Gazi Tip Dergisi / Gazi Medical Journal
21(2): 74-80, 2010

SAGLIKLI VE DIYABETIK SICANLARDA TOPIKAL VE/VEYA SISTEMIK
OLARAK UYGULANAN LEPTININ YARA IYILESMESI VE YARA NITRIK

OKSIT DUZEYLERINE ETKISI

Sebnem GULEN', Sibel DINCER', Deniz ERBAS', Nese LORTLAR?, Deniz ERDOGAN?

0z:

Amag: Bu ¢alismada saghkli ve streptozotosin (STZ) ile diyabet olug-
turulmus sicanlarda leptin uygulamasinin yaralarda iyilesmeye ve nitrik
oksit diizeylerine etkisinin incelenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontemler: Calismada 24 adet Wistar Albino erkek sigan kul-
lanild1. Hayvanlar diyabet olmayan (NDM) (n=12) ve STZ ile diyabet
olusturulmus (STZ-DM) (n=12) olarak iki ana gruba ayrildi. STZ (55mg/
kg, intraperitoneal(i.p.), tek doz) uygulamasindan 7 giin sonra kan glu-
koz diizeyi 300 mg/dl ve iizeri olan siganlar diyabetik kabul edildi. Tim
siganlarda, genel anestezi altinda iken, 6-mm ¢apinda dermal punch ile
sirtta orta hattin her iki yaninda tiger tane olmak tzere eksizyonel yaralar
olusturuldu. Siganlar, leptin ve tastyict (PBS) olarak alt gruplara ayrildi.
Siganlara yara yapilan giinden itibaren bes giin siireyle, 1.p. (0,1 mg/kg/
giin) ve topikal (5 pg/yara/giin) olarak rekombinant sigan leptini ve/veya
PBS uygulandi. Uygulamalarin sonunda hayvanlar anestezi altinda kalp-
lerinden kan alinarak feda edildi ve yara dokular1 alind. Yara dokulari 11k
mikroskopisinde histolojik olarak degerlendirildi. Yara dokularinda nitrik
oksit diizeylerinin gostergesi olan nitrat-nitrit diizeyleri 6lgiildii ve NOx
olarak ifade edildi.

Bulgular: Histolojik degerlendirmede diyabetik yaralarda inflamasyonun
devam ettigi, kollojen olusumu ve epitelizasyonun zayif oldugu gézlen-
mistir. NDM grupta sadece topikal leptin uygulanan yaralarin, STZ-DM
grupta ise sistemikle birlikte topikal leptin uygulanan yaralarin epiteli-
zasyonunun ve kollojen organizasyonunun, leptin uygulanmayan yaralara
gore belirgin olarak daha iyi oldugu goézlenmistir. Yara NOx diizeyleri ise
STZ-DM hayvanlarda ve sistemik ve/veya topikal leptin uygulanmis hem
STZ-DM hem de NDM siganlarda, hi¢ leptin tedavisi aimamis kontrol
yaralara gore anlamli sekilde daha diisiik bulunmustur.

Sonug¢: Sonuglarimiz leptinin NDM si¢anlarda sadece topikal olarak,
STZ-DM siganlarda ise sistemik ve topikal birlikte uygulandiginda yara
iyilesmesini olumlu etkiledigini gostermektedir. Yara dokularinda NOx
diizeyleri ise, yarada inflamasyonun derecesi ve hiperglisemi ile iliskili
goriinmektedir.

Anahtar Kelimeler: Streptozotosin, Diyabet, Leptin, Yara Iyilesmesi,
Nitrik Oksit.

THE EFFECT OF TOPICALLY AND/OR SYSTEMICALLY
ADMINISTERED LEPTIN ON WOUND HEALING AND NITRIC
OXIDE LEVELS IN HEALTHY AND DIABETIC RATS

ABSTRACT:

Purpose: In this s:tudr the effects of leptin administiration on wound hea-
ling and nitric oxide levels in healthy and diabetic rats (with streptozoto-
cin, STZ) are investigated.

Material and methods: Twenty four male Wistar Albino rats were used
in this study. The animals were divided into two groups as non-diabetic
(NDM) (n=12) and diabetic (STZ-DM) (n=12). Seven days after the STZ
administration (55mg/kg, intraperitoneal (i.p.), single dose), rats with
blood glucose level of 300 mg/dl and over were considered diabetic. Un-
der general anesthesia, all rats were subjected to excisional wound for-
mation on the back and on both sides of the central line (3 on the each
side) with 6-mm diameter dermal punch. The rats were divided into leptin
and vehicle (PBS) subgroups. In leptin group, recombinant rat leptin and/
or PBS was administered intraperitoneally (0.1 mg/kg/day) and topically
(5 pg/wound/day) to the animals for 5 days after the wound formation.
After administrations, the rats were sacrificed via cardiac puncture un-
der anesthesia and wound tissue samples were taken. The wound samples
were examined under light microscopy. The nitrite-nitrate levels which
are the indicator of nitric oxide levels in wound tissue were measured and
expressed as NOx.

Results: In histological evaluation, it was observed that, the inflamma-
tion continued and collagen production and epithelialization were in-
complete in diabetic rats. In topical leptin administrated NDM rats and
systemic+topical leptin administrated STZ-DM rats, epithelialization and
collagen organization was significantly improved in the wounds com-
pared to vehicle subgroup with no leptin treatment. When wound NOx
levels in leptin group are compared to vehicle subgroup with no leptin
treatment, NOx levels were found to be significantly lower.

Conclusion: Our findings point out that leptin has a positive effect on
wound healing when it is administered only topically in healthy rats.
However, it has a positive effect on wound healing when it is administered
systemically and topically together in rats with diabetes. The NOx levels
in wound tissue appear to be related to the degree of wound inflammation
and hyperglycemia. .

Key words: Streptozotocin, Diabetes, Leptin, Wound Healing, Nitric
Oxide
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Yara iyilesmesi inflamasyon, proliferasyon, matriks birikimi,
yeniden sekillenme fazlarindan olusan ve pek ¢ok hiicre tarafindan
yonetilen karmasik bir fizyolojik siirectir. Bu karmasik olaylar bir-
biri icine gegmis olarak sirayla pihtilasma, inflamasyon, graniilas-
yon dokusu olusumu, epitelizasyon, neovaskiilarizasyon, kollojen
sentezi ve yara biiziismesi sathalarini igerir.! Fonksiyonel iyilesme
stirecinde meydana gelen aksakliklar iyilesmenin yetersizligiyle
sonuglanir.

Yara iyilesmesi, yara dokusunda bulunan hiicrelerden kaynak-
lanan ¢esitli biylime faktorleri, sitokinler ve nitrik oksit tarafindan
diizenlenir.” Nitrik oksit (NO) kiigiik, diffiize olabilen ve fizyolojik
ve patofizyolojik bir¢ok stirece katilabilen bir sinyal molekiiliidiir.
Nitrik Oksit Sentaz (NOS) adi verilen enzimin katalizledigi reak-
siyon sonucunda L-Arginin’in L-Sitriillin’e doniisiimi esnasinda
olugur.* NOS enziminin endotelyal (eNOS), noronal (nNOS) ve
indiiklenebilir (iNOS) olmak {izere ti¢ izoformu bulunmaktadir.
eNOS ve nNOS, Ca* ve Kalmodulin tarafindan diizenlenip diisiik
diizeylerde (nmol/L diizeylerinde) NO iiretimine, iNOS ise post-
transkripsiyonel olarak diizenlenereck ve inflamatuar uyartya cevap
olarak yiiksek diizeylerde (umol/L diizeylerinde) NO firetimine
sebep olur.

Yara iyilesmesine katilan trombositler, inflamatuvar hiicreler,
fibroblastlar, endotelyal hiicreler ve keratinositlerin NOS’1n fark-
It izoformlarmi kullanarak NO sentezlendigi saptanmustir.*® Yara
dokusundaki NO, iyilesmenin inflamatuar fazinda, bu faza hakim
olan hiicrelerde esas olarak bulunan iNOS izoformundan; ilerle-
yen fazlarda ise bu evrelerin hakim hiicrelerinin daha ¢ok icerdigi
eNOS ve nNOS izoformlarindan kaynaklanmaktadir.>* Bu neden-
le yara dokusundaki NO miktar iyilesmenin ilk giinlerinde (1.-5.
glinler) yiiksek diizeyde iken, ilerleyen giinlerde giderek azalarak

tyilesmede belirleyici rol oynamaktadir.*>’

Yara dokusunda NO diizeylerinin azaldigi bildirilen durumlar-
dan birisi iyilesmenin geciktigi diyabetik yaralardir.®? Diyabette
yara iyilesmesinin gecikmesi ciddi bir klinik problemdir. Iyiles-
medeki gecikme; hticresel infiltrasyonda ve graniilasyon dokusu
olusumunda gecikme, anjiyogenezde, kollojenin olusumunda ve
organizasyonunda azalma ile karakterizedir.!” Diyabette olusan
hiicresel sorunlarin temelinde hipergliseminin oldugu diistiniil-
mektedir."" Hiperglisemi nedeniyle olusan ve yara iyilesmesini
geciktiren durumlar arasinda; kemotaksis ve fagositoz yetersizli-
gi (enfeksiyona egilim), proteolitik aktivitenin, yara hiicrelerinin
apoptozunun ve oksidatif stresin artisi'? ile blyiime faktérlerinin
ve fibroblast proliferasyonunun azalmasi sayilabilir.'

Streptozotosin (STZ) ile olusturulmus deneysel diyabette; in-
stilin diizeyleri ve beden agirligi ile birlikte plazma leptin diizeyle-
ri de azalmaktadir, '+-18



Leptin yapimi ob geni ile kontrol edilen, 167 aminoasit
iceren ve baslhica yag doku tarafindan sentezlenerek kana sa-
linan ¢ok fonksiyonlu bir hormondur. Leptin etkisini santral
sinir sisteminde ve periferik pek ¢ok dokuda yer alan resepto-
rii aracihigiyla gostermektedir."” Yara iyilesmesine katilan hiic-
relerden eritrositler, trombositler, endotelyal hiicreler, fibrob-
lastlar ve keratinositlerde®?, yara olusturulmus derinin deri
altt damarlarinda® leptin reseptorlerinin varhgi gosterilmistir.

Leptin geninden yoksun, genetik olarak obez ve diyabetik
fenotipe sahip ob/ob farelerde yara iyilesmesi gecikmektedir.
Bu hayvanlara leptin uygulamasi ile diyabete ve leptin eksik-
ligine bagh bulgularin yani sira, yara iyilesmesi de diizelmek-
tedir.>*** Leptinin, yara iyilesmesi esnasinda, keratinositlerin
mitojenik etkinligini ve re-epitelizasyonu artirarak olumlu
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etki yaptigi gosterilmistir.>>*

Leptin, in vitro kosullarda farkli hiicre tiplerinde ve in vivo
uygulandiginda plazma ve bazi dokularda NO diizeylerini et-
kileyebilmektedir.?¢-3

Bu bilgiler 1g1@inda planladigimiz ¢alismamizda, STZ ile
diyabet yapilarak hiperglisemi ve hipoleptinemi olusturulmus
sicanlarda sistemik ve/veya topikal leptin uygulamalarmin,
eksizyonel yaralarin iyilesmesine ve yara dokusu NOx diizey-
lerine olan etkisini arastirmak amaglanmistir.

GEREC VE YONTEMLER

Deney Hayvanlart

Calisma Gazi Universitesi deney hayvanlari etik kurulun-
dan izin alindiktan sonra; Refik Saydam Hifzissiha enstitii-
siinden saglanan, ortalama 250 + 23,9 gram agirhginda, 8-10
haftalik 24 adet erkek Wistar albino sigan ile gerceklestirildi.
Siganlarin her biri ayri kafeslerde standart sigan yemi ve mus-
luk suyu ile beslendi. 12 saat aydinlik/karanlik (08 — 20")
dongtsiinde tutuldu.

Calisma Diizeni ve Diyabet Olusturma:

Biitiin hayvanlar ¢aligmaya alinmadan 6nce bir haftalik
uyum kosullarinda bekletildi. Hayvanlar, diyabet olmayan-
nondiyabetik (NDM)(n=12) ve STZ diyabetli (STZ-DM)
(n=12) olarak iki ana gruba ayrildi. Calismanin ilk giliniinde,
bir giin 6nceden ag birakilan hayvanlar tartilarak aglk kan
sekerleri (AKS) 6lgiildii. STZ-DM grubundaki hayvanlara
streptozotosin (SIGMA), soguk sitrat tampon (0.1 M, pH=4.5,
1 ml/kg) icinde ¢oziildiikten sonra, 55mg/kg tek dozda i.p.
olarak enjekte edildi. Saglikli kontrol grubundaki (NDM) hay-
vanlara ise ayni hacimde sitrat tampon enjekte edildi.

STZ uygulamasindan sonraki 7. gtinde, bir giin dnceden
a¢ birakilan ve glukometre (Glukotrend/Roche) ile kuyruk ve-
ninden alman kanda yapilan 6lgtimde aglik kan sekeri degeri
300mg/dl ve daha iizeri olan siganlar diyabet kabul edilerek,
kontrol grubu siganlarla birlikte yara olusturma islemine almn-
di. Calismanin basinda, yara olusturma protokoliinden once
ve calisma sonunda beden agirliklari ve aclik kan sekeri de-
gerleri kaydedildi.

Yara Olusturma Protokolii:

Yara olusturulmadan once siganlara anestezi amactyla
60mg/kg ketamin HCI (Ketalar®) ile 8 mg/kg Xylazin (Alfa-
zin®) intramuskiiler (i.m.) olarak uygulandi. Anestezi saglan-
diktan sonra sirt derileri tras edildi, %70 lik etanolle silinerek
temizlendi. Sirtta orta hattin her iki yaninda tiger adet olacak
sekilde, orta hattan ve birbirlerinden ortalama bir cm uzaklik-
ta, alt1 adet eksizyonel tam deri kesi yarast, 6 mm ¢aph dermal
punch aleti kilavuzlugunda olusturuldu (Sekil 1).

Sekil 1. Uygulanan eksizyonel yara protokolii.

Uygulama Protokolii:

Yaranm yapildig1 giin de dahil olmak tizere siganlara bes
giin siire ile giinde bir kez, saat 15"-15% arasinda i.p. ve topi-
kal uygulamalar yapildi. STZ-DM ve NDM her iki grupta da
hayvanlarin yarisia Fosfat Tampon Soliisyonunda (PBS) ¢6-
ziinmiis (pH:7.4; 0.25 mg/ml) fare rekombinant leptin (CAL-
BIOCHEM) 0.4 ml/kg (0.1 mg/kg/giin leptin)*’, bu gruplarin
kontrolii kabul edilen gruplara ise esit hacimde PBS i.p. olarak
uygulandi. Tiim gruplarda orta hattin sagindaki yaralara 20 pl/
yara leptin igeren soliisyon (5 pg/yara leptin)*, orta hattin so-
lundaki yaralara ise esit hacimde PBS topikal olarak uygulan-
di. Bes giinliik uygulama sonrasi yaranin 6. giinii sabahi gece-
den a¢ birakilan hayvanlar Tiyopental Sodyum (Pental Na®)
(50 mg/kg) anestezisi altinda iken kalplerinden kan alinarak
feda edildi. EDTA’]1 tiiplere alinan kanlar 3000g” de 5 daki-
ka santrifiij edilerek plazmalari ayrildi. Yara dokulari dermal
punch aleti ile ¢ikarildiktan sonra birer yara 6rnegi % 10’luk
formaline alind1. Geriye kalan yara érnekleri stvi azota kondu.
Doku érnekleri ¢alisilincaya kadar —20 °C de saklandh.

Histolojik Degerlendirme:

Elde edilen yara dokusu érnekleri %10’ luk notral formol-
de tespit edilerek rutin histolojik takip yontemlerinden gegiril-
dikten sonra parafin bloklara gémiildii. Bes mikronluk kesitler
halinde polillizinli lamlara alman dokular, etiivde deparafini-
ze edildikten sonra, iki kez 15°er dakika ksilolde bekletildi.
Azalan etil alkol gradiyentinde rehidrate edilen dokular distile
suya kadar getirildi. Ardindan Masson-Trikrom Goldner with
light green (Bio-Optica, San Faustina, 58, 20134, Milano,
Italia) boyast ile boyanan kesitler Leica DM 4000 B (Leica,
Wetzlar, Germany) fotoisik mikroskobu ile degerlendirildi.
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Plazmada Leptin Diizeyi Olgiimii:

Plazma leptin diizeyleri 6l¢iimii igin rat leptin ELISA kiti
(Titerzyme, Assay Designs, USA.) kullanildi. ¥

Nitrik Oksit Diizeyi Tayini
Dokuda Nitrik Oksit’in gdstergesi olarak nitrit+nitrat

(NOx) diizeyleri tayininde modifiye Griess yontemi kullanil-
di.*** Elde edilen degerler nmol/gr doku olarak hesaplandi.

Verilerin Istatistiksel Analizi

Degerler beden agirliklari igin ortalama + standart sapma
(SS), diger veriler igin ortalama + standart hata (SH) olarak
verilmistir. Bilgisayarda ‘SPSS; 13.0 for Windows’ programi
kullanilarak normal dagilima uyum: Saphiro-Wilk testi ile;
bagimsiz gruplar arasindaki iliski: Kruskal Wallis ve Mann
Whitney U testleri ile; bagimli gruplar arasindaki iliski Wilco-
xon testi ile gergeklestirilmis, p<0.05 degerleri anlamli olarak
kabul edilmistir.

BULGULAR
STZ (55 mg/kg) ve leptin uygulamalarinin aglik kan sekeri

degerleri tizerine etkileri Tablo 1°de dzetlenmistir.

Tablo 1. Gruplarda ¢alisma basinda, uygulamalardan énce ve sonra
elde edilen aglik kan sekeri degerleri.

. y Denek Aclik Kan Aclik Kan Achk Kan
Sistemik 5 . .
Syl say1si Sekeri-1 Sekeri-2 Sekeri-3
= (n) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
PBS 6 86,6+2,0 86,8+2,9 123,143,0°
NDM
LEPTIN 6 88,5+1,7 83,0+4.4 129,6+8,9°
PBS 6 78,0+6,7 380,8420,3¢ 341,8433,2
STZ-DM
LEPTIN 6 74,5429 341,8433,2¢ 357,5+19,5

Ac¢hk Kan Sekeri-1: Calismanin baginda STZ uygulamasindan énce

Achk Kan Sekeri-2: STZ uygulamasindan bir hafta sonra sistemik
uygulamalara baglamadan 6nce

Achik Kan Sekeri-3: Uygulamalarin sonunda, 6. giinde ve anestezi
altinda iken

p<0,01; Aglik Kan Sekeri-2, A¢hik Kan Sekeri-1 ile karsilastirildi-
ginda

*p<0,05; A¢lik Kan Sekeri-3, Aghk Kan Sekeri-1 ve Aclik Kan Seke-
ri-2 ile karsilastirldiginda

Calisma basinda heniiz diyabet olusturmadan once her
grupta esit sayida sigan olacak sekilde ikiye ayrilan siganlarin
beden agirliklart farkli bulunmamustir (250,8 + 19,0 ve 249.,6
+ 28,8; p> 0,05). STZ uygulamasinda bir hafta sonra; yara
isleminden 6nce, PBS ve leptin uygulamalari igin esit sayi-
da denek igeren gruplara rastgele segimle ayrilan sicanlarin
uygulamalar 6ncesindeki bir haftalik dénemde ve bes giinliik
uygulamalarin sonunda beden agirliklarinda meydana gelen
degisim yiizde deger olarak hesaplanmistir. Beden agirlikla-
rindaki degisimler Sekil 2A ve B de 6zetlenmistir.
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Beden Agirliklarindaki Degisim (%)

*
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Sekil 2A. Diyabet olusturuldugu giinden sonraki bir hafta igerisinde
(leptin uygulamalari baglamadan 6nceki hafta) gruplarda meydana
gelen beden agirhigr degisimi % degisim odlarak hesaplanmistir.

NDM: Diyabetsiz, saglikli grup (n=12)
STZ-DM: Streptozotosin ile diyabet olusturulmus grup (n=12)
*p<0,001)

Beden Agirhklarindaki Degisim (%)

o z I
NDM/PBS

5

Sekil 2B. Yaralamanin yapildigi ve uygulamanin basladig ilk giin
ile bes giinliik uygulamanin sonu arasinda gruplarda meydana gelen
beden agirligi degisimleri % degisim olarak hesaplanmistir.

NDM/PBS: Diyabetsiz, ip.PBS uygulanan grup (n=6)
NDM/LEPTIN: Diyabetsiz, ip.yeptin uygulanan grup (n=6)
STZ-DM/PBS: Diyabetik, ip.PBS uygulanan grup (n=6)
STZ-DM/LEPTIN: Diyabetik, ip.leptin uygulanan grup (n=6)

* p<0,001; NDM/LEPTIN ve STZ-DM/PBS gruplart NDM/PBS ile
karsilastirtldiginda.

STZ-DM siganlarin plazma leptin diizeyleri (0,20 + 0,06
ngr/dl), NDM si¢anlarin plazma leptin diizeyleri (3,74 + 0,20
ngr/dl) ile karsilastirildiginda anlaml olarak diisiik bulunmus-
tur (p< 0,0001). Intraperitoneal yoldan leptin uygulamalarinin
plazma leptin diizeyine istatistiksel olarak anlamli bir etkisi
olmamugtir. Plazma leptin diizeyleri Sekil 3” de gosterilmistir.



Plazma Leptin Dizeyleri
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Sekil 3. Diyabet olusturulmamis (NDM) ve Diyabetik (STZ-DM) s1-
canlarda intraperitoneal (i.p.) PBS (taramali bar ile gosterilmistir) ve
i.p. Leptin (diiz bar ile gosterilmistir) uygulamalarmin plazma leptin
diizeylerine etkileri.

* p<0,01; STZ-DM ve NDM kontrol (i.p. PBS) gruplari birbiriyle
karsilastirildiginda

Elde edilen histolojik kesitlerde sadece PBS uygulanan
NDM grubunda epitelizasyonun olustugu ve dermiste ince
kollojen liflerin ve inflamatuar hiicrelerin varhgi izlenmistir
(Sekil 4A). NDM olup topikal leptin uygulanan grupta, nor-
mal yapida epidermis ile yeni olusan kan damarlari, organize
kollojen liflerin varligi gozlenmistir (Sekil 4B). Sadece PBS
uygulanan STZ-DM grubunda epitelizasyonun zayif, mevcut
kollojen liflerin ince, inflamatuvar hiicre hakimiyeti ve ddem
varligi izlenmistir (Sekil 4C). STZ-DM olup topikal ve siste-
mik leptin uygulanan grupta ise epitelizasyonun tamamlanmig
oldugu ve dermiste organize kollojen lifler ve az sayida bag
doku hiicrelerinin varhig dikkati ¢ekmistir (Sekil 4D) (Mas-
son —Trikrom, x100). Yaralamanin besinci giinii sonunda (6.
giinde) alinan yara dokularinin histolojik degerlendirmesinde
segilen gruplart temsil eden kesitler ve niteleyici morfometrik
sonuglar Sekil 4” de 6zetlenmistir.

Calhigmamizda diyabet olusturmak, yara dokulari nitrik ok-
sit diizeylerinin kontrol grubu yaralarma gére anlaml olarak
diisiik bulunmasina neden olmustur (p<0,01). NDM siganlar-
da, leptinin sistemik yoldan (i.p.) uygulanmasi, beraberinde
topikal uygulama olsun ya da olmasin, yaralarin nitrik oksit
diizeylerinde kontrol yaralarina gore anlamli olarak azalmaya
yol agmustir (p<0,05).
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Sekil 4. Eksizyonel yara olusumundan sonra 5. giinde ratlardan elde edilen histolojik kesitlerde nondiyabetik kontrol grubuna (4A) epiteli-
zasyonun olustugu ve dermiste ince kolojen lifler ile inflamatuvar hiicreler izleniyor. Non-diyabetik ve topikal leptin uygulanan grupta (4B),
normal yapida epidermis ile yeni olusan kan damarlari, organize kollojen lifler ve bag doku dikkati gekiyor. Diyabetik kontrol grubunda (4C)
zayif epitelizasyon (1), ince kollojen lifler (), ¢ok sayida inflamatuvar hiicreler ve ddem (*) izleniyor. Diyabetik, topikal ve sistemik leptin
uygulanan grupta (4D), okbaslari epitelizasyonun tamamlandigini belirtirken, dermiste, organize kollojen lifler ve az sayida bag doku hiicreleri

dikkati ¢ekiyor. (Masson—Trikrom, x100).
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STZ-DM hayvanlarda ise leptin uygulamalari yara dokusu
nitrik oksit diizeylerinde istatistiksel olarak anlaml bir farka
neden olmamistir.

Yara dokularina ait NOx diizeyleri ve p degerleri Sekil 5
de gosterilmistir.

700 Yara Dokusu NOx Diizeyleri
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Sekil 5. Yara Dokusu NOx Diizeyleri.

A: ip. PBS+topikal PBS, B:i.p. PBS+topikal Leptin, C: ip.
leptint+topikal PBS, D: i.p. leptin+topikal leptin uygulamalarini tem-
sil etmektedir.

*p<0.05, i.p Leptin uygulanan yaralar; i.p. PBS uygulanan yararlarla
karsilastirildiginda,

*#p<0.01, STZ-DM i.p PBS+topikal PBS uygulanan yaralar; NDM
i.p PBS+topikal PBS uygulanan yaralarla karsilastirildiginda.

TARTISMA

STZ ile olusturulan diyabet, insanda gériilen insiilin-ba-
giml diyabete model olusturabilen ve kemirgenlerde yaygin
olarak kullanilan deneysel diyabet modelidir. Calismamizda
uyguladigimiz STZ, deney hayvanlarinda beklenen hipergli-
seminin yani sira literatiirle uyumlu olarak hipoleptinemiye
de neden olmustur.''* Plazmadaki leptin diizeyleri yag doku-
nun ve beden agirliginin miktarmi yansitmakla birlikte, STZ
ile olusmus diyabette insiilin eksikligi, glukoz alimi ve meta-
bolizmasimnin azalmasi da dolagimda diisiik diizeylerde leptin
bulunmasina katkida bulunmaktadir.”® Uyguladigimiz doz ve
stiredeki leptinin, plazma leptin diizeylerine anlamli bir etkisi
bulunmamistir. Bu durumun uygulamanin seklinden kaynak-
lanabilecegi daha once gesitli arastirmalarda vurgulanmustir.
127 Calismamizda kullandigimiz uygulama sekli stirekli olma-
y1p glinde tek ve fizyolojik dozdadir. Ayrica diyabette insiilin
eksikliginden kaynaklanan metabolik degisimlerin ancak ek-
silen insiilinin yerine konmast ile tamamen diizelebilecegini
de g6z ardi etmemek gerekir.

Diyabette yara iyilesmesi gecikmektedir, ancak bunun me-
kanizmasi hentiz tam olarak anlagilmis degildir. insanlarda ve
hayvan modellerinde yapilan ¢ok sayida ¢aligma ile diyabette
yara iyilesmesinde meydana gelen gesitli degisiklikler, mole-
kiiler diizeyde agiklanmaya calisilmaktadir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, genetik olarak leptinden
yoksun ve diyabetik fenotipe sahip olan farelerde yara iyiles-
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mesinin geciktigi, leptin uygulamasi ile diyabetik fenotiple
birlikte yara iyilesmesindeki gecikmenin de diizelebildigi
gosterilmistir. Bu durum leptinin yara iyilesmesinde 6nemli
bir faktor olabilecegini diisiindiirmektedir.225

Galismamizda S giin stire ile yapilan uygulamalarda, NDM
siganlarda en iyi iyilesmenin leptinin sadece topikal olarak uy-
gulandigi yaralarda oldugu belirlenmistir. Bu yaralarda epi-
dermisde keratinositlerin, dermisde kollojen liflerinin iyi or-
ganize oldugu gézlenmistir (Sekil 4B). Leptinin normal tip fa-
relerde topikal uygulandiginda yara iyilesmesini hizlandirdig:
bildirilmistir.” Yara smirinda bulunan ve prolifere olan kera-
tinositlerde leptinin 6zellikle fonksiyonel reseptériiniin (Ob-
R) ekspresyonu olmaktadir. Leptin bu reseptérler araciligiyla
keratinositler lizerine mitojenik etki gdstermektedir.s Calig-
mamizda yara dokusu nitrik oksit diizeyleri kontrol yaralarin
NO diizeyleriyle karsilastirldiginda, leptinin sistemik yoldan
uygulamasindan etkilenen tiim yaralarda istatistiksel olarak
anlaml derecede; leptinin sadece topikal yoldan uygulandig:
yaralarda ise anlaml1 olmayan diizeyde daha diisiik bulunmus-
tur. Yara dokusu NO diizeyleri, yaradaki mevcut hiicrelerin
katkistyla belirlenir.? Leptinin pek gok hiicre tipinde NO yapi-
mini uyardigi bilinmektedir.”* Ancak yaradaki hiicrelerin NO
metabolizmast tizerine etkileri agik degildir. Yaralardaki NO
diizeyi ayni zamanda iyilesmenin seyri ile de ilgilidir.? Yara
lyilesmesi siirecinde NO’nun en yiiksek diizeylerde oldugu
ddnem, yaklasik ilk bir haftay1 kapsayan inflamatuvar dénem-
dir. Bu donemde yara bolgesindeki yogun inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu NO artisindan sorumlu tutulmaktadir. Artan NO
diizeyleri hem antimikrobiyal etkiyle, hem de fibroblastlarimn
ve keratinositlerin farklilasmasini ve ¢ogalmasini saglayarak
lyilesmenin proliferatif fazina gegiste nemli bir rol oynar.”
Proliferatif fazda inflamatuvar faza gére daha diisiik diizeyler-
de olmakla birlikte, devam eden NO sentezi re-epitelizasyon
ve kollojen birikimi igin gerekli sinyallerin bir par¢asi olmak-
tadir.” Bu nedenle 6zellikle yaralanmadan sonraki ilk bes giin
icerisinde nitrik oksitin varhig ve miktart hem inflamatuar
fazin saglikli gegmesi agisindan hem de yaranin iyilesmenin
diger fazina gegmesi ve ilerlemesi a¢isindan 6nemlidir.

Sistemik olarak leptin uygulanan siganlarin yara dokula-
rinda nitrik oksit diizeylerinin daha diisiik bulunmasi, yara
dokusunun leptinin sistemik uygulamasindan etkilendigini
distindiirmektedir. Sistemik olarak uygulanan leptin saglik-
Ii siganlarda beden agirhginda azalmaya neden olmaktadir."
Sistemik leptin uygulamasina eslik eden beden agirlig1 azal-
masi ¢alismamizda da gozlenmistir (Sekil 2). Bu katabolik
durum yara iyilesmesini etkiliyor ve yaradaki hiicrelerin nitrik
oksit metabolizmasini bozuyor olabilir.

STZ-DM siganlarin kontrol yaralarinda literatiirle®®'0333¢
uyumlu olarak zayif epitelizasyon, ince kollojen liflerinin
varhgr gézlenmistir. Bu yaralarda inflamatuvar hiicrelerin
hakimiyeti dikkati cekmistir (sekil 4C). Diyabet olusturulan
siganlarin yara dokularinda nitrik oksit diizeyleri de diisiik bu-
lunmustur. STZ diyabette yara dokularinda iNOS ekspresyo-
nunun ve NO diizeylerinin belirgin olarak azaldigi daha 6nce
bildirilmistir.®



STZ-DM siganlarda en iyi iyilesmenin leptinin sistemik
ve topikal olarak birlikte uygulandigi yaralarda oldugu be-
lirlenmistir. Epitelizasyonu neredeyse tamamlanmis olan bu
yaralarda dermisde bulunan kollojen liflerinin de iyi organize
oldugu gortlmistiir (Sekil 4D).

Literatiirde bulgularimizi karsilastirmak tizere, leptin uy-
gulamasmin STZ ile olusturulmus diyabette deri yara iyiles-
mesine etkisini arastiran baska bir ¢calismaya rastlanmamistir.
Bununla birlikte leptin, kendini kodlayan genden yoksun olan
diyabetik fenotipli farelere uygulandiginda yara iyilesmesini
artirmaktadir.* Ancak bu hayvanlara uygulanan leptinin ek-
sikligin giderilmesini saglayarak gecikmis yara iyilesmesini
diizeltebilecegini goz ardi etmemek gerekir.

Caligmamizda sistemik ve/veya topikal leptin uygulanan
STZ-DM sicanlara ait yaralar ile sadece PBS uygulanmis
NDM yaralari karsilagtirildiginda yara dokusu nitrik oksit dii-
zeylerinde anlamli bir farkhilik gézlenmemistir. Tedavi edil-
memis diyabetik yaralarda nitrik oksit diizeylerinin NO me-
tabolizmasina paralel olarak azalmasi bilinen bir durumdur.®’
Calismamizda, sistemik ve topikal leptinle tedavi edilen yara-
larin NO diizeyleri diyabetik kontrol yaralarindan farkl bu-
lunmamakla birlikte, bu yaralar histolojik olarak daha belirgin
iyilesme gostermistir (Sekil 4D). Bu durum leptin uygulanan
diyabetik yaralarin daha ileri bir iyilesme fazinda oldugunu
gostermektedir ve aynt zamanda yara dokusunda NO diizeyle-
rinin neden yiiksek bulunmadigini agiklayabilir.

SONUC

Tiim bu bulgular géz 6niine alindiginda leptin saglikli si-
canlarda sadece topikal olarak uygulandiginda, diyabetik ko-
sullarda ise sistemik ve topikal birlikte uygulandiginda yara
iyilesmesini artirmaktadir. Bu iyilestirici etki yara dokusu nit-
rik oksit diizeyleri ile izlenebilir. Bununla birlikte bu durumun
acikliga kavusturulabilmesi i¢in yaralarmn farkl giinlerini de
iceren bir protokolle ileri analizlerin yapilmasi gerektigini dii-
stinmekteyiz.
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