bolgesinde soliter tarzda dagilan 16kosit
infiltrasyonlar1 gorildd, kollajen liflerde hafif dejenerasyonlar goriildii ve ESM yapisi artmaya bagladi (ok
bas1).Kil folikiillerinin dis eksternal bolgesindeki epitel hiicrelerinde dejeneratif degisiklikler goriildi.
Kollajen yapilarda bozulmalar tespit edildi (yildiz). Dermis bolgesine yayilan bag doku hiicrelerindeki
niikleuslarda apoptotik degisiklikler tespit edildi. Bar: 100pm

Resim 15: Aloe Vera Grubu HE Boyama: Epidermisin yapisinda kalinlik tespit edildi (0k). Sekonder papilla
yapilarinin epidermis i¢erisinde diizenli yerlestigi incelendi. Dermal papilla bélgesindeki hiicrelerin soliter
tarzda dagildig tespit edildi. Dermis bolgesindeki retikiiler tabakada kollajenlerin diizenli, fibroblastlarin
ise belli bir diizen igerisinde yerlestigi tespit edildi (yildiz). Bag doku hiicrelerinde hafif hipertrofi goriildii,
kiigiik capli damarlarin dilate oldugu goriildii (ok basi) ve az sayida hiicre infiltrasyonun oldugu tespit
edildi. Bar: 50pm
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Resim 16: Kontrol Grubu Alcian Blue Boyama: Epidermis bolgesinde bazal tabakadaki hiicreler piramidal
goriintimlii izlendi (0K). Dermal papilla bolgesi ESM’den zengin, retikiilare tabakasinda kollajen liflerin
aralarinda diizensiz sik1 bir bag dokusu oldugu goriildii (yi1ldiz). Kil folikiillerinin dis eksternal bolgesindeki
hiicreler normal gériiniimde izlendi (ok bas1). I¢ kisimda kil folikiillerinden olusan kilin sekillendigi goriildii.
Medulla bolgesindeki salgilama diizenli olup medullar bolgedeki bag doku hiicrelerinin soliter tarzda
dagildig1 goriildii. Muskulus erektor pili kasi kil folikiiliine parelel yerlesik goriinimlii olarak izlendi (gift

kuyruklu ok). Bar: 100pum

R i 1 PRSI B 2 > R

Resim 17: Diyabet Grubu Alcian Blue Boyama: Yiizey epitelinde dokiilmelerle birlikte epitel kaybinin
oldugu goriildi, liimene dogru dokiilen epitel pargaciklarinin oldugu tespit edildi (0k). Dermis bolgesinde
hem mononiikleer hem de az sayida polimorf niikleuslu 16kosit hiicreleri tespit edildi (ok basi). Kil
folikiiliiniin etrafindaki hiicrelerin niikleuslarinda kiigilme, apoptotik degisiklikler izlendi (¢ift kuyruklu
ok). Kollajen liflerde dejeneratif degisiklikler goriildii (y1ldiz), ESM yapisinda artis goriildii. Damarlar hafif

dilate gortintimlii, kil folikiilleri etrafinda inflamatuar hiicreler tespit edildi. Bar: 50pm

NS -

-
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Resim 18: Aloe Vera Grubu Alcian Blue Boyama: Dermiste kollajen lifler arasinda bag dokuda belirgin
bir azalma, farkli yonde tertiplenme goriildii (yildiz). Bag doku hiicreleri soliter tarzda dermis alaninda
dagilim gosterirken damar dilatasyonu (ok basi) ve inflamasyonda belirgin bir azalma tespit edildi. Bar:
S50pm

5.3 Immiinohistokimyasal Bulgular

Resim 19: Kontrol Grubu MMP-1 immiinohistokimyasal Boyama: Epidermisin bazal lamina bolgesinde
MMP-1 ekspresyonunda artig goriildii (ok bagt). Kil folikiillerinin dig eksternal bolgelerdeki hiicrelerinde
MMP-1 ekspresyonunun pozitif oldugu tespit edildi (oklar). Kollajenlerin iizerinde yer alan fibroblast
hiicrelerinde MMP-1 ekspresyonu pozitif olarak degerlendirildi (¢ift kuyruklu ok). Bar: 100pm
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Resim 20: Diyabet Grubu MMP-1 Immiinohistokimyasal Boyama: Epidermis yiizeyindeki hiicrelerde
MMP-1 ekspresyonu yogun olarak tespit edildi (0k). Damarlarin endotel ve bazal laminasinda MMP-1
ekspresyonu pozitif olarak goriildii (yildiz). Kil folikiillerinin tamaminda MMP-1 ekspresyonu pozitif olarak
goriildii (ok bast). Fibroblast hiicrelerinde kiigiilme tespit edildi ve niikleuslarinda MMP-1 ekspresyonun
pozitif olarak boyandig: tespit edildi (¢ift kuyruklu ok). Bar: 100pm

Resim 21: Aloe Vera Grubu MMP-1 immiinohistokimyasal Boyama: Yiizey epitelinde MMP-1 artis1 ve
keratinizasyon ve graniiloza hiicrelerinde MMP-1 ekspresyonu pozitif olarak degerlendirildi (yildiz). Kil
folikiilinde yer alan hiicrelerin biiyiik bir bolimiinde MMP-1 ekspresyonun pozitif oldugu degerlendirildi
(ok bag1).Fibroblast hiicreleri MMP-1 ekspresyonu yoniinden ¢ok yogun bir sekilde artis gosterdi (ok). Bar:
100pm
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Resim 22: Kontrol Grubu TIMP-1 immiinohistokimyasal Boyama: Epidermisin kil folikiillerinin dis
eksternal boliimiindeki hiicrelerde TIMP-1 ekspresyonu goriildii (0k). Huxley tabakasinda TIMP-1
ekspresyonu tespit edildi (ok bas1). Dermal papilla bolgesindeki fibroblastlarda TIMP-1 ekspresyon
yogunlugu izlendi (¢ift kuyruklu ok). Bar: 100pm

Resim 23: Diyabet Grubu TIMP-1 immiinohistokimyasal Boyama: Epidermisteki graniiloza hiicreleri ve
bazal hiicrelerde TIMP-1 ekspresyonu pozitif olarak goériildii (0k). Dermisin retikiilare tabakasindaki bag
doku hiicrelerinin ¢ogunda TIMP-1 ekspresyon artigt goriildii (yildiz). Kil folikiillerinin orta bolimiinde yer
alan hiicrelerde zayif ekspresyonlar tespit edilirken dis taraftaki ylizeyde ekspresyonun yogun ve pozitif
oldugu goriildii (ok basi). Bar: 100pm
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Resim 24: Aloe Vera Grubu TIMP-1 Immiinohistokimyasal Boyama: Epidermisteki hiicrelerin cogunda
TIMP-1 ekspresyonu pozitif olarak goriildii (0K). Keratinize olan bolgelerde TIMP-1 reaksiyonun pozitif
oldugu tespit edildi (ok bas1). Dermis bdlgesinde sikilagmis kollajen lifler arasinda yer alan fibroblastlar ve
diger bag doku hiicrelerinde TIMP-1 reaksiyonun yogun oldugu tespit edildi (y1ldiz). Bar: 100pm
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6 TARTISMA

Yara iyilesmesi, hasar sonras1 dokunun eski durumuna dénmesi icin sekillenen karmagik
hiicresel ve biyomolekiiler asamalar1 barindiran dogal bir siirectir. Temel olarak biyolojik
yara iyilesme siireci, homeostazin diizenlenmesi, inflamasyon, hiicre migrasyonu ve
proliferasyonu, re-modeling asamalariyla gergeklesir. Dogru ilerleyen yara iyilesmesi,
hizli bir sekilde yaranin kapanmasi ve akut yara icin rejenerasyon sekillenmeksizin
minimal veya estetik olarak kabul edilebilir bir yara izine yol agmaktadir (101). Ancak bu
stire¢ saglikl kisilerde optimal bir hizda ve sekilde gergeklesirken diyabet durumunda
kisilerde yara iyilesmesinde aksaklik veya bozulmalar olur.

Diyabetes mellitus klinik olarak hiperglisemi seklinde tanimlanan metabolik bir
rahatsizliktir ve yara iyilesme siirecindeki bozukluk diyabetes mellitusta en sik
karsilasilan komplikasyonlardandir. Ayrica diyabetli hastalarda kapanmayan yaralardan
otliri diyabetik ayak sendromu olarak tanimlanan klinik bir tablo izlenmektedir. Bu
hastalarda DM’nin son asamasinda degil ayn1 zamanda hastalik teshis doneminde de
bahsedilen tablo ile karsilagiimakta olup mevcut tablo ayak iilseri, iyilesmeyen yaralar ve
alt ekstremitelerin ampiitasyonuna kadar gidebilecek ciddi saglik sorunlarina neden
olmaktadir (102). Diyabetli kisilerde ayak {iilseri olusma riski %15’tir ve bu hastalarin alt
ekstremite ampiitasyonuna maruz kalma orani %85’tir (103). Ayrica amputasyon oykiisii
bulunan diyabetik hastalarin %5-24"liniin yliksek mortalite riski altinda oldugu ve 5 yillik
sag kalim oraninin ampiitasyon sonras1 % 40-48 oldugu diisliniilmektedir. Yas ilerledik¢e
diyabete bagli ayak sendromunun oranit %50-59 arasinda artmaktadir. Mevcut tablo
incelendiginde diyabetik yaralarin sadece kozmetik ve yasam kalitesini diisiliren bir etmen
olmadig1 ayn1 zamanda orta-ytiksek diizeyde mortaliteyi tetikleyici yoniiyle kismen hayati
bir 6nem tasidigindan bahsetmek de miimkiindiir. Uzun siireli diyabet hastaligi teshisi
konan kisilerde iyilesmeyen yaralarin yani sira, kalp, bobrek gibi organlarin etkilendigi
kronik enfeksiyon ve komplikasyonlar da sekillenebilmektedir. Bu durum hastanin ayrica
yasam kalitesinde diisiise ve hatta daha ileri saglik sorunlariyla yiizlesmesine neden
olabilmektedir. Gecikmis yara iyilesmesinde uzun siireli inflamatuvar evre, azalmis

proliferasyon ve re-modeling asamalari dahil olmak {izere birgok faktorii igeren bir
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durumdur (104). DeClue ve Shornicks, diyabetik yara iyilesmesinin IL-1f3, IL-6 ve TNF-
a gibi proinflamatuvar sitokinlerin asirt salinimi ile iliskili oldugunu bildirmistir (105).
Qui ve ark. ise yiiksek kan sekerine sahip diyabetik hastalarin hiicre proliferasyonunda
azalma ayrica yara iyilesmesi siirecinde kollajen iiretimi ve biiylime faktorlerinde
gerileme oldugunu bildirmistir (106). Anjiyogenezde gerileme ayrica VEGF ve TGF-1p
gibi biiyiime faktorlerindeki azalmanin da diyabetik yaralarin iyilesmeme siireciyle iliskili
oldugu disiiniilmektedir (107). Gelismis iilkelerde diyabetik yara iyilesmesini tedavi
etmek icin negatif basingl yara tedavisi, hiperbarik oksijen tedavisi ve biiylime faktor
takviyesi gibi yontemler tedavi amaciyla kullanilmaktadir (108-110). Her ne kadar mevcut
tedavi yontemleri ve iyi hasta bakimi klinik tabloyu hafifletse de hastaliga bagh
komplikasyonu tamamen ortadan kaldiramamaktadir. Kalic1 bir tedavinin olmayis1 yas
ilerlemesine bagli olarak diyabetik hastalarda yara iyilesmesinde aksakliklarin giderek
siddetlenmesine neden olmaktadir (111). Yasam kalitesi ve mortalitedeki etkilerinden
dolay1 bugiine kadar sayisiz arastirmaci diyabetik kutanoz yaralarin iyilesmeme sorunu
altinda yatan nedenler ve tedavisine yonelik klinik ve preklinik ¢calismalar yapmistir ancak
bu rahatsizligin tam olarak nedeni ve nasil tedavi edilecegi tam olarak netlestirilememistir.
Deney hayvanlarinda daha once yapilmis bir ¢calismada deneysel diyabet olusturulan
ratlarda kutanoz yara iyilesmesinde aksakliklar oldugu rapor edilmistir (30). Bu ¢alismada
arastirmacilar 40 mg/kg alloxan ile deneysel diyabet olusturduklari hayvanlarda yara
lyilesmesinin dogal basamaklarindan olan inflamasyon asamasinda gecikme ve daha uzun
stirme gibi bir durumun sekillendigi bildirilmistir. Ayrica akut donemde yara bolgesinde
gozlemlenen nétrofillerin diyabetik hayvanlarda dokuya daha ge¢ donemlerde goge ettigi,
yara iyilesme siirecinin dogasinda var olan notrofillerin yerini makrofaj infiltrasyonuna
birakmasi siirecinin de geciktigi bildirilmistir. Literatiirde Aloe vera’nin anti-diyabetik
etkisini aragtiran ¢alismalar olduke¢a kisitlidir. Daha 6nce yapilmis olan bir ¢calismada Aloe
vera ekstraktinin Tip 1 ve Tip 2 diyabette anti-hiperglisemik etkisi arastirtlmigtir (112).
Bu calismada Tip 1 ve Tip 2 diyabet olusturulan hayvanlarda Aloe vera’nin yaprak
ekstraktinin 500 mg/kg dozunda uygulandiginda hem insiilin bagimli hem de insiilin
bagimsiz anti-diyabetik etkisi rapor edilmistir. Mevcut ¢alismamizda Aloe vera jel

agirhiklt  olmak iizere hazirladigimiz yaprak ekstaktinda Sham grubu ile
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karsilagtirildiginda 300 mg/kg’lik Aloe vera tedavisinin Tip 1 diyabete bagh
hipergliseminin hafifletilmesinde etkinligi oldugu sonucuna ulasildi. Kan glukoz diizeyi
verilerimiz incelediginde Aloe vera tedavisi uygulanan grubun sham ve diyabet gruplar
arasinda her iki gruptan da anlamli derecede farkli oldugu ve ara bir deger aldig1 tespit
edildi. Ancak tedavi grubundaki kan glukoz diizeyinin istatistiksel yonii anlamlilik
kuvveti agisindan diyabet grubuna daha yakindi. Bu sebeple uygulanan doz ve tekrara
bagl olabilme ihtimali bulunmakla beraber Aloe vera’nin anti-diyabetik etkisinin sinirh
olabilecegi fikrine ulasildi. Yara iyilesme siireglerini g6z oniinde bulundurdugumuzda ise
sham grubundaki hayvanlarin kutandz yaralariin 14 giinlik deneyin sonunda biiyiik bir
oranda ortadan kalktigi ve yara bolgesinin makroskopik olarak kapandigi gozlendi.
Diyabet grubundaki hayvanlarda ise her ne kadar yara bolgesi ¢apinda gozle goriiliir bir
kiigiilme izlense dahi tam kapanmanin hayvanlarda sekillenmedigi goriildii.

Aloe vera tedavisi uyguladigimiz si¢anlarda ise yara acgiklik diizeyi gozle goriliir bir
sekilde sham ve diyabet gruplarindaki diizeylerin arasinda izlendi. Mikroskobik
incelemede sham grubundaki yara dokusunda makrofaj ve lenfosit infiltrasyonunun
olduk¢a yogun oldugu, epitele ve bag dokusuna ait elemanlarin re-modeling
sekillendirmeye yoneldigi tespit edildi. Yara kapanmasi tamamlanan hayvanlarin doku
orneklerinde epitellesmenin gerceklestigi ancak yer yer keratinizasyonun ise
tamamlanmadigi tespit edildi. Yer yer karsimiza c¢ikan keratinizasyondaki gecikmenin
literatiire gore akut donemdeki yara iyilesme siireciyle ilgili oldugunu yani deney
modelimizin kisa siireli olusuyla ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. Diyabet grubundaki
hayvanlarda ise epidermis tabakasinin kompakt bir hale erisemedigi, yara bolgesinde
yogun Odem biriktigi ve skar dokusunun genel yapisinin sekillendigi goriildii. Normal
kosullar altinda yara iyilesme siireci basamaklarindan homeostazin ayarlanmasi1 ve
inflamasyon basamaklarinda diisiik miktardaki 6dem lenfatik drenaj ile bolgeden
uzaklastirilmaktadir, ancak Odemin yogun miktarlarda olmasi yara bolgesinde
diffiizyonun zorlagsmasina ve iyilesme siirecindeki aksakliklara katki sunmaktadir (113).
Calisgmamizin diyabet grubunda, epidermisteki epitelyum hiicrelerinde kayip, niikleusta
piknotik ve yer yer epitelyumda kayiplar goriiliirken; dermal papilla bolgesinde soliter

tarzda dagilmis I6kosit infiltrasyonu, kollojen liflerde dejenerasyon ve ekstraselliiler
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matriks yapisinda artig goriildii. Kollajen dejenerasyonuna bagh kil folikiillerinde yer yer
hiicrelerde bozulma ve apoptotik degisiklikler goriildii (Resim 14,17). Diyabetin etkisine
bagl olarak hiicre niikleusunda kiigiilme goriilmekle birlikte dejeneratif degisikliklerin
arttig1 ve apoptotik degisimin hizlandig1 goriilmistiir. Aloe vera uygulanan grupta
epitelyum boyutu ve niikleus boyutu sham grubuna yakin ve diizenli olarak gozlendi.
Dermal papilla bolgesinde inflamasyonun azaldigi ve kollajen liflerinin diizenli
tertiplendigi ve damar dilatasyonunda azalmanin oldugu gortildii. Aloe veranin 6zellikle
dermis bolgesinde sikilastirma 6zelliginin kollajen re-organizasyonu agisindan 6nemli
oldugu diisiiniildi (Resim 15,18).

Yapmis oldugumuz caligmada tiim gruplarda 6demin belirli oranlarda bulundugu
gozlemlendi ancak diyabet grubundaki yogun 6dem odaklarinin varligi hem diyabetin
kendisinin neden oldugu yara iyilesmesindeki aksakliklari hem de 6deme bagli doku
olgunlagmasindaki kusurlari anlamamizi saglamistir ve ¢alismamizdaki bulgular literatiir
ile uyumlu olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yogun 6demin yani sira, diyabet grubundaki
hayvanlarin kil folikiillerinde ve yag bezlerinde atrofik morfolojinin varlig: tespit edildi.
Hem sebastz bez hiicrelerinde hem de kil folikiillerinde piknotik niikleuslu hiicreler
yogun sekilde izlenmekteydi. Yara iyilesmesi siirecindeki en 6nemli agamalardan biri de
proliferasyon sathasidir. Bu siirecte yikima ugrayan epitelin yeniden olusturulmasi, bag
dokusu elemanlarinin yeniden {iretilmesi s6z konusudur. Re-epitelizasyon i¢in
Keratinositlerin olusturulmasi veya go¢ etmesi gerekmektedir. Epitelin tamamen yikima
ugradig yaralarda iyilesme siireci yaraya komsu bazal hiicrelerde proliferasyon veya kil
folikiilleri ile bezlere komsu kok hiicrelerin epitele gocii ve bu hiicrelerin keratinositlere
doniismesiyle gergeklesmektedir (104). Normal yara iyilesmesinde bu siire¢ genellikle
yara olusumunu takiben 1 ile 3 giin igerisinde baslamaktadir. Yaptigimiz arastirmada
sham grubunda hem bazal hiicrelerde hem de kil folikiilleri ve bezlerin etrafindaki
hiicrelerin oldukga saglikli oldugu, bez ve folikiillerin normal morfolojide oldugu izlendi.
Bu durum normal yara iyilesmesi siirecinde literatiir bilgisiyle uyumlu sonuglar
izlememizi sagladi. Ayrica sham grubundaki epitelizasyonun saglikli olusunun da yine bu
bag doku elemanlarinin harabiyetinin kisithiligina baglidir. Ancak diyabet grubundaki kil

folikiilii ve bezlerin etrafin1 olusturan bag doku elemanlarinin nekrotik ve harabiyete
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ugramis durumu re-epitelizasyon siirecinde diyabet grubundaki aksaklig1 aciklayan bir
baska faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Aloe vera tedavisi uyguladigimiz grubun ise
kil folikiilii ve bezlerinde ve ¢evre bag dokusundaki nekrotik degisiklikler daha kisithiyd,
bu sebeple hem anti-diyabetik hem anti-oksidan 6zelligi hem de deri {izerindeki koruyucu
yoniiyle Aloe vera ekstraktinin diyabetik yara iyilesme siirecini destekleyici bir ajan
olabilecegi fikrini diisiinmemize neden olmustur. Ayrica deneyimizdeki Aloe vera
grubundaki hayvanlarin deney sonu kan glukoz diizeyindeki hafif toparlanma da
calismamizda elde ettigimiz bulgularimizi destekler niteliktedir. Calismamizda ayrica bag
doku elemanlarinin 14 giinlik deneyin sonunda sham grubunda normale yaklastig
gozlemlendi. Buna karsin, diyabet grubunda kollajen liflerinin disorganizasyonu oldukca
yogundu. Aloe vera grubunda ise kollajenlerin ve ekstraselliiler bag dokunun diyabet
grubundan daha iyi tertiplendigi ve mitotik faaliyetlerin yogun bir sekilde var oldugu
izlendi. Bu grupta folikiiler atrofi ve sebasdz bezlerdeki dejenerasyonlarin gozle goriiliir
bicimde azaldig: tespit edildi. Kollajen yapilanmasinin ise biiylik oranda sham grubuna
benzer oldugu tespit edilse dahi bu gruptaki hayvanlarin bir kisminda agik yara ve diyabet
grubunda gozlemlenen mikroskobik patolojinin halen mevcut oldugu goriildii. Bu
bakimdan hem makroskobik hem de 151k mikroskobik diizeyde sham ve diyabet
gruplarinin 2 haftalik deney sonunda literatiir ile uyumlu sonuglar verdigini sdylemek
miimkiindiir. Ayrica Aloe vera tedavisi uygulanan hayvanlardaki yara iyilesmesinin
diyabet grubuna gore daha iyi bir siire¢ gdstermesi bu bitki ekstraktinin diyabetik kutanz
ilser tedavisinde kullanilabilecek bir ajan oldugu fikrimizi desteklemektedir. Ancak
calismamiza dahil ettigimiz hayvanlar arasinda epitelizasyonu tamamlananlar da dahil
olmak iizere mikroskobik morfolojiyi inceledigimiz tiim gruplarda 2 haftalik deneyin
sonunda dermal papillalarin ortadan kalktigi gézlemlendi.

Gilinlimiizde Endonezya gibi bazi iilkelerde geleneksel olarak Aloe vera jeli diyabetik
yaralar1 da kapsayan genis bir yara grubunun tedavisi amaciyla yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (58). Daha 6nce yapilmis bazi ¢alismalarda Aloe vera’nin yanik yaralarin
tedavisinde giiclii tedavi edici etkisi rapor edilmistir (114). Ayrica yapilmis daha 6nceki
caligmalarda Aloe vera’nin diyabetik yaralarin tedavisinde de bagvurulabilecek bir tedavi

yontemi olabilecegi raporlanmistir (115). Yapilmis pre-klinik bir calismada Sari Y. ve ark.
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deneysel diyabet modeli olusturduklari hayvanlarda Aloe vera ve ¢orekotu yagi
uygulayarak iki fitoterapik ajanin etkisini karsilastirmistir (58). Bu ¢alismada
arastirmacilar Aloe vera tedavisini topikal olarak giinliikk 100 pl jel uygulamis ve yara
iyilesmesini degerlendirmistir. Calisma sonunda Aloe vera jelinin topikal olarak
uygulandiginda hem makroskopik hem de 151k mikroskobu diizeyinde terapdtik bir ilag
olarak kullanilabilecegine dair giiclii sonuglara ulagilmistir. Bu ¢alismada Aloe vera jeli
uygulanan kutandz yaralarda inflamasyonun hafifledigi ve fibroblast organizasyonu
acisindan derinin re-modeling siirecinin ¢orekotu yagi uygulanan hayvanlardan daha
basarili oldugu bildirilmistir ve Aloe vera’nin bu terapotik potansiyelinin anti-
inflamatuvar etkisini de ortaya ¢ikartan ve yapisinda bol miktarda bulunan antrakinon ile
iliskili olabilecegi hipotezi rapor edilmistir (58). Aloe vera’nin anti inflamatuvar
mekanizmasiin ise siklooksijenaz yolaginin inhibisyonu ve arasidonik asitten
prostaglandin E2 iiretiminin azalmasiyla baglantili olabilecegi ileri siiriilmektedir (116).
Aloe vera’nin yara iyilesmesi siirecinde graniilasyon dokusunda da kollajen miktarinda
anlamli derecede artisa neden oldugu Sari ve ark.’lari tarafindan bildirilmistir (58).
Normal yara iyilesme siirecinde dokudaki MMP miktarinda zamanla azalma olmaktadir
ancak kronik yaralarda proinflamatuvar sitokinlerin yani sira proteazlarda artig
gozlenmektedir ve biiyiime faktorlerinin miktar1 azalmaktadir (117-119). Kroniklesmis
yaralarda MMP ailesinin tliyeleri olan kollajenaz ve jelatinaz aktivitesi anlamli sekilde
artmasina kargin TIMP-1 aktivitesinde akut yaralara kiyasla kronik yaralarda azalma
gergeklesmektedir (120-122). Bu bakimdan degerlendirildiginde yara iyilesmesinin
inflamatuvar fazinin kronik yaralarda uzamasi gibi bir durum ortaya ¢ikmakta ve bu
durumda nétrofiller ve makrofajlarin proteaz ve inflamatuvar sitokinleri fazla miktarda
eksprese etmesine neden olmaktadir (123, 124). Bu sebeple kronik yaralardaki proteaz ve
MMP’ler ekstraselliller matrikse ait bilesenlerin asir1 diizeyde yikimina ve re-modeling
i¢cin gerek duyulan biiylime faktorlerinin inhibisyonuna neden olarak yara iyilesmesinde
aksakliga katki sunmaktadir (119, 124). MMP’ler ve onlarin doku inhibitorii olan
TIMP’ler hakkinda normal yara iyilesmesi ve diyabetik yara iyilesmesi siirecindeki
etkilerini inceleyen literatiir bilgisi olduk¢a kisithdir. Ancak daha once yapilmis bir

calismada diyabetik yara iilseri bulunduran hastalarda yara sivisinda MMP’lerin aktivitesi
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degerlendirilmistir. Lobmann ve ark. bu ¢alismada diyabetik tilserde MMP-1, MMP-8 ve
MMP-9 ekspresyon diizeyinin ve aktif MMP-2 diizeyinin anlamli derecede arttigini buna
karsin MMP-2’nin doku inhibit6rii TIMP-2"nin diizeyinin azaldigini rapor etmistir (125).
Yaptigimiz ¢alismada da deneysel diyabet modeli olusturdugumuz hayvanlarin kutanoz
yaralarinda 14 giinliik takibin sonunda MMP-1 immiinoekspresyon diizeyinin diyabetik
olmayan hayvanlarin derilerindeki yara iyilesme bolgesiyle karsilastirdigimizda anlaml
diizeyde arttigi gozlemlendi. TIMP-1 ekspresyon degerlendirmesi yaptigimiz doku
orneklerinde ise bu doku inhibitoriiniin anlaml1 diizeyde ekspresyonunda azalma oldugu
tespit edildi. Bu bakimdan g¢alismamizin bulgulart literatiir ile uyum gostermektedir.
Yaptigimiz ¢aligmada 14 giin boyunca 300 mg/kg Aloe vera oral gavaj uyguladigimiz
hayvanlarda ise hem MMP-1 hem de TIMP-1 ekspresyon diizeylerinin sham ve diyabet
gruplari arasinda bir diizeyde yer aldigi gozlemlendi. Yara iyilesmesi siirecinin olagan
stirecinde MMP ailesinin tiyelerinden MMP-1’in disinda kalan diger MMP’lerin de etkin
rol oynadig1 daha 6nce yapilmis bazi ¢alismalarda bildirilmistir (126). Bu ¢alismadan
Muller ve ark. ayak iilseri bulunduran diyabetik hastalarda kutan6z doku sivisinda MMP-
1, MMP-2, MMP-8, MMP-9 ve TIMP-1"in diizeyini incelemislerdir. Yaptiklar1 arastirma
sonucunda yara iyilesmesi iyl yonde seyreden hastalarin 2. hafta itibariyle doku sivisi
diizeyinde inflamatuvar hiicre kaynakli MMP-8 ve MMP-9 miktarinin azaldigi
belirtilmistir. Ayrica arastirmacilar 2. hafta ile beraber doku sivisinda MMP-1 miktarinin
artis gosterdigini TIMP-1 diizeyinin de 2. hafta diizeyinde pik yaptig1 ancak daha sonraki
haftalarda hem MMP-1 hem de TIMP-1 diizeyinin azalma egiliminde oldugu
belirtilmistir. Arastirmacilar yara iyilesmesinin zayif oldugu veya aksadigi hastalarda ise
TIMP-1 diizeyinin 12 haftalik ¢alisma siiresince neredeyse sabit kaldigi ancak 12.
haftadan itibaren MMP-1 diizeyinde artis TIMP-1 diizeyinde ise azalma oldugunu
belirtmistir. Arastirmacilar bu durumun yara iyilesme siirecinde MMP-1 ve TIMP-1’in
aktif sekilde rol almasiyla iligkilendirmis ayrica yara iyilesme siireci klinik yonden iyi
degerlendirilen hastalarda MMP-1 miktarinda artis gézlenmesinin yan1 sira MMP-
1/TIMP-1 oranindaki artisin diyabetik {lserlerin iyilesmesi hakkinda bilgi
saglayabilecegini bildirmistir (126). Calismamizda sham grubunda epidermis ve dermiste

ozellikle ekstraselliiler matriksin yogun oldugu bdlgelerde kil folikiiliiniin eksternal
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membraninda MMP-1 ve TIMP-1 ekspresyonun belirgin oldugu goriildii (Resim 19,
Resim 22). Matriks metalloprotein ailesinin belirtilen bélgelerde yogunlugu derinin genel
Ozelligini yansitmakla birlikte yara iyilesme siirecinde etkili olan boliimlerdir. Diyabet
uygulanmasi sonucu yapilan pek c¢ok calismada yara iyilesmesini 6nemli Olgiide
geciktirdigi ve bu gecikmenin hiicre yenilenmesi ve ekstraselliller matriks iiretiminin
azalmasma bagli olabilecegi Ongoriilmiistiir. Genel anlamda ¢aligmamizda gerek
epidermiste gerekse dermisteki hem hiicre hem de lifsel yapilanmanin diyabete bagh
olarak yara iyilesmesinde azalmaya dogru gittigi ve matriks metalloprotein ailesinin hem
dermiste hem de epidermiste gerek kil folikiili gerek kollajen lifler yoniinden
membranlarda 6nemli Olgiide azalma gosterdigi tespit edilmistir. Diyabet grubunda
epidermiste ve dermisteki hiicrelerde zayif MMP-1 ve TIMP-1 ekspresyonun oldugu
(Resim 20, Resim 23), membranlarda bu proteinin azalmasina bagh iyilesmenin de
gecikebilecegi diisiiniilmiistiir. Aloe veranin normal kosullarda topikal uygulamasi yaygin
olarak kullanilmakla birlikte ¢alismamizda oral yolla uygulamas: sonucu bitkinin yara
iyiesmesinde belirli zaman araligina yayildigi ancak bolgesel diffuzyonun biraz daha
gecikmeye ugradigi goriilmiistiir. Diyabetle birlikte yara iyilesmesinin gecikmeye
ugramasi diyabetin gerek epidermiste gerekse dermiste iki farkli bolgede inhibisyonu ile
iliskili olabilecegi diisiniilmistiir. Aloe vera etkisi pek c¢ok calismada gosterilmis
olmasina ragmen oOzellikle epidermisteki hiicrelerin re-organizasyonu ve dermisteki
ekstraselliiler matriks ve kollajen lif yapilanma modelini indiikledigi anlasilmigtir. Aloe
vera grubunda ekstraselliiller matriks yogunlugunun o6zellikle MMP-1 ve TIMP-1
yoniinden sham grubuna yakin gériinmesi bag dokunun yeniden yapilanma siirecinin bir
sinyali olarak duslniilmiistiir. Aloe vera grubunda o&zelikle MMP-1 ve TIMP-1
eskpresyonun artig gostermesi (Resim 21, Resim 24) dermisteki sikilagmanin ve onarimin

onemli 6zelligi arasinda gosterilmistir.
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7 SONUC

Diyabetin yara iyilesmesiyle birlikte diisiiniildiigiinde diyabet sonucu damarlardaki
yapisal bozulma, artan inflamasyon ve dejeneratif etkinin sinyalizasyonu sonucunda hiicre
apoptozisinin kac¢inilmaz oldugu goriilmiistiir. Oksidatif strese bagli gelisen bu anormal
sinyal bozuklugu hiicrelerin membranlarinda ve ekstraselliiler matrikste yapisal degisimin
bozukluga ugramasina sebep olmustur. Artan glikoz miktarina da bagli olarak hiicrelerde
nekrotik degisiklikler ve yeniden yapilanma siirecindeki gecikmeler derideki gelisimi
Oonemli Ol¢iide etkilemistir. Aloe veranin anti oksidatif etkisi sonucu oksidatif stresin
azalmasina bagl olarak hiicrelerde yeniden yapilanma ve ekstraselliller matriks
organizasyonu gelisimi hizlanarak deride sikilastirma yoniinde etkinin artmaya basladigi
goriilmiistiir. Aloe veranin ¢alismamizda oral yolla kullaniminin belirgin bir zaman aldig1

ancak topikal uygulamanin bu tip ¢caligmalarda daha basarili olabilecegi diisiiniilmiistiir.
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