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OZET

Yara iyilesmesi, karmasik bir tamir siirecidir. Melatonin giili antioksidan etkile-
rinin yaninda, birgok sistemik etkisi de olan ve gece karanliginda salgilanan bir
molekiildiir. Biz galismamizda pinealektomi yaparak melatonin bazal salgisinin
kronik donemde bozulmasinin yara iyilesmesi iizerindeki etkisini incelemeyi
amagladik. Galismada 14 adet Sprague-Dawley erkek sican kullanildi. Iki esit
gruba ayrilan deney hayvanlarinin bir grubuna pinealektomi prosediirii uygu-
landi. Pinealektomiden 15 giin sonra anestezi altinda tiim gruplardaki deney
hayvanlarinin sirt kisminda 6 adet eksizyonel cilt yarasi olusturuldu. Sekiz gin
sonra anestezi altinda yara yiizey alanlar olgiimii yapildiktan sonra yara doku-
lan alindi. Bu dokularda malondialdehid (MDA), stiperoksid dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve hidroksiprolin (OH-proline) élcimleri yapildi.
Pinealektomi yapilmasi yara dokulannda MDA diizeylerini artinrken (p<0.05),
SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinde farkliiga neden olmadi. Pinealektomi ya-
piimis deney hayvanlarinin yara dokusunda OH-prolin miktari azalmis olarak
bulundu (p<0.05). Benzer olarak pinealektomi grubunda yara yiizey alaninin
anlamli olarak arttigi gbzlendi (p<0.05). Galismamiz melatonin bazal salgisinin
yara iyilesmesi igin gerekli ve onemli oldugunu gostermistir. Melatoninin yara
iyilesmesi sirasindaki bu olumlu etkisi yara iyilesmesi esnasinda artan oksidatif
strese kargl antioksidan sistemi giclendirmesine bagl olabilir.
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SUMMARY

Wound healing in pinealectomized rats

Wound healing is a complex repairing process. Melatonin which is secreted in
darkness at night is a molecule that has both antioxidant and systemic effects.
In our study, by making pinealectomy, we aimed to investigate how chroni-
cally impaired basal secretion of melatonin affected wound healing process.
In this study 14 Sprague-Dawley male rats were used. These rats were sepa-
rated into two groups, and pinealectomy was performed to one of these gro-
ups. Six excisional skin wounds were opened on dorsal part of all rats under
anesthesia 15 days after pinealectomy. Wound tissues were excised under
anesthesia after the measurement of wound area eight days later. Measure-
ments of malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD), glutathione
peroxidase (GSH-Px) and hydroxyproline (OH-proline) were made in these
tissues. Excision of the pineal body caused increase in MDA levels in the
wound tissues (p<0.05), whereas it caused no differences in the activities of
SOD and GSH-Px enzymes. The level of OH-prolin was found to be decreased
in the wound tissues of the rats performed pinealectomy (p<0.05). Similarly,
the wound area was found to increase significantly in this group (p<0.05).
Our study has demonstrated that basal secretion of melatonin is necessary
and important for wound healing. Positive effects of melatonin during wound
healing can derive from that its strengthening effect on antioxidant system
against oxidative stress which increases during healing process.
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Girig

Yara iyilesmesi cerrahi islemler ya da travmalardan
sonra ortaya ¢ikan iyi organize olmus bir tamir stireci-
dir. Yara iyilesmesi esnasinda ¢ok degisik faktorler iyi-
lesmeyi etkiler. Dogal olarak bu faktorlere bagh ola-
rak meydana gelebilecek aksakliklar iyilesme siirecini
bozabilir. Iyilesmenin bozuldugu yaralar gerek hasta,
gerekse hekim agisindan énemli bir sorun teskil eder;
bu sorun her yil binlerce insam etkileyerek milyon-
larca dolarlik saglik harcamalarina neden olmaktadir
(1). Yara iyilesmesinin normal siireci tizerinde bircok
calisma yapilmasina ragmen hala tam olarak aydinla-
tilamayan kisimlar1 mevcuttur. Buna melatonini 6r-
nek verebiliriz. Son yillarda popiilaritesi giderek artan
ve lizerinde bir¢cok calisma yapilan melatonin mo-
lekiltiniin yara iyilesmesindeki fizyolojik etkisi tam
olarak incelenmemistir. Yara iyilesmesinin fizyolojik
diizenlenmesinin tam olarak anlasilabilmesi iyilesme
stirecinin normal seyrinden ¢iktig1 durumlarda mii-
dahaleyi kolaylastiracaktir.

Yaralanmadan hemen sonra inflamasyonla bas-
layan iyilesme siireci, yeni doku olusumu ve olgun-
lasma evresi ile devam eder. Inflamasyonun erken
evresinde salgilanan kemotaktik faktorlerin etkisi ile
dolasimdan bol miktarda notrofil ve makrofaj yara
bolgesine gelir. Yara bolgesine gelen bu hiicreler ve
cevre dokuda mevcut fibroblast gibi diger hiicrelerin
katkisi ile iyilesme gerceklesir. Gorev alan hiicrelerin
koordine bir sekilde calismasi ile kollajen sentezi ve
kontraksiyonu gercekleserek yara kapanir. Dolasim
veya herhangi bir metabolik problemi olmayan bir
zeminde olusacak yara iyilesmesi, kendi dinamik sii-
recinde kisa siirede iyilesmeyle sona erecektir (2).

Melatonin, baslica pineal bezde iiretilen, gece ka-
ranlikta salgilanan bir hormondur ve biyolojik ritm-
ler, cinsel olgunlasma, tireme, uyku, duygu durumu,
immiinite gibi bir¢cok biyolojik olayla iliskili oldugu
bilinmektedir. Bunun yaninda, cesitli in vivo ve in
vitro ¢alismalarda, giiclii antioksidan etkisi gosteril-
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mistir (3). Melatoninin, stiperoksid anyonu, hidroksil
radikali, peroksinitrit gibi reaktif molekdlleri stipiir-
me yeteneginin olmasi stiperoksid dismutaz (SOD),
katalaz (CAT) ile glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi
antioksidan enzimlerin ekspresyonunu uyarmasi ne-
deniyle bu antioksidan 6zelliginin ¢ok yonlii olarak
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (4).

Yara iyilesmesi bir¢ok hiicre ve sitokinin rol aldig
multifaktdryel yeniden yapilanma siirecidir. Bu ne-
denle iyilesmeye katkisi olabilecek bircok faktoriin
arastirilmasi bu stirecte biiyiik 6nem tasimaktadir.
Biz de bu ¢alismada, yaptigimiz pinealektomi grubu
ile melatonin bazal salgisinin yara iyilesmesine olan
etkisini incelemeyi amagladik. Planladigimiz bu calis-
ma ile yaklasik 15 giinliik (kronik) melatonin siklusu
bozulmus deney hayvanlarinda iyilesmede meydana
gelebilecek degisiklikleri incelemeyi amagladik.

Gereg ve Yontem

Calismaya kurumumuz “hayvan deneyleri etik
kurulu” tarafindan etik onay verilmesinden sonra
baslanmistir. Calismada 14 adet 200-250 g Sprague-
Dawley cinsi erkek sican kullanilmistir. Deney hay-
vanlar1 ¢alisma siiresince ayni laboratuvar kosulla-
rinda tutulmus, ticari sican yemi ve normal musluk
suyuyla beslenmistir.

Cerrahi yontem: Calismanin birinci asamasinda de-
ney hayvanlarn rasgele olarak iki esit gruba ayrildi.
Pinealektomi grubu olarak belirlenen deney hayvan-
lar1 ketamin+ksilazin (85+12.5 mg/kg) anestezisi al-
tinda karinlan tizerine yatirilarak kafa derisi orta hat
boyunca bisturi yardimiyla kesildi. Transvers ve sagital
stitiirlerin kesisim noktas1 ortaya ¢ikarildi ve bu nokta-
y1 icine alan kemik flebi olusturuldu. Kemik flebi kal-
dirildiktan sonra dura, stiperiyor sagital ve transvers
sintislerin kesisim noktasindan yarim ay seklinde ke-
sildi. Kesilen dura ince bir penset yardimiyla kaldirildi.
Daha sonra pineal bez tutularak ¢ikartildi. Kemik flebi
yerine konularak kafa derisi 3/0 atravmatik ipek ile sii-
tiire edildi (5). Pinealektomi yapilan deney hayvanlari
15 giin kendi haline birakildi. Bu siirenin sonunda tiim
hayvanlar sirtlar1 (dorsal boliimleri) yukarida kalacak
sekilde karin izerine yatirilarak sabitlendi. Sirt bol-
gelerinde iki skapula arasindan iliak ¢ikintilara kadar
uzanan alan tras edildi. Bu bolge antiseptik soliisyonla
(Polyod, Drogsan, Ankara) temizlenerek steril kosul-
lar altinda yara olusturma islemi gerceklestirildi. Bu
amacla deney hayvanlarina, 6 mm’lik punch biyopsi
(Acupunch, ABD) aleti ile 6’sar adet tam kat cilt yarasi
acildi. Yara olusturulmasindan sonra 7 giin kendi ha-
line birakilan deney hayvanlari, 8. giin yara dokular1
alinmak {izere anestezi altina alindi. Anestezi altindaki
deney hayvanlari karinlari tizerine yatirilarak seffaf bir
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naylona yara sinirlan cizilerek aktarildi. Daha sonra bu
cizimler milimetrik kagit yardimi ile Olctilerek sayisal
veriler haline getirildi ve yara ytizey alanlar1 hesaplan-
di. Daha sonra kalplerinden kan alinarak feda edilen
deney hayvanlarinin yara dokular: bisturi ve ince cer-
rahi makas yardimiyla, miimkiin oldugunca yara sini-
rinda kalinarak ¢ikarildi. Cikarilan tiim dokular epen-
dorf tiiplere alinarak sivi nitrojen icerisinde hizla don-
malar1 saglandi. Donmus olan dokular fosfat tampon
icinde homojenizator (Heidolph Diax 900, Almanya)
kullanarak homojenize edildi. Homojenatlar 2 ya da
3 kii¢lik tiipe bolunerek ol¢imiin yapilacagi zamana
kadar —-80 °C derin dondurucuda saklandi.

Biyokimyasal analizler: Biitiin kimyasallar Sigma-
Aldrich (ABD) ve Merck (Almanya) firmasindan teda-
rik edildi. Biittin reaktifler 6l¢timlerin yapilacag: giin
hazirland:1 ve kullanilacagr ana kadar +4 °C buzdola-
binda saklandi.

Ik olarak sigir serum albumininin standard ola-
rak kullanildig1 Lowry ve ark.nin tarif ettigi yontem
ile protein miktar1 belirlendi (6). Olgiilen protein
degerleri diger biyokimyasal degerlerin hesabinda
kullanildi.

Lipid peroksidasyon miktar tiobarbiturik asid reak-
siyonunun kullanildigi Ohkawa ve ark.nin tarif ettigi
yontem ile Ol¢iildi (7). Bu yontemde malondialdehi-
din (MDA) 535 nm'’de tiobarbiturik asid ile reaksiyo-
nu sonucunda meydana gelen renk degisimi spekt-
rofotometrik yontemle Ol¢iilmektedir. Sonucta MDA
seviyeleri mmol/g-protein olarak hesaplandu.

Stiperoksid dismutaz (SOD) aktivitesi nitroblue tet-
razolium kullanilarak Sun ve ark.nin tarif ettigi yon-
tem ile olc¢ildi (8).

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enziminin akti-
vitesi, Paglia ve Valentine’'nin tarif ettigi yontem
ile hesaplanmistir. Bu yontemde Nikotinamid ade-
nin diniikleotid fosfat (NADPH) oksidasyonu 340
nm’de spektrofotometrik olarak takip edilmektedir.
Dakikadaki mmol NADPH oksidasyonu egimi hesap-
landiktan sonra GSH-Px aktivitesi U/g-protein olarak
belirlendi (9).

OH-prolin miktar1 Reddy ve Enwemeka tarafindan
tarif edilen yontem kullanilarak olcildi (10). 560
nm’de spektrofotometrik olarak 6lcilen OH-prolin
absorbanslari, sonunda pg/g protein olarak hesapla-
narak ifade edildi.

Tum istatistiksel analizler SPSS11.0 (SPSSFW, SPSS
Inc., Chicago, IL., USA) istatistik paket program ile
yapilmistir. Gruplar arasi karsilastirmalarda nonpara-
metrik bir ydontem olan “Mann Whitney-U" testi kul-
lanildi. p<0.05 bulundugunda sonug¢ anlamli olarak
kabul edildi.

Ozler ve ark.



Tablo I. Yara dokusu oksidan ve antioksidan parametreleri (Ortanca (dagilim))

Gruplar MDA (mmol/g prot) SOD (U/g prot) GSH-Px (U/g prot)
Kontrol 0.368 (0.32-0.83) 294.824 (239.04-394.29) 13.643 (13.21-18.13)
Pinealektomi 1.180 (0.69-1.58)? 287.366 (262.25-322.44) 10.661 (7.16-13.85)

a: Kontrol grubuna gore anlamli artma ya da azalma (p<0.05)

Bulgular

Yara dokusu oksidatif stres parametreleri: Pinealektomi
yapilmis ratlarda yara dokularinda MDA diizeyleri an-
laml olarak artarken (p<0.05), antioksidan enzimler
olan SOD ve GSH-Px enzim aktivitelerinde farklilik
bulunamamustir (Tablo I).

Yara dokusu OH-Prolin ve yiizey alam degerleri:
Pinealektomi yapilmis deney hayvanlarinin yara do-
kusunda OH-prolin miktar1 anlamli olarak azalmistir
(p<0.05). Yara ytizey alanlar1 pinealektomi grubunda
anlaml olarak artmistir (p<0.05) (Tablo II, III) (Sekil 1).

|
Tablo Il. Yara dokusu OH prolin diizeyleri (Ortanca (dagilim))

Gruplar OH-prolin (ug/g protein)
Kontrol 280.294 (202.99-787.70
Pinealektomi 158.068 (115.38-166.38)2

a: Kontrol grubuna gére anlamli artma ya da azalma (p<0.05)

|
Tablo lIl. Yara yiizey alani (Ortanca (dagilim))

Gruplar Yara yiizey alani (mm?)
Kontrol 2.00 (1.00-6.00)
Pinealektomi 3.25 (2.00-13.00)a

a: Kontrol grubuna gore anlamli artma ya da azalma (p<0.05)

Tartisma

Insanoglu yiizyillardir yara iyilesmesi ile ilgilenmek-
tedir. Eski Misir’da bulunan Ebers papirtislerinden bir
kismi yara tedavisi ile ilgilidir. Glintimiizde, yasam
stiresinin uzamasi ve gelisen cerrahi uygulamalar so-
nucunda artan yara iyilesmesi bilgilerine ihtiya¢ aras-
tirma calismalarina hiz kazandirmistir. Gegen yiizyilda
neredeyse tiim yaralar komplikasyonlu bir sekilde iyi-
lesirken, glintimiizde yara iyilesmesi ile ilgili kompli-
kasyonlar azalmistir. Buna ragmen literatiirde kronik
yara olarak bahsedilen iyilesmesi zor olan yaralar hala
hekimlerin 6niinde bir problem olarak durmaktadir.

Oksidatif stres varliginda antioksidan SOD ve GPx
enzim aktivitelerinin arttig1 bilinmektedir (11). Steiling
ve ark. tarafindan farelerde yapilan yara iyilesmesi ca-
hismasinda, yara dokusunda oksidatif stresle birlikte
SOD ve GPx seviyelerinin arttig1 gosterilmistir. Ayrica
iyilesme esnasinda artan antioksidan enzim expresyo-
nunun iyilesme esnasinda artan oksidatif strese uyum
amaciyla arttig1 degerlendirilmistir (12). Yara bolgesi-
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Sekil 1. Kontrol ve pinealektomi gruplarinda 8. gline ait ait 6rnek yara
gorundmleri

ne gelen lokositler bakterileri 6ldiirmek icin oksidatif
patlama denilen NADPH oksidaz enziminin kullanil-
dig1 bir reaksiyon ile reaktif oksijen tiirevleri sentezini
gerceklestirir (13). Gortldigi gibi yara iyilesmesi es-
nasinda bazal bir antioksidan enzim ekspresyonu uya-
rimi mevcuttur. Calismamizda pinealektomi yapilan
grupta yara MDA diizeyi bu sonugclarla uyumlu olarak
artmistir. Yara dokusunda bakti§imiz antioksidan en-
zimlerde kontrol grubuna gore anlaml bir farklilik tes-
pit edilememistir. Calismamizda artan MDA diizeyiyle
uyumlu bir antioksidan enzim artisinin olmadigi go-
riilmektedir. Bu bulguyu melatoninsiz ortamda artan
oksidatif strese uyumun bozulmasi olarak yorumlaya-
biliriz. Pinealektomi ile hayvanlar endojen melatonin
salgisindan yoksun birakmanin cesitli dokularda bash
baslina bir oksidatif stres kaynagi oldugu cesitli ¢alis-
malarda gosterilmistir. Ornegin, Baydas ve ark. pine-
alektomili sicanlarin beyin ve karacier dokularindaki
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MDA diizeylerinin arttigin1 ve GSH-Px diizeylerinin
azaldigini bildirmislerdir (14). Yara iyilesmesi esnasin-
da artan oksidatif strese karsi artmasi beklenen anti-
oksidan enzimler muhtemelen melatonin eksikligine
bagli olarak artmamuistir.

Bag dokusunun ana molekiilii kollajendir. Kollajen
yapimu ekstraselliiler matriksin anjiogenezis ve doku
sekillenmesi i¢in uygun hale gelmesini saglayan temel
basamaktir. Bu nedenle yara iyilesmesini degerlendir-
mek amaciyla yaygin olarak kullanilan yontemlerden
birisi yara kollajen diizeyini belirlemektir. Genellikle
doku kollajen miktarini belirlemek icin kollajenin ya-
pisinda bol miktarda bulunan ve baska proteinlerin
yapisina ¢ok az giren OH-prolin diizeyinin belirlenme-
si sik kullanilan bir yontemdir (15).

Melatoninin yara iyilesmesi tizerindeki etkisi konu-
sundaki literatiir bilgilerinde tam bir uyumluluk yok-
tur. Drobnik ve ark. sicanlarin sirtinda olusturduklari
yaralarda doza bagli olarak melatonin uygulamalarinin
kollajen miktarinda azalmaya neden oldugu, pinealek-
tomi yapilan hayvanlarin yara dokularinda ise artma-
ya neden oldugunu rapor etmislerdir (16). Bulbuller ve
ark. pinealektominin yara iyilesmesi tizerine etkisini
inceledikleri bir bagka calismada, melatoninin yara
iyilesmesini geciktirdigi ve kollajen sentezini azaltti-
gin1 bulmuslardir (17). Bu bulgularin tersine melato-
ninin kollajen sentezini artirdigi, boylece yara iyiles-
mesini artirdigini bildiren calismalar da mevcuttur.
Pugazhenthi ve ark. ratlarda yaptiklar yara iyilesmesi
calismasinda melatoninin indiiklenebilir nitrik oksid
sentaz enziminin miktarinm azalttigini, anjiyogenez ve
kollajen sentezini artirdigini, boylece yara iyilesmesini
hizlandirdigini gostermislerdir (18). Bizim ¢alismamiz-
da OH-prolin diizeyleri incelendiginde, pinealektomi
grubu degerleri kontrol grubuna gore anlamli olarak
diistik bulunmustur. Pinealektomi yapilan grupta yara
yiizey alanmi anlamh olarak yiiksek kalmistir. Boylece
pinealektomi grubunda kollajen sentezi ile goriilen
iyilesme siirecindeki geri kalma yara yiizey alani ile de
dogrulanmustir.

Sonug olarak, calismamizda pinealektomi ile melato-
ninsiz birakilan deney hayvanlarinda yara iyilesmesi-
nin uzadig1 gosterilmistir. Boylece calismamiz ile yara
iyilesmesinde melatoninin énemli bir rol aldig1 goste-
rilmistir. Muhtemelen melatoninin yara iyilesmesine
olan katkisi yara iyilesmesi esnasinda artan oksidatif
strese kars1 antioksidan sistemi desteklemesinden kay-
naklanmaktadir. Melatoninin bu olumlu etkisinin bii-
yume faktorleri ya da metallaoproteinazlar iizerinden
de olabilecegi diistintildiigiinde, bu ayrimi yapmak
icin karsilastirmali calismalara ihtiya¢ oldugu goril-
mektedir. Sonugta bu calisma ile melatoninin yara iyi-
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lesmesi esnasinda oksidatif strese uyumda énemli bir
rol tistleniyor olabilecegi gorildi.
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