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OZET

Yara Sivisi Ornegi Toplama Metotlarinin Karsilastiriimasi

Kolayca elde edilebilen yara sivisinin biyokimyasal ve fizyolojik dzelliklerinin
tanimlanmasi ile daha etkin kisiye 6zel tedavi protokollerinin gelisimine
katkida bulunulabilir. GUnimuzde yara sivisi toplanmasi igin bir altin standart
yontem tanimlanamamistir. Calismamizda, 3 ayri emici yara sivisi ornegi
toplama metodunu (Whatman GF/D filtre kagidi, poliviniliden florid (PVDF)
filtre kagidi, naylon ucglu swab) karsilastirmayi amacladik. Calismamiza 24
Temmuz 2015- 22 Haziran 2016 tarihleri arasinda ¢alisma kriterlerine uyan
kronik alt ekstremite Ulseri olan 20 hasta dahil edilmistir; ancak bir hasta
vizitlere katilmamigtir. Yontemler; yara sivisi agirhgi, total protein ve albumin
degerleri Uzerinden karsilastiriimistir. Protein ve albumin sonuglar (g/dL),
uygulanan testin o vizitte topladigi yara sivisi agirligina (g) bélinmus ve yeni
bir oran elde edilmistir (g/dL/g yara sivisi). Yara sivisi agirliklarina gore test
ici guvenilirlikleri analiz edildiginde, sadece swab ydntemi icin istatistiksel
olarak anlamli korelasyon saptanmistir (p=0.012). Ancak, yara sivisindaki
total protein ve albumin seviyelerine gore tim yontemlerde tekrarli dlgimler
arasinda istatistiksel olarak anlamli korelasyonlar saptanmigtir. Whatman ve
PVDF filtre kagitlari, swab ydntemine goére daha fazla yara sivisi toplamistir
(sirasiyla p<0.001, p=0.002). Sonug¢ olarak, swab yoéntemi Whatman ve
PVDF filtre kagitlari ile karsilastirildiginda daha guvenilirdir ve daha yuksek

miktarda protein temin edilmesine imkan vermektedir.

Anahtar Kelimeler: Yara, Yara iyilesmesi, Tani Testleri,
Yazar Adi : Dr. Miinire Kiilbra OZGOK KANGAL
Danigsman : Prof.Dz.Tbp.Bnb Glnalp UZUN



ABSTRACT

The comparison of wound fluid collection techniques

Defining the biochemical and physiological characteristics of chronic wound
fluid will contribute to the development of more efficient personal medical
therapy protocols. Unfortunately, there is no current gold standard wound
fluid collection technique. The aim of this study is to compare the efficiency of
the 3 different absorbent wound collection techniques (Whatman GF/D filter
paper, polyvinylidene fluoride (PVDF), nylon flocked swab). Between July 24,
2016 and June 22, 2016, 20 patients with chronic lower extremity ulcer were
prospectively enrolled. However, one patient didn’t attend to visits. The
collection techniques were compared according to wound fluid weight, total
protein concentration, and albumin concentration. Total protein and albumin
concentrations (g/dL) were divided into their related wound fluid weight (Q)
and a new ratio (g/dL/d wound fluid) was created for these parameters.
Among three techniques, a significant correlation between repeated wound
fluid weight measurement was found only for swab technique (r=0.536,
p=0.012). However, there were significant correlations between repeated
measurements with regard to wound fluid total protein and albumin levels for
all three techniques. Whatman and PVDF filter papers collected more wound
fluid compared to nylon flocked swab (p<0.001, p=0.002, respectively). In
conclusion, swab technique is more reliable than Whatman and PVDF filter

papers and provides a higher protein concentration in wound fluid samples.
Keywords : Wound, Wound Healing, Diagnostic Tests

Author : OZGOK KANGAL Miinire Kiibra, MD
Counsellor : UZUN Gunalp, MD, Professor
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1. GIRIS

Yara, herhangi bir etkenin epidermis, dermis veya daha derin
dokularda hasar olusturmasi nedeniyle vicudun anatomik ve fizyolojik
batinltgunuan bozulmasidir (1). Yara iyilesmesi sureci 3 basamaktan olusur.
Bunlar sirasiyla; inflamasyon, proliferasyon ve remodelling basamaklaridir
(2). Bu basamaklardan herhangi birinin uzamasi, dogal iyilesme surecini
durdurur ve yaranin kroniklesmesine sebep olur (3). Ne yazik ki, kronik yara
gelisimindeki mekanizmalar, kronik yaralarin biyokimyasal ve mikrobiyolojik
Ozellikleri tam olarak bilinmemektedir (4). Girisimsel olmayan yontemlerle
elde edilebilen kronik yara sivisinin analizi, yara iyilesmesi ile iligkili
bilesenlerin tanimlanmasina ve tum bu &zelliklerin incelenmesine olanak
saglamaktadir (4,5).

Yara sivisi, yara alanindaki protein ve metabolitlerin, dinamik ve
heterojen karisimidir. Ve bu sivi, inflamatuvar evrenin bir pargasi olarak
uretilir (6). Bu baglamda yara mikrogevresini yansitan yara sivisinin
incelemesi, yara iyilesmesinde rol oynayan ekstrasellller sinyallerin
(sitokinler, kemokinler, H2O,,...) paternlerini gdstermede kritik Gneme sahiptir
(4). Ayrica yara sivisinin, biyokimyasal ve fizyolojik &zelliklerinin
tanimlanmasi, yaranin iyilesme durumu hakkinda bilgi saglayabilir (7). Yara
sivisinin kolayca elde edilebilmesiyle kisiye 6zel dederlendirmeler yapilabilir.
Bu degerlendirmeler 1s1ginda, yeni molekuler tekniklerle mikrogevrenin
degerlendiriimesi, daha etkin tedavi protokollerinin ve yeni tedavilerin
gelisimine katkida bulunabilir (8). Ne yazik ki, altin standart bir yara sivisi
elde etme yodntemi henidz tanimlanmamistir (9). Birgok farkh yontem
kullanilmakta, standardizasyon eksikligi de c¢alisma sonuglarinin beraber
degerlendiriimesini glglestirmektedir.

ideal yara sivisi elde etme ve analiz yontemi icin énerilen kriterler
soyle siralanabilir;

v' Yeterli hacimde sivi toplayabilmeli,
v Oncesinde yapilan temizlikte hedef molekdiller yikiimamali,
v Degradasyondan kaginmak icin 06rnek, uygun sartlarda

saklanmall,



v' Hedef molekiillerin ekstraksiyon sivisina kolayca salinimina izin

verecek bir materyal ile sivi toplanmali,

v' Sonuglar yorumlanmali,

v" Uygun kontrol kullanimi gerekir (8).

Bu calismanin amaci, gincel yara sivisi elde etme yontemlerini
karsilastirarak sonraki klinik calismalarimizda kullanilabilecek standart bir
yontemin gelistiriimesidir. Standart bir yara sivisi toplama ydntemi
olusturulmasiyla yara mikrogevresi kolayca incelenerek, yaranin iyilesme
durumu gorullip, kisiye 0Ozel tedavilerin secilmesi, gereksiz tedavi
basamaklari atlanarak zaman ve para kaybinin 6nlenmesine, tedaviye
yanitin izlenmesine ve kronik yaralarin dogdasi o6grenilerek yeni tedavi

yontemlerinin gelistiriimesine katkida bulunulmasi amacglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Yara Tanimi ve Siniflandirmalari

Yara, herhangi bir etkenin epidermis, dermis veya daha derin
dokularda hasar olusturmasi nedeniyle, vicudun anatomik ve fizyolojik
batinligunan bozulmasidir. Etkenine gore; mekanik (travmatik), fiziksel
(termal etken, radyasyon) ve kimyasal yara olarak siniflandiriliriar.
Derinliklerine goére ise ylzeyel, tam kat ve kompleks yara olarak
siniflandirilirlar. Ulserler ise genellikle deride lokal beslenme bozuklugu olan,
kroniklesme olasili§i yuksek olan yaralardir. Diyabetik ayak ve radyasyona

bagli gelisen Ulserler bu gruba 6rnek verilebilir (1).

2.2. Yaralyilesmesi
Derideki yaralarin iyilesmesi, primer ve sekonder iyilesme olarak
siniflandinlir (10).

2.2.1. Primer Yara lyilesmesi

Bu grubun en basit 6rnegdi, cerrahi dikisle cerrahi kesi kenarlarinin
yaklastirildigi, enfekte olmayan yara onarimidir. Kesi yalnizca epitel bazal
membraninin devamhligini noktasal sekilde bozmustur. Dar kesi alani, 6nce
fibrin kan tikaci ile dolar, ardindan hizla granulasyon dokusu geligir. Epitel
rejenerasyonuyla da kapanir. Skar kuguktur, yara kontraksiyonu minimaldir
(10).

2.2.2. Sekonder Yara iyilesmesi

Blyuk yaralarda, apse olusumu ve Ulserasyonda, hucre veya dokular
blylk olglide kaybedildiginde iyilesme daha karmasik hale gelir. Sekonder
yara iyilesmesinin farklari sunlardir;

v Yara yuzeyinde fibrin ve fibronektinden zengin daha blyuk

tikag veya kabuk vardir.



2.3.

v Blyuk doku defektleri nedeniyle olusan daha buylk nekrotik
artik hacminin, ekslidanin ve fibrinin uzaklastiriimasi igin gelisen
iltihap daha yogundur. inflamatuvar evre uzamistir.

v Daha fazla granilasyon dokusu olusur. Genellikle daha fazla
skar doku kitlesi olusur.

v Yara kontraksiyonu goérular (10).

Yara lyilesmesinin Evreleri

Yara iyilesmesindeki basamaklar birbiri Gzerine eklenir ve birbirinden

tam olarak ayrilamaz (Sekil 2.1) (10).

A

Yara
Kontraksiyonu

Graniilasyon
Dokusu
Kollajen

- birikimi
Inflamasyon
Yeniden
bicimlenme
T T =~ Y Y T >
0,1 0,3 1 3 10 30 100

Giinler

Sekil 2.1. Yara iyilesme fazlari. Yara kontraksiyonu sadece sekonder

yara iyilesmesinde goralur (10).

2.3.1 inflamatuvar Evre

Bu evre, yara iyilesmesinin ilk basamagidir. Yaralanma aninda baglar

ve 24-48 saat igerisinde sonlanir. Hemostaz (vaskuler yanit) ve inflamasyon

(hucresel yanit) ile karakterizedir (11).

Doku travmasi, yara yataginda vazokonstriksiyona yol agacak olan

tromboksan-A2 ve prostoglandin 2- o« salinimina neden olur. Bu gegici

vazokonstriksiyon, ilk vaskuler yanittir. Ayni zamanda doku travmasini



takiben, aciga c¢ikan kollajen nedeniyle, hageman faktéri aktive olur ve
pihtilasma mekanizmasi devreye girer. Vazokonstriksiyon ve pihti olusumu,
hemorajinin sinirlandirilmasina yardim edip, hlcre gog¢l icin baslangic
ekstrasellller matriksini (ECM) saglar (11).

Agrege olan trombosit grandllerinden ortama, kemotaktik ve vazoaktif
medyatorler salinir. Bunlardan bazilari; Epidermal Bluyume Faktéri (EGF),
fibronektin, fibrinojen, histamin, Trombosit Turevi Buyume Faktért (PDGF),
serotonin ve von Willebrand Faktordir (VWF). Bu faktorler, pihti olusumu
boyunca yaranin stabilizasyonuna yardim eder. (11). Kanamayi kontrol
etmekte ve vyaranin sinirlandiriimasinda goérev alirlar. Makrofaj ve
fibroblastlari ortama cekip, aktive ederler. Ayrica, platelet degranilasyonu,
kompleman kaskadini, 6zellikle potent ndétrofilik kemotaktik protein olarak
bilinen kompleman 5’i (C5) aktive ederler (12).

Gegici vazokonstriksiyondan sonra, lokal histamin salinimi ile arteriyal
vazodilatasyon olugur. Yara gevresinde eritem ve isi artisi olur. Artan kan
akimi, transida niteligindeki (proteinden fakir kan ultrafiltrati olan) sivinin
dokulara gegisine neden olur. Bu arada mikrovaskuler yapi daha gecirgen
hale gelir, ekstida (proteinden zengin sivi) ve hucreler interstisyuma ¢ikar
(13).

Postkapiller venullerdeki hicreler arasi agikliklara yol agan endotelyal
hicre kontraksiyonu, artmis vaskuler gegirgenligin en sik sebebidir. Geri
doénusumll bir slregtir. Genellikle kisa surelidir (15-30 dakika). Endotel
hicresinin daha uzun slren retraksiyonuna, tumoér nekroz faktér (TNF) ve
interlokin-1  (IL-1) gibi sitokinler neden olur. Bu reaksiyon baslangi¢
uyaranindan sonra 4-6 saatte olusup, 24 saat ve daha fazla slire devam
eder. Artmis vaskuler gecirgenligin diger nedenleri arasinda hucrelerin
birbirinden ayrilmasina neden olan endotel hasari da vardir. Vaskuler
Endotelyal Bliyume Faktori (VEGF) gibi bazi medyatdrlere maruz kaldiktan
sonra intraselliler vezikullerin flzyonu ile olusan kanallar aracihigiyla gelisen
artmig transsitoz da venduler gegirgenligi arttirir (13).

Artmis kan akimi ve vaskuler gegirgenlikle, inflamatuvar hucreler olay

yerine gelirler. Notrofiller, ilk gelen hucrelerdir; ilk 6 saat iginde yarada



gérulurler. Daha sonra lenfositler, inflamasyon bolgesindeki baskin hicre
haline gelirler. Lenfosit ve nétrofillerden sonra bolgeye gelen diger hucreler
ise makrofajlardir (13). Makrofajlar, yara iyilesmesinde Kilit rol oynarlar.
Bakteri ve yabanci madde fagositozu goérevinin yanisira birgok enzim ve
sitokin salgilarlar (14).

Odem gelisiminin sebebi ekstravaskiler alandaki bu birikimdir. Bu,
eritrositlerin daha konsantre olmasina, kan viskozitesinde artisa ve dolasim
yavaglamasina (staz) sebep olur. Staz gelisimiyle beraber I6kositler (baslica
noétrofiller), vaskuler endotelyal ylizey boyunca birikmeye baslar ve bu surece
marjinasyon denir. Lokositler sirasiyla; marjinasyon, yuvarlanma, adezyon,
transmigrasyon ve kemotaksis basamaklarini gergeklestirerek olay bolgesine
toplanirlar. Daha sonra |6kositler, fagositik vakuol olusturarak fagositoza
baslar. Mikroorganizmalari 6ldiren en 6nemli maddeler; lizozomal enzimler
ve reaktif oksijen turleridir (ROS). Fagositoz, oksijen tiketiminde ani artis,
glikojen katabolizmasi, glikoz oksidasyonunda artis ve reaktif oksijen
metabolitlerinin Uretimi ile karakterize olan oksidatif patlamay! uyarir.
NADPH, NADPH oksidaz ile oksidasyona girer ve oksijeni stiperoksit iyonuna
(O2-) donuasturdr. Sonra Oz-, spontan dismutasyon ile hidrojen peroksite
(H202) doénuglr. Superoksit dismutaz (SOD), bu reaksiyonu hizlandirir. Bu
reaktif oksijen turleri mikroorganizmalari éldurir. H,O2, myeloperoksidaz ile
klor (CI') varhginda hipoklor radikaline (HOCI-) donasur (Sekil 2.2). HOCI-,

¢cok kuvvetli bir oksidan ve antimikrobiyaldir (13).
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Sekil 2.2. Fagozom igcinde oksidanlarin dretimi. MP, myeloperoksidaz (15).



inflamatuvar hicrelerin Urettigi oksidanlarin, yara iyilesmesinde ikili
roli vardir. Enfeksiyona direncin saglanmasinin yani sira iyilesme sirecinin
baglatimasi ve devam ettiriimesinde de 6nemli rol oynarlar. Ornegin
oksidanlar, Ozellikle H.O,, VEGF ekspresyonunu arttirarak,
neovaskularizasyon ve kollajen birikimini in vivo ve in vitro olarak
arttirmaktadir (16). Enfekte olmayan yaralarda uzun sureli disuk seviyede
H20; bulunabilir ve bu mikromolar H,O, dizeyleri hem inflamatuvar hem de
proliferatif yara iyilesmesi fazlarinda tespit edilebilirler (17). Ayrica, NADPH
oksidazlar, fagositik olmayan hucrelerde de bulunurlar (18).

Fagozom ici oksidan dretimi, oksijenin Oz dénisimune baglidir; bu
nedenle bu islemler i¢cin dokunun kismi oksijen basinci énemlidir. Oksijeni
substrat olarak kullanan NADPH oksidazin, Km'’i (reaksiyonun maksimum
hizinin yari hizinda gergeklesebilmesi icin gereken konsantrasyon) 40 ile 80
mmHg arasindadir. Bu, enfeksiyonlara direncin, yaradaki hipoksi nedeniyle
azaldigini gostermektedir (19).

Yara gevresi hipoksik ve asidotiktir (20,21). Aktif inflamatuvar hicreler,
yuksek oranda oksijen kullanmaktadirlar ve bu mikrosirkilasyonda bozulma
ile birlesince hipoksi ile sonuglanir. Bu durum 6zellikle yaranin merkezi igin
gegerlidir; burasi inflamatuvar hucrelerin en yodun bulundugu bdlgedir.
Aslinda, dermal vyaralardaki kismi oksijen basinci heterojendir; yara
merkezinden (61U bogsluk) artere komsu kisma kadar 0 ile 10 mmHg arasinda
degisir (22). Yara merkezindeki bu hipoksi, kotl yara iyilesmesi ve
enfeksiyona yatkinliga neden olurken ayni zamanda tamir igin de bir
uyarandir (23-26).

Yara gevresinin hipoksik ve asidotik olmasinin yanisira, laktat seviyesi
de artmistir (20,21). Bu, azalmis oksijen destegi ve inflamatuvar hicrelerle
olugsan, aerobik ve anaerobik glikoliz sonucu artan metabolizmaya baghdir
(27,28). Ornegin Idkositler, birka¢ mitokondri igerirler ve vyeterli oksijen
varlhiginda bile c¢ogunlukla laktat Ureterek glukozdan enerji olustururlar
(28).Yara gevresindeki laktat, kollajen sekresyonu ve neovaskularizasyon igin
kuvvetli bir uyarandir (28-30).



Cozunebilen bir oksijen radikali olan nitrik oksit (NO); L-arjinin,
molekuler oksijen (O2) ve NADPHdan NO sentaz (NOS) enzimi ile
sentezlenir. NOS’un 3 izoformu vardir. Yapisal olan iki formu endotelyal NOS
(eNOS) ve ndéronal NOS (nNOS); induklenebilir formu ise iINOS’dur (31).
iINOS, sitokinler, bakteriler, bakteriyel Grtinler ve hipoksiye cevap olarak yara
iyilesmesinin erken fazlarinda sentezlenir (32). iINOS ekspresyonu yara
olusumu ile, 6zellikle de platelet degranilasyonu ile uyarilir. Yaralanmadan
yaklasik 48 saat sonra pik yapar. NOS’lar kofaktdr olarak NADPH, Oy,
tetrahidrobyopterin, flavin mononukleotid (FMN) ve Flavin adenin dinUkleotid
(FAD) gerektirirler (31). NO’nun yara iyilesmesindeki gorevlerine bakacak
olursak, oncelikle reaktif nitrojen turleri (RNS) olusturmak Uzere, oksijen ile
reaksiyona girer (33). Bu antimikrobiyal aktivitenin yanisira, vazodilatasyon,
antiplatelet-agregasyonu, artmis vaskuler gecirgenlik, NO’nun inflamatuvar
fazdaki primer etkileridir (30). VEGF, PDGF ve EGF gibi bazi blyume
faktorlerinin aktivasyonu igin de optimal NO aktivitesi gerekmektedir (34).
NO’nun ayrica; anjiyogenez, granutlasyon dokusu olusumu, epidermal
migrasyon, kollajen depozisyonu ve mikrovaskiler homeostazda da
duzenlenleyici gorevleri vardir (34—39).

ROS ve RNS ile éldurilen mikroorganizmalar, daha sonra lizozomal
asit hidrolazlarca pargalanirlar. Lizozomal enzimlerden olan asit proteazlar,
sadece fagolizozom iginde aktitken; elastaz, kollajenaz ve katepsin gibi
enzimleri de igeren nétral proteazlar ECM’de aktiftir. Bunlar elastin, kollajen,
bazal membran ve diger matriks proteinlerini pargalayarak doku yikimi
olusturlar. Nétral proteazlar, ayrica C3a ve C5a’yi olusturmak tzere C3 ve
C5 proteinlerini ayirabilir ve kininojenden bradikinin benzeri peptidleri
meydana getirebilirler. Lizozomal enzimlerin bu yikici etkileri, serumda ve
doku sivilarinda bulunan antiproteazlarca («x1-antitripsin vb.) kontrol edilir.
Ayrica, l6kosit grantllerinin icerdigi bakterisidal gecirgenlik arttirici protein,
lizozim, major bazik protein ve defensinler de mikroorganizmalari
oldurebilirler (13).



2.3.2 Proliferatif Evre (Fibroblastik Evre)

Proliferatif evrede; granutlasyon dokusu gelisimi, yeni damarlarin
olusumu, hulcre proliferasyonu ve kontraksiyon goérular. Bu evre, 4. gln
civarinda baglayip yaranin turtne, derinligine ve ortam sartlarina bagli olarak
14. ginde tamamlanabilir ya da haftalar boyunca devam edebilir. Bu
evredeki baskin hlcreler ise fibroblastlardir (1). Proliferasyon evresini iki alt

baslikta inceleyebiliriz; yeni damar olugsumu ve proliferasyon.

Yeni Damar Olugsumu

Kan damarlari iki mekanizma ile olusur; vaskilogenez ve
anjiyogenez/neovaskularizasyon. Vaskulogenez; embriyonik ddénemde
anjiyoblastlardan, erigkin ddnemdeyse kemik iliginden goé¢ eden endotelyal
oncul hacrelerden farklilasarak, damarlanma olmayan bir bodlgede, yeni
damar agi olusumudur. Anjiyogenez veya neovaskularizasyon ise, mevcut
damarlarin kapiller tomurcuklanmalariyla yeni damar olusumudur (Sekil 2.3)
(10). Granulasyon dokusundaki yeni damar olusumu igin temel mekanizma,
anjiyogenez olarak bilinmektedir. Ancak son zamanlardaki ¢aligsmalarda, yeni
kan damarlarinin  %15-20’sinin hematopoetik kok hulcrelerden gelistigi
gOsterilmistir. Anjiyogenez ve vaskllogenez benzer uyaranlara yanit olarak
olusur; hipoksi, redoks stresi ve laktat konsantrasyonu. Anjiyogenik ajanlara
olan kapiller endotelyal cevaplar, oksijen gerektirir (40—42).

Anjiyogenezde, vyara c¢evresindeki en yakin saglam olgun
damarlardan, Ozellikle postkapiller venullerden endotelyal tomurcuklanma
gelismeye baglar. Normalde bitisik dokudaki oksijen, bu iglemi desteklemek
icin yeterlidir. Yeni damar buyumesi genigleyerek hasarli doku alanina girer;
burada laktat artmig, kismi oksijen basinci azalmistir. Olgun damarlarin
blayuyebilmesi igin olgun ECM gereklidir (40).

Vaskulogenezde ise, doku hipoksisi, kemik iligindeki stromal NOS’u
aktive eden VEGF-A'nin salinimini uyarir. Kemik iliginde artan NO,
endotelyal éncul hlcrelerin dolagsima salinmalarini saglar. Doku hipoksisi ile
uyarilan, stromal hucrelerden tureyen faktor-1 o’nin (SDF-1) artisiyla,

dolasimdaki kemik iligi kokenli endotelyal oncul hicreler, hasarli dokuya



cekilirler. Hasarli dokuda c¢ogalir ve farklilagirlar; yeni damar tubdllerinin

iclerine dogru buydrler (30).
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Sekil 2.3. Anjiyogenez (10).

Anjiyogenezde olusan yeni damarlar zayiftir; ¢inkd endotel hacreleri
arasl bileskeler tam olusmamistir ve VEGF, damar gegirgenligini arttirir. Bu
zayiflik, granilasyon dokusunun ve akut inflamatuvar yanit rezorbe olduktan
sonra iyilesen yaranin, neden uzun sure édemli oldugunu aciklar (10).

Anjiyogenez Ug¢ biiyime faktdr dalgasina cevap olarak uyarihr. ilk
bldyime faktdr dalgasi; inflamatuvar fazda salinan PDGF, TGF-pg,insulin
benzeri biyiime faktérii-1 (IGF-1) ve digerleri ile gelir. ikinci bliyime faktdr
dalgasi; fibroblast biylime faktérii (FGF) ile gelir. Uglinci ve baskin dalga ise
fibrinopeptidler, hipoksi, laktat varliginda uyarilan makrofajlar tarafindan
salinan VEGEF ile gelir (43). Genel olarak bakildijinda anjiyogenezi uyaran
en onemli faktorler; VEGF ve bazik FGF’dir (FGF-2). Olusan yeni damarlar,
perisit ve duz kas hucrelerince bag dokusu depolanmasi ile birlikte stabilize
edilmelidirler. Anjiyopoetin 1 ve 2, PDGF ile TGF-g stabilizasyona katilirlar
(10).
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Fibroblast Proliferasyonu ve ECM Depolanmasi

Yaradaki inflamasyon hucrelerinin sayisi zamanla azalir. Notrofil,
makrofajlar, fibroblastlar, endotel ve epitel hicreleri tarafindan salgilanan
proteaz  enzimleri  (nétrofil  elastaz, notrofil  kollajenaz,  matriks
metalloproteinaz (MMP), makrofaj metalloelastaz, vb.) hasarl proteinleri
uzaklastirirlar (1).

Fibroblastlar yara kenarindaki saglam dokudan yara merkezine,
inflamasyon evresinde olusmus olan, pihtiya dogru hareketlenir ve bdylece
hicre proliferasyonu baglar (1). Bu hicre proliferasyonu; noétrofiller,
makrofajlar, aktive endotel tarafindan salinan sitokinler ve blylime faktorleri
tarafindan regule edilir. Fibroblastlarin uyariimasi ve yoénlendiriimesinde rol
alan bazi buyume faktérleri; PDGF, FGF-2, TGF g'dir. Ayni biylime
faktorlerinin  bircogu fibroblast proliferasyonunu ve ayni zamanda ECM
yapimini da diuzenlerler. TGFB , PDGF ve FGF'yi de igceren birgok biylime
faktort, ECM depolanmasi ve skar olusumunda rol alirlar (Tablo 2.1) (10).

Yara cevresindeki saglam dokudan, yara merkezine gelerek ¢ogalan
fibroblastlar, ECM yapim ve yikiminda duzenleyici olarak énemli rol oynarlar
(1,44). lyilesme ilerledikge, myofibroblastlara dénisirler. Miyofibroblastlar,
fenotipik olarak fibroblast ile diz kas hucresi arasinda bir hucre formudur.
Miyofibroblastlar, yara boyutunu klgultmek icin énemli olan kasilabilme
Ozelligine sahiptir; ancak miyofibroblastlarin asiri aktivitesi, skar olusumu ve
fibrozisle sonuglanabilir (44). Ayrica ECM igin gereken proteinleri (kollajen tip
1-6 ve tip18, glikoproteinler, proteoglikanlar) salgilayabilen hucrelerdir.
Bunlarin yani sira; matriksin diger molekulleri olan laminin, tombospondin,
glikozaminoglikanlar, hyalurinik asit, heparan sulfat ve beraberinde MMP,
doku MMP inhibitér (TIMP) gibi matriks modifikasyonunda gerekli olan
proteinleri de salgilarlar (45).

ECM, hucre adezyonu igin maddeler icermesi ve buyume faktorleri
deposu olmasi nedeniyle, hucrelerin farklilasmalari, hareket ve
¢ogalmalarina uygun, iginde yasayabilecekleri ortami saglar. ECM’nin g
temel bileseni vardir; gerilme ve kasilma guclni saglayan kollajen, elastin

gibi fibréz yapisal proteinler, kayganligi ve esnekligi saglayan proteoglikanlar
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ile hyallronan gibi sulu hidrate jeller ve matriks elementlerini birbirlerine ve

hicrelere baglayan adhezif glikoproteinlerdir (10).

Tablo 2.1. Rejenerasyon ve yara iyilesmesinde yer alan blyume faktorleri
(10). HGF, Hepatosit Buyume Faktor; KGF, Keratinosit Bluyume Faktor; HA,

hyaluronik asit; MMP, matriks metalloproteinaz; PMN, polimorf ntveli hicre.

Buyiume

Faktorleri

EGF

TGFx

HGF

VEGF
(A,B,C,D

izoformlar)

PDGF
(A,B,C,D

izoformlari)

Kaynak

Aktive makrofaj,
tukruk bezleri,
keratinositler ve
bircok diger hicre
Aktive makrofaj, T
lenfosit,
keratinositler ve

bircok diger hicre

Mezenkimal

hicreler

Mezenkimal

hicreler

Trombositler,
makrofajlar,
endotel hicreleri,
keratinositler, duz

kas hucreleri

Fonksiyonlar

Keratinositler ve fibroblastlar igin
mitojenik; keratinosit gogunu ve

granulasyon dokusu olusumunu uyarir

EGF’ye benzer; hepatosit ve ¢gogdu epitel

hdcresinin replikasyonunu uyarir.

Epitelyal, endotel hucreleri ve
hepatositlerin proliferasyonu ile hiicre
motilitesini arttirir

Damar gecirgenligini arttirir;endotel

hicreleri icin mitojen

PMN, makrofajlar, fibroblastlar ve diz
kas hucreleri icin kemotaktik; PMN,
makrofajlar ve fibroblastlarin
aktivasyonu; fibroblastlar, endotel
hicreleri ve diz kas hucreleri igin
mitojenik; MMP, fibronektin ve HA
yapimini uyarir; anjiyogenezi, yara
model olugsumunu uyarir; integrin

ekspresyonunu dizenler
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Tablo 2.1. (Devam) Rejenerasyon ve yara iyilesmesinde yer alan biylime

faktorleri (10). TIMP, doku matriks metalloproteinaz inhibitora.

Makrofajlar,

Fibroblastlar icin kemotaktik; fibroblast

FGF-1 mast hucreleri, | ve keratinositler i¢in mitojenik;
(asidik), T lenfositler, keratinosit migrasyonu, anjiyogenez,
FGF-2(bazik) | endotel yara kontraksiyonu ve matriks
ve ailesi hicreleri, depolanmasini uyarir
fibroblastlar,
cesitli dokular
Plateletler, T PMN, makrofajlar, lenfositler,
lenfositler, fibroblastlar ve diiz kas hucreleri igin
TGFp makrofajlar, kemotaktik; TIMP sentezini,
(1,2,3 endotel anjiyogenezi, fibroplaziyi uyarir; MMP
izoformlar1) | hlcreleri, yapimini ve keratinosit
keratinositler, proliferasyonunu inhibe eder; integrin
diz kas ekspresyonunu ve diger sitokinleri
hicreleri, dizenler
fibroblastlar
KGF Fibroblastlar Keratinosit gé¢und, proliferasyonunu
(FGF-7) ve farklilasmasini uyarir

Fibroblastlar; yara iyilesmesinin erken déneminde (3-6 gun icinde),

yara merkezindeki ylksek laktat dizeyi, hipoksi ve buyume faktorlerinin
uyarmasiyla, kollajen transkripsiyonu ve sentezine baslarlar (1,10). Kollajenin
modifiye edilmesi, polimerizasyonu, ¢apraz baglanmasi ve ekstrasellller
ile devam eder (1).

mesafeye sekresyonu Kollajen sentezinde, lizil

hidroksilaz ve prolil hidroksilazlarca gergeklestirilen posttranslasyonel
modifikasyon, kollajen peptidlerin GglU helikslere dontsmesi igin gereklidir.
Bu helikal konfiglrasyon, dokunun kuvvetinden primer sorumludur. Bu
basamakta gorevli hidroksilazlarin aktivitesi, C vitamini ve doku oksijenine
(O2 Km 25 mmHg) baghdir. Bu nedenle yara kuvveti, yara hipoksisine

oldukga duyarlidir (46—49).
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Neovaskullarizasyon ve ECM dretimi birbiri ile badglantihdir.
Fibroblastlar alana oksijen getiren olgun kan damarlari olmadan olgun
kollajen Uretemezken, yeni damarlar da kuvvetli kollajen matriks olmadan

olgunlagsamazlar (50).

Laktatin Rolu

Hipoksi, neovaskularizasyon igin tek uyaran degildir (51,52). Enerji
deplesyonu ve azalmis redoks potansiyeli, neovaskularizasyon igin dikkati
daha c¢ok c¢ekmektedir. Adenozin difosforiboz ribozilasyon (ADPR-
ribozilasyon), dusik redoks potansiyelini hissedip; kollajen formasyonu,
anjiyogenez, sitozoldeki ve gekirdekteki proteinlerin uyariimasi gibi biyolojik
hareketlere donlstlrebilen bir mekanizmadir. Bu mekanizma, metabolik
durum ve gen regulasyonu arasinda bag kurar (28,40,53,54). Laktat
seviyeleri artinca, NAD/NADH orani NADH lehine degisir ve ribozillenen
ADPR tarafindan olusturulan inhibisyon bozulur; olgun kollajen dretimi ve
VEGEF aktivitesi artar (55,56).

Laktat, ayni zamanda hipoksiyle indiklenebilir faktér 1a (HIF1a) ile
neovaskularizasyonu kontrol edebilir (56). HIF1 a, hipoksi modelinde
tanimlanmistir. Fakat yeni c¢alismalar daha c¢ok redoks stresine yanit
vermekte oldugunu &énermektedirler (17,40,57). HIF1 a fonksiyonu, prolil
hidroksilaz ile dizenlenir. Normalde enzim, HIF1a'y1 hidroksiller ve bu da
yikima neden olur; sonugta neovaskullarizasyon &nlenir. Ama hipoksi,
hidroksilasyon hizini azaltir, HIF1a aktivitesini arttirir ve bunun sonucunda
neovaskularizasyon yolaklari aktive olur (29). Hipoksi, HIF1a regulasyonu
icin gerekli degildir. Laktat, oksijen varliginda bile HIF1a’y1 stabilize eder;
¢cunklU laktat ve piruvat HIF prolil hidroksilazlara baglanir ve inhibe eder
(58,59).

Notrofil ve makrofajlar, aerobik olarak yarada laktat olusturabilirler.
Yani birikim hipoksiye bagimli degildir. Laktat seviyesi 5 mmol’den 15 mmol’e
cikinca, neovaskularizasyon ve matriks depozisyonunu basglatir. Oksijen ile
katki olur. Bu nedenle laktat seviyelerinde az da olsa bir artis (akut

inflamasyon fazinda), uzamis hipoksi gelisiminden o6nce kan damari
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bdylUmesini uyarabilir. Gergekte, oksijen varhigindaki laktat,
neovaskularizasyon igin hipoksiden daha buyuk bir uyarandir (28).

Ozet olarak; biriken laktat, suprafizyolojik ya da normal oksijen doku
konsantrasyonunda bile, neovaskilarizasyonu ve bag doku sentezini
baglatabilir. Bu islem HIF1«a stabilizasyonunu ve ADPR inaktivasyonunu igerir
(30).

Graniulasyon Dokusu

Yeni damarlarin olusmasiyla birlikte grantlasyon dokusu olusumu da
baglamistir. Granulasyon dokusu, daha sonra epitelizasyonla kapatilacak
olan yara yatagini olusturur (1). Dusuk laktat seviyeleri yetersiz granilasyona
neden olur. Genellikle asirn inflamasyon yada enfeksiyonla iliskili olabilen
asiri yuksek laktat seviyeleri (15 mmHg) ise granilasyon dokusu olusumunu
ertelerler (60).

Granullasyon dokusunun olusumunda, fibroblastlar ile pihti arasinda
yakin bir iligki vardir. Makrofajlarin yiktigi pithtidan agiga ¢ikan aminoasitler
yapimda kullanilirken, pihtidaki fibrin ise kollajenin yerlesebilecegi zemin
g6revini gorur. Ayrica zamani geldiginde, fibrin plazmin ile yikilir ve buna

fibrinolizis denir (1).

2.3.3 Maturasyon Evresi (Remodelling Evresi) ve Epitelizasyon

Bu evrede ECM molekdllerinin Uretiminin yanisira, proteaz enzimleri
araciligiyla yikimi ve bdylece matriksin yeniden yapilanmasi gercgeklesir (1).
Bu faz granulasyon dokusunun remodellingi ile karakterizedir ve yara gerim
kuvvetinin olusumunu da igerir (30).

Fibroblastlar, yeni streslere kargi yarayi sekillendirmeye yardim etmek
icin matriks boyunca hareket ederler. MMP’ler ve diger proteinazlar, matriks
remodelizasyonuna ve fibroblast gég¢line yardim ederler (10,30,61). Aktivitesi
icin ¢inko iyonuna bagli MMP ailesi ile, kollajen ve diger ECM bilesenlerinin
parcalanmasi saglanir. Notrofil elastaz, katepsin G, plazmin ve diger serin
proteazlar, MMP’lerden ayri olarak ECM'’yi pargalarlar ve metalloenzim

degildirler. MMP’ler, fibriller kollajeni pargalayan jelatinazlari (MMP-2 ve -9)
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ve proteoglikanlar, laminin, fibronektin ve amorf kollajeni igeren gesitli ECM
komponentlerini pargalayan stromelizinleri (MMP-3, -10 ve -11) kapsar.
MMP’ler gesitli hiicre tipleri tarafindan (fibroblastlar, makrofajlar, nétrofiller,
sinoviyal hlicreler ve bazi epitel hlcreleri) yapilir. Yapim ve salgilanmasi bazi
blylme faktorleri, sitokinler ve diger ajanlar tarafindan dizenlenir. PDGF,
EGF, IL-1, TNF ile yapimi uyarilirken, TGFp ile yapimi inhibe edilir ve
farmakolojik olarak steroidlerle baskilanabilir. TIMP’ler ile aktive kollajenazlar
hizla inhibe olur. MMP’lerle iligkili buylk bir enzim ailesi de ADAM (bir
disintegrin ve metalloproteinaz) olarak adlandiriir. ECM birikimi fibrojenik
ajanlarla, onlari sindiren MMP’ler ve TIMP’ler arasindaki dengeye baglidir
(10).

Granulasyon dokusu daha organize olur (1). Epitelizasyon fazinda,
yara yatagi Uzerine epitel hlicre migrasyonu ile baglar. Bu hiicre migrasyonu;
yasayan keratinositler, kil folikilleri, sebese bezler, yasayan epidermis
adaciklari yada normal yara kenarindan baglayabilir. Epitelizasyon da,
bdylume faktorleri ve oksijen bagimlidir (30). Keratinositlerin proliferasyon ve
migrasyonu KGF tarafindan uyarilir (10). Keratinositlerin differansiasyonunda
ise EGF’nin rolu vardir .Remodelizasyon ve epitelizasyonun tamamlanmasi

ile skar dokusu olusur (1).

2.2. Kronik Yara

Kronik alt ekstremite yaralari, tim dinyada o6nemli bir saglk
problemidir (62). Calismalarda, kronik bacak Ulseri olan hastalarda iyilesme
suresinin yaklagik 13 ay oldugu ve %24’Unun hastane yatigi gerektirdigi
bildirilmistir (6,63). ingiltere’de yillik toplam saglik harcamalarinin %3’inin
(2.3-3.1 milyar ingiliz sterlini) kronik yaralarin tedavi ve bakimina harcandigi
bildirilmistir (64). Amerika’da kronik yaralarin yaklasik %50-70’ini olusturan,
vendz ulserler igin yillik maliyet 14.9 milyar dolar, diyabetik ayak Ulserleri igin
9-13 milyar dolar arasindadir (65—-67). Amerika’da 2006 yilinda basing Ulseri
nedeniyle hastaneye yatis yapilan hastalarin hastane harcamalari ise 11

milyon dolar olarak hesaplanmistir (68). Ne yazik ki, kronik yaralar tum
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dinyada saglik sistemi Uzerinde olduk¢a blyluk bir ekonomik ylk
olusturmaktadir (8,66—68).

Ciddi maliyetinin yani sira, Kisinin sosyal hayati ve yasam Kkalitesi
Uzerine de onemli etkileri mevcuttur. Kronik yaralarin iyilesmesi aylar hatta
yillar alabildigi icin hastalarin bu siregte yasadigi duygusal ve fiziksel stres,
mobilitede azalma ve Uretim guclnde azalma da énem kazanmaktadir (62).
Ulseri olan bir kisinin depresyona, malnutrisyona ve fonksiyonel hastaliklara

olan yatkinligi daha fazladir (69).

2.2.1 Tanim

Uygun tedavi yaklasimi ile 4-6 haftada iyilesemeyen yaralar, kronik
yara olarak tanimlanir (1). Alt ekstremite Ulserleri multifaktoryeldir. Arteriyal
yada venoOz vaskuler yetmezlik, diyabet, enfeksiyonlar ve travma bilinen ana

sebeplerdir (6).

2.2.2 Epidemiyoloji

Kronik kompleks yaralar tUm dinyada tahminen 34,5 milyon insanin
hayatini etkilemektedir (70). Kronik bacak Ulseri prevelansi %1.9-%13.1
arasinda degismektedir (71). Avusturalya’da kronik bacak Ulserlerinin 60 yas
uzeri nifusun %1-2’sinde goruldugu ve yasla beraber arttidi bildiriimigtir (72).
Sadece Avusturalya’daki 65 yas uzeri nufusun, 2036 yilinda toplam ntfusun
%24’Une ulasmasi beklentisini g6z 6nune alindigimizda; bu problemin,

gelecekte saglik sisteminde daha blyuk bir yer kaplayacagi asikardir (73).

2.2.3 Siniflandirma

Kronik alt ekstremite yaralari temel olarak 4 ana grupta siniflandirilir;
diyabetik, vendz yetmezlik, arteriyal yetmezlik ve basing¢ Ulserleridir. Alt
ekstremite Ulserlerinin %50-70’i vendz yetmezlik; %10’u ise periferal arteriyal

hastalik nedeniyle gelismektedir (65,74).

2.2.4 Patofizyoloji
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Kronik yaralar; normal yara iyilesmesi slrecinde bir ya da daha fazla
noktadaki aksamalardan kaynaklanirlar (75). Genellikle inflamasyon veya
proliferasyon basmaklarinda, bazen de epitelizasyon basamaginda
takilmistir  (1). Sitokinler, buyume faktorleri, proteazlar ve ECM
bilesenlerindeki hafif dedisiklikler, kronik yara olusumuna yol agabilir. Ayrica,
serbest radikallerce olusan oksidatif hasar, enfeksiyon, iskemi, diyabet gibi
ndropatiler, nekrotik doku birikimi olan vendz staz gibi lokal ve sistemik
faktorler de iyilesmeyen yaralarin altta yatan sebepleri olarak sayilabilirler
(76).

Bircok calismada akut ve kronik yara c¢evreleri arasindaki farklar
incelenmigtir (77—-79). Kronik yarada, proteazlarin seviyesi ylkselmis ve
proteaz inhibitdrlerinin seviyeleri azalmistir. Doku sentez ve yikimi arasindaki
denge bozulmustur (80). Sitokin salan inflamatuvar huicrelerin, yikim
enzimlerinin ve serbest radikallerin seviyeleri de artmistir (81,82). Tum
bunlarin sonucu olarak hucre digi matriksin, bdyume faktorlerinin ve
reseptorlerinin yikimi hizlanir. Sonugta, kronik yara sivisinda mevcut olan
bdylme faktorlerinin, seviyeleri ve proliferasyonu uyarma yetenekleri azalir
(79,83). Kronik yara sivilarinda hucrelerin proliferasyonunun inhibe oldugu
gOsterilmistir (83,84). Bu nedenle, iyilesme surecinin inflamatuar fazda takilip
kaldigi distunulmektedir (6).

Kronik yaralarin; infiltre olan nétrofiller ve makrofajlardan salinan
reaktif oksijen radikallerine bagl olarak, yuksek oksidizan bir ¢cevresi oldugu
dusundlmektedir (85). Bu serbest radikaller, hticre membranlari, DNA, ECM
proteinlerinde hasara yol agarlar. Ayrica, proinflamatuvar sitokin ve proteolitik
enzim ekspresyonunu kontrol eden transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna
yol agan sinyal yolaklarini etkilerler (85,86). Redoks dengesindeki bozulma,
inflamatuvar fazi siddetlendirir ve kronik yaralarin olusumuyla sonuglanir. Bu
faktorlerin kombinasyonu, proliferasyonda azalmaya, yetersiz
vaskularizasyona ve iskemiye bagli olarak nekrotik dokunun birikimine sebep
olur. Hicre 6limU sonucunda, yaranin Uzerinde bakteriyal kolonizasyonu

arttiran fibrin6z bir doku olusur; bu da inflamatuvar cevabi devam ettirir, tam
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iyilesmeyi ve yara kontraksiyonunu engeller (87). Akut ve kronik yara
arasindaki farklar tabloda gértlmektedir (Tablo 2.2) (88).

Tablo 2.2. Akut ve kronik yaralar arasindaki farklar (88).

Akut Yara Kronik Yara
Yuksek mitojenik aktivite DusUk mitojenik aktivite
Normal fibroblastlar Prematur yaslanmasi olan

fibroblastlar

Normal MMP(TIMP orant) Asiri MMPlar

Net ECM depozisyonu ECM yikimi
inflamasyonun kendiliginden Kontrolsuz inflamasyon
kisitlanmasi

Normal iyilesme suresi Uzamis iyilesme suresi

Kronik vendz lUlser patofizyolojisinde, uzamis vendz hipertansiyon
sonucunda alt ekstremitede gelisen 6dem, metabolitlerin dokulara olan
difizyon mesafesini arttirir. Ven6z yetmezlikte, dokularda gelisen kronik
reperflzyon hasari inflamatuvar olaylarin gelisimi ile sonuglanir (89).

Arteryal yetmezlikte ise daha ¢ok bluylUk damar veya ¢oklu hastalik
durumunda doku (lserlerine yol acan doku iskemisi olusur. iskemik
ekstremite, kan desteginden yoksun kalir ve bu, doku kaybina, Ulserlere ve
gangrene yol agar (74).

Diyabet, kronik inflamatuvar durum ve hasar sonrasi uzamis
inflamatuvar yanit ile karakterizedir. Ayrica hiperglisemi, mikrosirkulatuvar ve
makrosirkilatuvar disfonksiyon, hipoksi, otonomik néropati, duyusal néropati
ve bozulmus noéropeptid sinyalleri, diyabetik hastalarda normal yara iyilesme
siirecini bozan diger sebeplerdir. (90). Ozellikle kétii glisemik kontrolii
olanlarda, glikozilasyon sonucu notrofii ve makrofaj fonksiyonlarinda
bozulmayla beraber inflamatuvar fazda uzama goérular (91,92). Ayrica
diyabette redoks dengesinde bozulma ve indirgeyici enzimlerde azalma

sonucunda, normal iyilesme déngustnde yer alan hicrelerde DNA hasari da
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gOrulebilir (93). Bunlarin yani sira, diyabetik yaralarda fibroblastlarin, azalmis
proliferasyon, artmis apoptoz ve azalmig migrasyon yetenegdi gosterdigi
bulunmustur (94,95). Keratinositlerin de artmis proliferasyon, azalmis
farkhlasma, bozulmus migrasyon yeteneg@i gibi anormal &zellikleri oldugu
bildirilmigtir  (95,96). Buyume faktor ekspresyonunun ve fonksiyonel
seviyelerinin de diyabetik yaralarda azalmis oldugu goérulmuastir (97,98).
Ayrica, diyabetik hastalarda dolagimda ve yara alaninda kemik iligi kaynakli
endotelyal &ncul hdcrelerin  azalmis oldugu bildiriimektedir (99,100).
Diyabette, endotelyal o6ncul hucrelerin disfonksiyonu ve kemik iliginden
gbgundeki bozuklugun ana sebebinin hiperglisemi ve kronik inflamasyon
oldugu dusunilmektedir (101-103). Diger yandan, periferal néropatinin ve
periferal arteriyal hastaligin eslik ettigi mikrosirkllasyondaki bozukluklar da
diyabetik ayak problemlerine katkida bulunurlar. Dahasi, plantar ylzeyi
boyunca bozulmus yuklenmeye sebep olan bir¢ok anatomik ayak deformitesi
de onemli faktérlerdendir. Diyabette, yaralanmadan hemen sonra, ciltteki
periferal sinir liflerinden salinan néropeptidlerin ekspresyonunda da azalma
oldugu bildirilmistir. Diyabetik noropatide sinir akson-iligkili vazodilatasyon
azalmis yada kaybolmustur. (104)

Basing Ulserleri ise cilde ve altindaki kas doku Uzerine, uzamis basing
uygulamasi ve surtinme kuvveti sonucunda gelisir. Oksijenlenmede azalma,

iskemi-reperfuzyon hasari ve doku nekrozuna kadar ilerler (105).

2.3 Yara Mikrogevresi ve Yara Sivisi

Yara sivisli, yara alanindaki proteinlerin ve metabolitlerin, dinamik ve
heterojen bir karisimidir (106,107). inflamatuvar evrenin bir parcasi olarak
uretilir ve yara gevresinin dnemli bir dizenleyicisi olarak goérulir (108,109).
Koruyucu, nemli bir gevre saglar ve iyilesme igin gerekli molekulleri barindirir
(109). Yara sivisinin biyokimyasal ve fizyolojik bilesiminin tanimlanmasi,
yaranin iyilesme durumu hakkinda bilgi saglayacaktir. Bu nedenle, yaranin
kronikligi ile orantili olabilecek faktorlerin ve tedaviye yanitin monitorize

edilmesi igin, yara sivisinin karakterizasyonu kullanilabilir (6). Ayrica, kan
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kokenli belirteclerin aksine yara sivisi, gesitli sistemik sUreclerden daha az
etkilenmektedir (110). Tabii yara sivisinin miktari da énemlidir (111).

Yara sivisinin kompozisyonu, iyilesmenin evresine gore kan akimi ile
g6¢ etmis hucreler, lokal hucreler gibi endojen kaynaklar ve bakteriyal
kolonizasyon gibi eksojen kaynaklardan olusur (9) . Yara iyilesme sulrecinin
surekli degismesi ile yaradaki hicresel populasyon da degistiginden, yara
sivisi zaman gegtikge farkliliklar godsterebilir. Kalp yetmezligi, hidrasyon,
vazokonstriksiyon, diyabet gibi birgok bagimsiz faktérden de etkilenir (112).
Ayrica, evaporasyon, yara oOrtlleri, topikal yara tedavileri de yara sivisi
kompozisyonunu etkiler (9).

Akut ve kronik yaralarin sivilarinda énemli farklar mevcuttur. Temel
olarak iyilesen dokudaki yara sivisi, doku buyimesi ve inflamatuvar
aktiviteden korunmada yer alan proteinler ile karakterize iken; iyilesmeyen
yaralarda primer olarak I6kosit proteazlar ve inflamatuvar medyatérleri iceren
kronik inflamatuvar bir gevre mevcuttur (113).

Akut yaralarda, inflamatuvar donemde normal iyilesme surecinin bir
parcasi olarak, yara ¢evresindeki nemi saglayan eksuda uretilir. Kapillerler
dilate ve gegirgen hale geldikge, yara sivisi yara alanina dogru ilerler. Bu
yara sivisi; su, elektrolitler, inflamatuvar medyatérler, MMP gibi protein-
sindirici enzimler, nétrofiller ve makrofajlari igerir (114). Akut yara sivisi
PDGF, FGF ve EGF agisindan da zengindir (115).

Kronik yara sivisi ise, yuksek viskozite ve protein igerigine (>30
mg/mL) sahip ekstda olarak tanimlanmistir (116). Ekstda Uretimi surekli ve
abartili olabilir (117). Nemli yara gevresi, yara iyilesmesi i¢in gereklidir; ancak
asirl ekstda varligi da yara iyilesmesini kétli yonde etkileyen bir faktordar.
(78). Liu ve dig., kronik vyaralardaki gidisatin artmis eksudadan
kaynakladigini bildirmislerdir (118). Kronik yaralar, abartili ve uzamis
inflamatuvar faz ile karakterizedir (6,114). Kronik inflamatuvar yara sivisinda,
polimorfonukleer I6kositler, nétrofiller, makrofajlar, salgiladiklari proteazlar ve
birgok proinflamatuvar sitokin bulunur (77,79,119,120). Akut yaralarda TNF-«
ve IL-1 seviyesi birkag glin sonra pik yapip sonrasinda ¢ok disuk seviyelere

donerken; kronik yara sivilarinda yuksek seviyelerde kalir. Kronik yara
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eksudasinda daha dusuk duzeyde IL-6, TGF-« ve TGF-g vardir. Kronik
yaralarda proteolitik aktivite artmistir (121). Tim bunlar; matriksin, baylime
faktorlerinin  ve reseptorlerinin yikimina yol acgar. Bunlar, kronik yara
sivisindaki buylme faktorlerindeki azalma ve yaradaki, fibroblast ve
keratinositlerin blyUmelerinin uyariimasindaki bozulmayi agiklar (78,83).
Kronik yara sivisindaki  makromolekillerin, buyume  faktorlerine
baglanabildikleri ve bdylece buylime faktorlerini rejeneratif iglemler igin
elverigsiz hale getirdikleri bilinmektedir (121,122). iki ayri calismada, kronik
yara sivisinin normal cilt hticre kultirinde proliferatif blylmeyi inhibe ettigi
gOsterilmigtir (83,123). Ayrica kronik yara sivisinda glukoz seviyeleri de daha
dusuktlr (121). Ek olarak, kronik yara eksUdasinin akut yaralarin aksine,
antianjiyogenik 6zellikte oldugu kanitlanmistir (77,80,124,125).

Fizyolojik yara iyilesmesinde sureklilik gosteren bir degisim vardir.
Yara dokusu, statik bir dokudan ziyade, gecisler gosteren bir dokudur. Bu da
uygun Orneklerin elde edilmesinde zorluklara neden olur (112). Ayrica
belirteclerin seviyelerinde yaranin merkezine ve periferine goére rolatif
degiskenlik olabilir. Yara iyilesmesi belirteclerinin, yara boyunca olan
heterojenligi de bilgi verebilir. Tarlton ve dig., yaranin tamaminda 6rnek elde
etmenin, bdlgesel varyasyonlar acgisindan bilgilerin kaybedilmesine yol
acgabilecegini 6ne surmuslerdir (126).

Birgok yara degerlendirme metodu vardir ve ¢ogu subjektiftir (127).
Yaranin dogru biyokimyasal durumunu gdsteren yara mikrogevresi, genellikle
gb6zden kacirilir. Yaranin mikrogevresini yeni molekuler tekniklerle
degerlendirmek, yaranin durumuna gore daha efektif tedavi protokollerinin
geligtirimesini, yeni terapdétiklerin kesfedilmesini  saglayacaktir  (8).
Arastirmalarda sonuglarin degerlendirilmesi igin genellikle biyopsiler, strintu
ornekleri, 6lu dokularin sert debridmani ve yara sivilari kullaniimaktadir.
Potansiyel biyobelirteclerin degerlendiriimesi ve analizlerin  kolaylgi
disundlduginde, yara sivisi diger orneklere goére daha Ustindir (107).
Birgok calismada da biyobelirte¢ analizi igin kullanilan 6rnek yara sivisidir.
Tam kat biyopsiler, gen ekspresyon analizi igin uygundur (128,129). Ayrica

yara biyoyukunin de@erlendiriimesinde de altin standart yontemdir; ancak
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superfisyal pamuk swablar daha c¢ok kullaniimaktadir (130-132). Yara
yataginin ve fibrinin, kiret ile debridmani, eskar ve sari 6lu dokularin
toplanmasi da yara biyoyUkidnun analizinde kullanihr (133). Ancak hersey
g6zdnune alindiginda, yara biyoylukunin analizi i¢in ideal bir 6rnek toplama

yontemi yoktur (8).

2.4 Yara Sivisi Toplama Yontemleri

Yara sivisinin toplanmasi ve analizindeki 6nemli basamaklar
sunlardir; yeterli miktarda sivi toplayabilmek, hedef molekiller yikilmadan
yarada uygun temizligin yapilmasi, 6érnegin uygun kosullarda saklanmasi,
hedef molekillerin ekstraksiyon sivilarina kolayca gegisini saglayabilen
uygun bir materyal ile sivinin toplanmasi, sonuglarin yorumlanmasi ve uygun
kontrollerin kullaniimasidir (8). ideal olarak yara sivisi, invazif olmayan
yontemlerle kolayca toplanmalidir (112). Segilen yontem, basit ve uygun
olmali, protein ekspresyonunda degigiklik yapmamali ve yara yataginda
minimal bozulmaya sebep olmalidir (134). Yapilacak analize gbére uygun
teknigin secgilmesi dnemlidir. GUnimuzde yeterli miktarda 6rnegin nasil elde
edileceqi ile ilgili bir gorus birligi ve altin standart yontem yoktur (9,112).
Gunldk Klinik rutininde, hizh ve guvenilir tanisal prosedur saglayacak bir
teknik gelistiriimelidir (112). Yapilan ¢alismalarda yara sivisi toplama yontemi
olarak U¢ metodoloji 6n plana ¢gikmaktadir;

1- Negatif basingh yara tedavilerinin (NBYT) kanisterlerinden yada
yara drenlerinden yara sivisinin elde edilmesi (135-137).

2- Yar okluzif yada oklUzif yara ortisunin altinda biriktirilen yara
sivisinin aspire edilmesi ile yara sivisinin elde edilmesi (5,138—-143).

3- Emici materyaller ile yara sivisinin elde edilmesi (85,119,126,144—
150).

Daha az olarak mikrokapiller toplama yodntemi ve mikrodiyaliz de
kullaniimaktadir (151-153). Mikrokapiller yontemi, oldukga zahmetlidir ve
blylk hasta gruplarn igin uygun degildir (154). Mikrodiyaliz ydnteminde,
konsantrasyon gradiyenti boyunca bilesiklerin pasif diffizyonu mevcuttur

(153). Membranlarin mikrodiyalizi genis aralikta proteinlerin toplanmasi ve
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analizine izin verirken, invazif olmasi ve ki¢lk hacimde drnek elde edilmesi
bu prosedirin dezavantajlanidir (6,155). Ayrica yabanci bir materyalin
yerlestiriimesi yara mikrogevresini etkileyebilir, sinyal molekillerinin
ekspresyonunda karigikliga neden olabilir (156,157). Ancak bu teknik
interstisiyal araliktaki sivinin érneklenmesi igin guzel bir yontemdir ve
genellikle elde edilen ornekler yuksek kalitededir (152,153). Ambrosch ve
dig. tarafindan onerilen diger bir yontem ise yara alaninin 5 ml steril salin ile
yikanip, igne aspirasyonu ile tekrar sivinin toplanmasidir (158). Tablo 2.3’te
sik kullanilan yara sivisi toplama metotlari gériimektedir.

invazif teknikler de mevcuttur. Subkiitan olarak implante edilen bakir
mesh silindirler hayvanlarda kullanilmis ve yillardir altin standart olarak
tanimlanmistir; ancak insanlarda kullanimi uygun degildir (9,91,145,159—
161).

Blyuk hacimlerdeki yara sivi dérnekleri akut cerrahi drenlerinden yada
NBYT rezervuarlarinda toplanabilir;, ancak dokudan c¢ekilen asiri sivi
nedeniyle, potansiyel belirteglerin seyrelme riski vardir (162). Ayrica, NBYT
rezervuarlarindan toplanan oOrneklerin, pasif absorbsiyon ile toplanan
orneklerden daha farkl oldugu gdsterilmistir; bu da bu ydontemin gercek yara
fizyolojisini  goOsterip  goOstermedigi  konusunda  kusku uyandirmistir
(8,163,164). Moues ve dig. calismalarinda, topikal negatif basingh tedavilerin
yaranin mikrogevresini etkiledigi bildiriimiglerdir (165). Bu ydntemle toplanan
orneklerde, artmis protein konsantrasyonu mevcuttur (112). Diger énemli bir
nokta ise, drenaj rezervuarindaki yara sivisinin proteolitik dogasi geregi,
proteaz inhibitorlerinin kisa sureli yoklugunda bile biyobelirteglerin dnemli bir
kisminin yikilmasidir (80,166). Ancak toplama rezervuarlarina proteaz
inhibitorlerinin eklenmesi baska bir problem yaratmaktadir. Bu yontemle
toplanan yara sivisinin hacmi ve birikme hizi blyuk oranda degiskendir; bu
nedenle proteaz inhibitorinin etkin konsantrasyonda tutulmasi oldukga
zordur (8).
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Tablo 2.3. Yara sivisi 6rnegi toplama metotlari, avantaj-dezavantajlari

NBYT kanisterleri/Drenler

DilGsyon riski vardir.

Yara mikrogevresini degigtirir.

Uzun bekleme surecinde proteaz inhibitéru
yoklugunda, proteoliz olusur.

Proteaz inhibitdrt eklenirse optimal doz
ayarlanmasi zordur.

Blyuk hacimlerde 6rnek elde edilebilir.

Zaman kaybi olmaz.

Okluzif ortiilerin altindan
aspirasyon

Az eksldali yaralarda zorlagir.

OPSITE
Tegaderm
Bioclusive-HTM

Bazi hedef molekdller, kullanlan materyaller ile
etkilegime girebilir.

Emici Materyaller

Yabanci materyal yerlegtiriimesi yara
mikrogevresini etkileyebilir.

Whatman kagit filtre
Whatman 54 kagit filtre
Whatman GF/D kagt filtre
Cam mikro fiber daireler
Schirmer kagit stripler
Poliviniy alkol sungerler
Pordz poliviniliden filtreler
Nitratsiz filtre kagitlan
Swab
Hidrofilik dekstranomer
boncuk
Nitro selliloz membran
Koépuk yara ortisu

Baglanma 6zellikleri ¢ok iyi bilinmemektedir.

Ekstraksiyon gerektirir.

Ekstraksiyon bazi proteinlerin kaybina yol
acabilir.

Sature olmayan alanlar kalabilir.

Yara ortusu
Mikrokapiller Uygulamasi zordur.
Blyuk hasta gruplarinda uygun degildir.
Mikrodiyaliz invaziftir.

Klguk hacimde 6rnek elde edilir.

Yabanci materyal yerlegtiriimesi yara
mikrogevresini etkileyebilir.

Genis aralikta protein analizi saglar.

Yuksek kalitede ornek elde edilir.
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Okluzif yara ortulerinin altinda biriken sivinin aspire edilmesi, en
geleneksel  yontemdir(77,138,139,148,167-169). Broadbent ve dig.
derlemelerinde, standardize yara sivisi toplama yontemi olarak okluzif bir
yara Ortisu altinda biriktirilen sivinin aspirasyonu onerilmiglerdir. Diger
tekniklerin ayni non-selektiviteye sahip olmadigi ve seyreltimemis bir érnek
elde edilmesini saglamadigi belirtiimektedir (62). Ayrica, bu ydntemde
ekstraksiyon gerekliligi yoktur. Bu nedenle, bu yontem ylksek eksudall
yaralarda olduk¢a uygundur. En ¢ok buhar-gegirgen polidretan filmler olan
Tegaderm veya OPSITE kullanilmistir (83,116,138—-142). Biriken eksuda,
mikropipet, igneler yada serum toplama tlplerine vakum ile aspire edilir
(116,170,171). Bu yontemler, kullanilan materyal, hasta hazirhgi, yara yatagi
hazirligi ve sure agisindan farkh modifikasyonlarla uygulanmaktadir
(5,77,138,142,166-168,172—174). Ornegin, sitokin analizi yapilan bir
¢alismada yara yatagi hazirligi igin prednizolon igeren kremler kullaniimigtir
(175). Baska galismalarda ise hasta hazirligi agisindan iglem oncesi 8 saatlik
achk istenmesi yada bacagi asagi sarkitirken 1 litre su igirilmesi gibi
uygulamalar mevcuttur (116). Ancak bu uygulamalar, gunlik klinik rutini igin
uygun degildir (112). Ayrica calismalarda, eksuda birikimi icin bekleme
sureleri 30 dakika, 1 saat ile 5 gun arasinda degdismektedir
(5,116,138,142,143,175). Bu yontem ile eksudatif olmayan yaralarda yeterli
miktarda sivi toplayabilmek siklikla zordur ve hastanin islem i¢in daha uzun
sure beklemesini gerektirir (8). Gohel ve dig., bu yontem ile vendz Ulserli
hastalarda yara sivisi 6rnegi elde ederken, Ulserlerin siklikla kuru olmasi
nedeniyle zorluk yasadiklarini dile getirmistir. (142). Az miktarda siviyi
toplayabilmek i¢in olusturulan bir ¢ézim, kisa sureli oklizyondan sonra,
onceden tanimlanmis miktarlarda salin solusyonu ile yarayi yikayarak
toplanmasidir (7,176). Buradaki sorun ise belirlenemeyen dilisyondur (9).
Okluzif yontemlerin diger bir dezavantaji, bazi hedef molekillerle materyalin
etkilesime girebilmesidir. Bu agidan, kininojen gibi molekuller analiz edilirken,
ornekleme esnasinda, yuzeylerce hidrofilik kontakt aktivasyon g6z onlnde
bulundurulmalidir (177).
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Emici yara ortulerinin toplama materyali olarak kullaniimasi oldukca
populerdir ve kolaydir; ancak bu gibi materyallerin baglanma &zellikleri ok iyi
goOsterilemedigi icin ideal yoOntemler degildir. Ayrica bu ydntemde
ekstraksiyon iglemi gerekmektedir. Bunlarin yani sira birgok farkli emici
materyal yara sivisi toplanmasinda kullaniimaktadir. Analitik duzey filtre
kagitlarinin  salinim 6zellikleri genellikle belirlenmistir, ancak c¢alisilan
molekillere en uygun materyalin sec¢imi icin dikkatli bir arastirma
gerekmektedir (8). Schmidtchen’in 1999 ve 2000 yilinda yaptigi iki ayri
calismada cam mikrofiber daire filtre kagidi (Whatman GF/D filtreleri)
kullanilmistir. Yazar, ilk calismasinda 4 saat, ikinci calismasinda 2 saat
boyunca cam mikrofiber daire filtre kagidini yara Uzerinde bekletmistir. Filtre
kagitlari, sature olduktan sonra 12 ml olan tlplere alinmig ve ardindan
ekstraksiyon iglemi igin tuplere, 10 ml fosfat tamponlu salin (PBS) sollsyonu
ekleyip, soguk bir odada 5 dk boyunca tupler nazikge sallanmistir. Ardindan
makromolekuller materyallerin ¢ékmesi i¢cin 1000g +4°C sicaklikta 15 dakika
boyunca santriflj edilmislerdir. Stpernatant, proteolitik aktiviteyi durdurmak
icin, proteaz inhibitorleriyle desteklenmigstir; 1 ml olan 6rnekler -20°C’de
saklanmistir (154,177). Whatman GF/D filtre kagitlari, hidrofilik filtrelerdir ve
yara sivisindaki komponentlerle az etkilesime girerler. Schmidtchen’in 1999
yihindaki ¢alismasinda, plazmadan tureyen materyaller, bu filtreler ile disik
karigiklik olusturmustur. Yazar, Whatman GF/D filtre kagdidini kullandigi
yontemin, major yara sivisi komponentlerinin arastiriimasi i¢in uygun oldugu
sonucuna varmistir (154). Tarlton ve did. ise, vendz Ulserli hastalardan
Whatman 54 kagit filtreler ile yara sivisi elde etmigler, yara sivisi toplamadan
once ve sonra filtre kagitlarinin agirliklarini élgmuslerdir.  Filtre kagitlarinin
yara Uzerinde ne kadar sure beklettiklerini ise belirtmemislerdir. Kullanilan
filtre kagitlarini, -20°C’de diger analizler igin saklamis, ekstraksiyon tamponu
icerigiyse 20 mM trietanolamin iginde %0.1 Brij 35’dir (BDH, Poole, UK); 50:1
(v:iw) oraninda eklenmistir. Calkalanmis ekstraksiyondan 4 saat sonra, sivi
ayrilir. Ekstraksiyondan sonra higbir analitin, filtreler Uzerinde kalmadigi
bildirilmiglerdir (126). Benzer olarak Moor ve diJ. ¢alismasinda da, yara sivisi

Whatman 54 kagit filtresiyle toplanmig, bu yontemle 50-200ul 6rnek elde
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edilebilecegi ve ortalama total protein konsantrasyonun ortalama 50 ug/ulL
oldugu belirtmistir. Yazarlar, sature olan filtreleri steril tlp icerisinde -80°C’de
saklayip, tim gece 50:1 (v/W) CAB tamponu, pH 7.5’de (25mM Tris-HCI pH
7.5, 200mMNaCl, 3mMCaCl2, ve 0.03% Brij-35) uygulanarak ekstraksiyon
islemi gerceklestiriimiglerdir. Ekstraktlar, 15 dakika boyunca 10000 devir ve
4°C'de santrifuje alinmis, sonrasinda temiz mikrosantrifij tlplerine transfer
edilmigtir. Protein konsantrasyonu tanimlanmasi isleminde, sigir serum
albuminden (BSA) elde edilen standart egriler ile BCA kit (Pierce, Rockford,
IL)  kullaniimistir. Ornekler bélimlere ayrilarak -80 °C ’de saklamistir.
Ekstraksiyon islemlerinde yada saklanma surecinde proteaz inhibitorleri
kullaniimamistir (119). Moseley ve dig. de benzer sekilde, Whatman 54 filtre
kagitlarini yara Uzerinde sature olana kadar bekletmis ve sonrasinda protein
elisyonu icin 1 ml PBS igerisinde, 4°C’de 1 saat bekletmigtir. Sonraki
analizlere kadar 6rnekler -20°C’de saklanmigtir. Yazarlar bu yontemi segcme
sebeplerini; kendi calisma gruplarinin énceki c¢alismalarinda bu filtre
kagitlarinin yara sivisi komponentlerinin blyidk ¢odunluguyla az etkilesime
girdiginin gosterilmesi ve protein elisyonunun >%95 olmasi nedeniyle
oldugunu belirtmigtir. Yazarlar, bu yontem ile topladiklari kronik yara sivisi
ortalama protein konsantrasyonunun 0.644+0.153 mg/ml (arahk= 0.136-
1.445 mg/ml) oldugunu bildirmigstir (85). Diger bir ydntemde ise Schirmer testi
modifiye edilmistir. Muller ve dig., emici kagit stripleri yara ylzeyinde 5
dakika bekleterek yara sivisini toplamis ve ardindan en az 2 saat boyunca
+4°C’de tampon sollsyonu igerisinde karistirilarak ekstraksiyonu saglamistir
(144). Ayrica, hidrofilik dekstranomer boncuklarin kullanildigi ve tanimlanmis
protein miktarlariyla yapilan bir ¢galismada, esit hacimde PBS igerisinde 12
saat suren ekstraksiyon sonucunda, %88-98 oraninda kurtarildigi bildirilmistir
(150). Ancak bu materyalin kemotaktik bir uyaran olarak I6kositlere ¢ekildigi
ve boylece sitokinlerine ait sonuglarin goreceli olarak degistigi bildiriimistir
(178).

Ekstraksiyon icin birgok ydntem kullaniimigtir; emici materyaller cesitli
tampon solUsyonlar igerisinde yada hlcre kuiltir ortaminda bekletilmistir.

(125,179-181). Bazen satlire olmayan parcgalar kesilmis ve tampon miktari,
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yara Ortisinin ylUzey alani igin, normalize edilmistir (182). Baska
calismalarda polivinil alkol stngerler kullaniimis ve okluzif bir film orta ile
kapatiimistir (183,184). Bunun igerisine hapsedilen eksldaya salin igeren 2
mL proteaz inhibitéri eklenerek, ekstrakte edilisinin ardindan santrifi;
uygulanmigtir (184). Son olarak, Minematsu ve dig., yara eksudasinin
toplanmasi i¢cin  “wound blotting” olarak adlandirdiklari bir yontem
kullanmistir. Bu yontemde; yara sivisi temizlendikten sonra, nitroselllildz
membran yara Uzerinde 1 dakika bekletilmistir. Yazarlar bu yéntemin g
avantaji oldugunu belirtmistir. ilki, ¢cok kiglk miktardaki yara sivisinin bile
toplanabilmesidir. Tum o6rneklerde protein komponentleri elde edilmistir. Bu
membranin immuno-boyanmasi ile hedef proteinlerin varligi gosterilmistir.
Ancak TNF o&lguma yapilabilirken, tip 4 kollajen 6lgimU yapilamamistir.
Yazarlar bunu hedef proteinin ¢ézinebilir olup olmamasiyla iligkilendirmistir;
sonucgta bu ydntem ile sadece ¢odzlinebilen proteinlerin kantitatif analizinin
yapilabilecedi sonucuna variimistir. Diger avantaji ise, taze 6rnek toplama
imkanidir. Bu sayede alkalin fosfataz aktivitesi gibi enzim aktivitesi analizi de
yapilabilir.  Ucglincli avantaji ise, protein dagihm paternini gériintileme
olanagi saglar. Bu galismada, bu membranin immuno-boyanmasi ile TNF
dagihmi gdsterilmistir. Ornegin yara olusumundan sonraki altinci giinde, bes
farede Ug¢ farkli TNF dagihm paterni gosterilmistir; yara kenari paterni, yara
yatagi paterni, negatif patern. Bu paternlerin yara iyilesmesindeki ilerleme ile
iligkili olabilecegi dusunulmustir. Yara kenari paterni olanlarda iyilesmenin
geciktigi, yara yatagl paterni olan yaralarda ise hizlandigi goérulmustar.
Yazarlar, bu sonuglar dogrultusunda sitokin dagihm paterninin  énemli
olabilecegini ancak ¢alismalarindaki 6rnek sayisinin kesin bir sonuca varmak
icin yetersiz oldugunu belirtmistir (141).

Yeni kullanilmaya baslanan bir diger teknik ise swablardir. Broszczak
ve dig. calismasinda, diyabetik ayak ulserlerinden yara sivisi toplanmasi igin
Levine swab teknidi kullaniimigtir. Kullanilan swablarin uglari 500uL %20
asetonitril, 25 mM amonyum asetat iceren tlplere koyulmus ve 15 dakika
bekletilmistir. Ardindan ileri analizler igin -80°C’de saklanmistir (148). Bagka

bir calismada, polyester uclu aplikatorler satire olana kadar basing Ulseri
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Uzerinde rotasyonel olarak déndurullr, uglar kirillip, evaporasyonu dnlemek
icin 150 uL PBS (10 mM, pH 7.4) ile birlikte bir tipUn icerisine yerlestirilir.
Sogutucu igerisinde hizla laboratuvara gdénderilir. Proteinler deiyonize suda
30 saniye vortekslenerek yikanir ve santrifljlenir. Sonrasinda érnekler analiz
edilir. Protein miktar analizi (Bradford metod) sonrasinda ornekler ileri
analizler i¢in -80°C’de saklanir (149). Loffler ve dig. ise, Levine teknik ile
swab (Minitip Flocked Swabs; MicroRheologics, Brescia, Italy) kullanarak
yara sivisi ornegi toplamistir. Ardindan swab uglarini 10000 devirde 3 dakika
boyunca oda sicakliginda santrifije almis, suUpernatanti analizler igin
kullanmistir (145). Bu yontem sitokin, kemokin ve MMP 6rneklenmesinde de
gecerlidir. Schmohl ve dig., swab yéntemi ile oklUzif yara ortustinin altinda
biriktirilen sivinin aspire edilmesi yontemini karsilastirmistir. Calismalarinda,
Levine teknik modifiye edilerek, naylon uglu swablar (Minitip Flocked Swabs
551C; MicroRheologics, Brescia, Italy, now Copan Diagnostics Inc., Murrieta,
CA) araciligiyla yara sivisi 6rnegi toplanmistir. Bu swablar, kapiller hareket
ile sivi 6rneginin hidrolik tutulusuna izin veren, dikey naylon fiberler icerirler.
Yara sivisi, swabdan hemen 10000 devirde 3 dakika boyunca oda
sicakhginda santrifijlenerek ayrilir. Santriflj igin, swablarin uclari kesilir ve
santrifj filtre (Oxy Fill Centrifugal filter/product discontinued; replaced by
centrifuge filter, Ultrafree-MC 0.5 mL; Carl Roth, Karlsruhe, Germany)
icerisine eklenir ve filtre membrani olmadan eppendorf kaplarin icine
yerlestirilir. Ornekler -80°C’de saklanmistir. Analizler icin dnce tim érnekler
10000 devirde 4°C'de 20 dakika santrifuje alinarak hlcresiz stpernant elde
edilir. Bu ¢alismada swab teknidi ile toplanan median 6rnek hacmi 40 uL’dir
(2-120 pL). Hastalarin %75’'inde (n=71) en az 20 pL hacimde 0&rnek
toplanirken, sadece 2 hastada hi¢g drnek elde edilememistir. Yazarlar bu
calismada swab tekniginin, okluzif bir 6rti altindan aspirasyon teknigine goére
yetersiz olmadigini gostermistir. Sitokin, kemokin ve MMP d&lgumleri
kargilastinldiginda swab tekniginde diger ydnteme goére hedef molekil
kaybinin olmadigi gosterilmistir. ilging olarak, siiperfisyal swab tekniginde
aspirasyona gore hedef molekillerde azalma yerine artig egilimi goéralmustar.

Bu etkinin aciklanmasinda, yara Uzerine swabin surtlmesinin daha fazla
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protein elde edilmesini saglamis olabilecedi Uzerinde durulmustur. Ayrica
yazarlar, yara sivisi emdirilmis swablarin, direk dondurulmasi veya santrifQj
sonrasi elde edilen o6rnegin dondurulmasi arasinda, anlamli bir fark
bulamamistir. Bu nedenle hizla swabin dondurulmasinin gunlik klinik
rutininde degerli bir 6érnek-islem protokoll oldugu sonucuna variimistir (147).
Bu yéntem Kklinik rutinine uygun olarak, hizli érnek toplama protokoltdur ve
az eksudasi olan yaralarda bile orjinal sivi kompozisyonunu bozmadan
ortalama 40 pL 6rnek toplamayi saglar (9).

Periodontal arastirmalarda ise Periotron, Periopaper, Sialopaper yada
PerioCol kagit c¢ubuklar (Oraflow, Inc, Smithhtown, NY) siklikla
kullaniimaktadir (185-187). Arastirmacilar kagit ¢ubuklardan protein de
ekstrakte etmigtir (188). Yara sivisi toplanmasi ve degerlendiriimesinde de
faydali olabilirler (8).

Emici materyallerin kullanildigi yontemlerde de bazi dezavantajlar
mevcuttur. Ekstraksiyon, yara sivisindaki biyokimyasal kompozisyonun
degismesine bagll olarak proteinlerin kaybina yol agabilir. Ayrica bu
yaklasimda kuguk molekiller tutulamayabilir; yara durumunu yansitabilecek
pH ve redoks durumu gibi, fiziksel ve kimyasal ozelliklerin Olglimesini
engelleyebilir (6). Ayrica, yara Oortllerinin hedef molekdiller ile etkilesime
girebilecedi unutulmamalidir (9). Diger bir potansiyel risk ise 0Ornegin
dilisyonudur; dilusyon nedeniyle hedef molekullerde degisiklikler gorulebilir
ve emici materyal icerisinde deg@erli miktarda sivi kalabilir (112).

Gunumuzde, yeni 6rnek toplama yodntemlerinin kargilastirilabilecegi
altin standart bir yontem yoktur ve farkli yoOntemlerin avantaj ve
dezavantajlarini aciklayabilecek bir derleme de bulunmamaktadir (112).
Kanitlar oldukga sinirlidir. Farkli teknikleri karsilastirirken, teknik problemler
ve muhtemel artefaktlar hakkindaki bilgi birikimi yetersizdir (9). Trengove
yara sivisini, toplama ydntemlerinin standardize edilememis olmasindan
dolayi, “tanimlanmamis bir gorba” olarak adlandiriimistir (116). Bu eksiklikler,
yara sivisi kompozisyonunu, karmasik bir analiz materyali haline
getirmektedir (112).
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Yara sivisi toplanmasi i¢in hangi teknigin secilecegi sorusu, ilk bakista
onemsiz gorunebilir. Dikkat gekilmesi gereken nokta, yara sivisi elde etme
yonteminin, ileri analizlerin sonuglarini etkileyebilecegidir. (147). Arastirilan
belirtecin laktat gibi stabil bir kimyasal bilesik olmasi énemlidir (Loffler et al.,
2011). Birgok parametrenin kantitatif dlcimu, biyoaktivitelerini daima yeterli
derecede yansitamayabilir; drnekleme suresinin kritik bir faktér oldugu
kanitlanmigtir (190). Bir soru igin uygun olan bir teknik, farkl bir dizenekte
uygun olmayabilir. Bu 6zellikle sitokinler gibi frajil yara sivi medyatorleri igin
dogrudur (147,179).

Ayrica, yara sivisi drnegi toplama yontemleri, gunlik klinik rutininde
kolayca uygulanabilir olmalidir. Yukarida anlatilan birgcok ydntem d&nemli
gayret gerektirmektedir ve teknik problemleri vardir. Bu nedenle bir¢ok yara,
dusuk yara SIvI eksldasi nedeniyle, cogaltilabilir ~ sekilde
orneklenememektedir (116,142).

Yara sivisindaki belirtegleri dlgerken bazi teknik yaklasimlar géz ardi
edilmemelidir. Yara sivisi toplanirken, hastanin bacaginin pozisyonu ve
hastanin hidrasyon durumu yara sivisinin kalitesini degistirmektedir (116).
Ayrica proteaz aktivitesi yuksekken, anlamli sonuglar elde etmek
problemlidir. Bu nedenle yara sivisini, ¢ok hizli bir gekilde, degisiklikler
baslamadan 6nce toplamak gereklidir. Yara sivisinda protein miktarlar
degerlendiriimek isteniyorsa, cevrenin proteolitik aktivitesinin tanimlanmasi
tavsiye edilir. Laktat gibi inert metabolitler daha avantajli olarak goérulebilir.

Cunku proteinlerdeki birgok kisitlama burada gecerli degildir (145).

2.4.1 Orneklerin Saklanmasi, islemler ve Analiz

Orneklere uygulanan islemler ve saklama prosediirleri, hedef
molekullerin  stabilitesini  buylk Olgide etkiler (191-195). Yapilan
calismalarda, yara sivisi drnekleri - 20°C ile - 80°C arasindaki sicakliklarda
saklanmistir. Bazi yazarlar toplanan érneklere proteaz inhibitorleri eklemigtir.
Toplanan yara sivi drneklerinin santrifij hizlari 800 ile 14000 g arasinda,
sicakliklari 4°C ile oda sicakligi arasinda, sureleri ise 4 ile 15 dakika arasinda

degismektedir. Bazi c¢alismalarda ise santrifij yapimamigtir. Toplanan
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orneklerden hedef molekullerin ekstrakte edilmesinde kullanilan yéntemler de
cok degiskendir; farkh ekstraksiyon tampon tipleri mevcuttur ve sureleri de
degiskendir. Normalizasyon da tutarsizdir; bazi yazarlar total proteine gore
bazi yazarlar ise hacime gore normalizasyon yapmistir (8).

Yuksek proteaz seviyelerine sahip oldugu kabul edilen kronik yara
sivisinda, proteinlerin surekli olarak vyikilip, sonuglarl etkileyebilecegdi
unutulmamalidir. Bu nedenle 6rnek toplama slresi 6nem kazanmaktadir. Bu
islem proteaz inhibitorleri eklenerek yada dusuk sicakliklarda saklanarak
azaltilabillir. Proteaz inhibitorlerinin eklenmesi, 6rneklerin dilisyonu ve
analizlerle olabilecek etkilesimleri nedeniyle, belirsiz etkiler ortaya ¢ikartabilir
(9). Kutle spektrometre analizleri, 6zellikle bu inhibitorler tarafindan Uretilen
potansiyel artefaktlar nedeniyle tartismahdir (196). Broszczak ve dig.
calismalarinda, proteaz inhibitérleri varliginda ve yoklugunda, c¢esitli
surelerde ve cesitli sicakliklarda saklanan kronik yara sivi Orneklerinin
stabilitesi arastirlmistir. Calisma sonuglarina gére, uzun dénemde (1 ay)
+4°C, +24°C ve -80°C’de saklanan ornekler karsilastiriimistir. Sadece -80°C'de
saklanan odrneklerde, proteaz inhibitdrleri yoklugunda, degradasyon
gorulmemigtir ve inhibitérlerin varliginda ya da yoklugunda protein
profillerinde fark olusmamistir. Bu nedenle uzun dénemde -80°C’de saklanan
orneklere proteaz inhibitdr kokteyli eklenmesi tavsiye edilmemistir (148).

Saklama sicakliklari, saklama suresi ve tekrarli dondurma/cézdirme
islemleri 6nemli faktorlerdir (9). Farkli sicakliklarda saklanan o6rnekler
birbiriyle karsilastirilamaz; ¢lnkd -80°C’de saklanan bir 6érnek, -20°C’de
saklanan bir érnekten daha stabildir (191-195). Hedef molekullerin kaybini
onlemek igin -20°C’nin yetersiz olabilecegdi ve -70°C’nin altindaki sicakliklarin
daha iyi oldugunu bildirilmigtir (193). Broadbent ve dig. derlemelerinde de
yara sivisinin en kisa zamanda santrifije alinip, ardindan analize kadar -
80°C’de saklanmasi Onerilmistir (62). Ancak uzun dénem saklama nedenli
kayiplar da olusabilir (9). Broszczak ve dig., uzun dénem (1 ay) saklama
surecinde -80°C’yi tavsiye etmektedir. Calismalarinda kisa dénem (<24 saat)
saklama surecinde, drneklerin +24°C’de ya da buz Uzerinde saklanmasinin

gros protein profillerinde gortnur degisiklie yol agmadigi gosterilmis; ancak
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24 saatin sonrasinda +24°C’de saklanan orneklerde SDS-PAGE (sodyum
dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforez) analizinde, ortalama 37 kDa'da
fazla bir protein bandi goérulmustir. Ancak yazarlar, kisa sureli saklama
surecinde protein degradasyonunu 6nlemek igin sicakligin 4°C'de veya buz
Uzerinde olmasini onermistir (148). Ayrica hedef molekillerin yikima
duyarhliklari da degiskendir (8). Bir c¢alismada, MMP’larin stabil hedef
molekdl olduklari gosterilmistir. Aksine kemokinlerin ve sitokinlerin ise
dondurma islemine bagli olarak, immunoanalizlerde hedef molekll kaybina
yatkin olduklari bildirilmistir (147). Bu bilgiler 1s1ginda, bazi proteinlerin
sayilan problemlerden etkilendikleri ve bilesiklerin ¢ok stabil olmasi gerektigi
aciktir.  Ancak evaporasyon, konformasyonel dedisiklikler, protein
denatlrasyonu ve dondurma/gézdirme donguleri ile gelisen aggregasyon,
istemeyen ve tanimlanmamis bias, tek hedef molekll kaybi yada birikimini
ortaya cikartabilir. Sure ve sicaklik agisindan saklama kosullari biasdan
kaginmak icin sabit tutulmahdir (9).

Tekrarli dondurma/¢dézdirme daha problemli bir durumdur. Bazi
proteinler yada peptidler bu isleme daha duyarhdir (197). Tekrarh
dondurma/g¢dzdirme igleminden kaginilmasi ve mumkidn oldugunca dusuk
sicaklkta érneklerin saklanmasi onerilir (9). Broszczak ve dig. ¢calismasinda,
10 defa dondurma-¢oézdurme islemine kadar, gimis boyanmis SDS-PAGE
analizinde 10 kDa uUzerindeki protein profilinde herhangi bir degisiklik
gorulmemigtir. Yazarlar, kutle spektrometre analizlerinde ise 5 doénguye
kadar azaltimasi gerektigini vurgulamistir. ideal olarak bu &rnekler
¢6zdurdikten sonraki 8 saat igerisinde kullaniimalidir (148).

Saklama tdplerinin yuzey baglama oOzellikleri de g6z ©nlnde
bulundurulmalidir. Cam yada plastik secilirken dikkat edilmelidir (8). Yakin
zamanda yapilan bir galismada sik kullanilan, laboratuvar plastik ve caminin
yuzey peptid baglama 6zelligi arastiriimistir. Ghrelin, polipropilene goére cama
daha ¢ok baglanirken; insulin, polipropilene daha ¢ok baglanmigtir (198).
Sigir serum albumininin eklenmesi, spesifik olmayan baglanmayi azaltmis ve

¢ogu peptidin kurtulmasini saglamistir (8).
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Ne yazik ki, cogu arastirmaci, yayinlarinda saklama tlpul, saklama
suresi, dondurma-¢dzdirme sayisi ve metodlarini bildirmemektedir (8). Son
zamanlarda, de Jager ve dig. ¢alismalarinda, multipleks analizler ile serum
ve plazma orneklerinde sitokin olgimleri icin gerekli 6n kosullari izah etmigstir
(199). Yara sivisinda sitokin/biyobelirte¢ stabilitesinin degerlendirildigi benzer
bir calisma, standart islemler ve saklama parametrelerinin olusturulmasini
saglayabilir (8).

Kullanilan analitik teknikler de karmasiklik ve duyarlilik agisindan
oldukca degiskendir. Hangi analiz tipinin kullanildigi, sonuglari etkileyen diger
bir durumdur. Analizlerin uygulanma sekli, hatta ticari olarak piyasada
bulunan kitlerin uygulamasindaki operator tekniklerindeki farkliliklar bile farkh
sonugclara yol agabilir. Negatif ve pozitif kontrollerin dahil edilmesi, érneklerin
normalizasyonu, dogru ve genellenebilir sonuglar elde etmek igin kritik dGnem
tasir. Ne yazik ki, bircok galismada bu gerekliliklerin bir yada daha fazlasi
calismaya dahil edilmemigtir (8).

Kltle spektrometre ve proteomik teknikler de, iki boyutlu (2D) jeller ve
2D sivi kromatografi, kronik yara arastirmalarinda kullaniimaktadir (7,200).
Geleneksel olarak proteinlerin ayrilmasi icin 2D elektroforezler ve bu
proteinlerin tanimlanmasi igin, kiitle spektrometreler kullaniimaktadir (201).

Western Blot, enzim iligkili immunosorbent analiz (ELISA) ve
multipleks analizler gibi antikorlara dayanan teknikler, biyobelirtecglerin
analizinde sikca kullaniimaktadir. Dusuk hacimli  6rneklerde, c¢oklu
biyobelirteclerin analizinde, rolatif olarak ¢ok miktarda 6rnek gerektiren
Western blot ve ELISA gibi geleneksel “singleplex” tarama metodlarinin
kullanimi pratik degildir. Multipleks teknoloji ile arastirmacilar, artik birgok
hedefi ve onlarin fosforilasyon durumlarini es zamanli olarak, dusuk
hacimlerle karsilastirilabilir bir sekilde analiz etme sansina sahiptir. Yeni
cihazlar ve kitler, biyobelirte¢ arastirmalarinda bu teknolojinin daha etkin ve
guvenilir bir segenek olmasini saglamaktadir (8).

Kesin miktar belirlemek igin ilk kaynak ELISA tarafindan saglanirken;
Western blot, analiz ve immunohistokimya tanimlama stratejilerine hakimdir.

Jeltain, kazein ve kollajen zimografik teknikleri, proteazlar i¢in 6nemlidir.
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Kromojenik ve fotometrik analizler, proteolitik aktivite seviyesinin ¢alisiimasi
icin kullanilir (62). Birgok ¢alismada MMP tanimlamasinda genel teknikler
kullaniimigtir; azocoll analizi, jelatin zimografi ve antikor taramasi
(77,79,124,172,174,202). Bu tekniklerin bazi eksiklikleri vardir; MMP turlerini
sadece molekuler agirhga goére ayirt etmek zordur. Ayrica, kullanilan
antikorlar, iliskili trler arasinda ¢apraz reaktivite gosterebilirler (88).

Broadbent ve dig. derlemesinde, in situ Western blot tekniginin
gelistiriilmesi ile kolayca uygulanabilecegi belirtiimektedir. Bu teknikte
membran yara yluzeyine direk olarak yerlestirilebilir. Daha sonra bu membran
ilgilenilen hedef icin arastirilabilir; bdylece molekulin var oldugu yara alani
tanimlanarak uygun tedavi icin bdlge en iyi sekilde hedeflenebilir (62).

Diger yandan, bircok madde, multipleks analizler ve ELISA ile
etkilesime girebilir (203). Yaralar potansiyel olarak, etkilesime girebilecek
bilegenleri olan maddelerle tedavi edilmektedir. Bu nedenle yara alaninin
uygun sekilde hazirlanmasi, o6rnek toplanmasi igin ¢ok &nemlidir.
Gunumuzde metal iyonlari, iyodin, kollajen ve aljinat gibi gesitli yara tedavi
komponentlerinin, sitokin  stabilitesine ve aktivitesine etkisi pek
bilinmemektedir (8).

GUnumuzde, birgok yara sivisi toplama ydntemi kullaniimaktadir.
Arastirmacilar ve klinisyenler kanita dayali, standardize edilmis 06rnek
toplama yontemlerine ihtiyag duymaktadir (8). Normalizasyon, henlz
dokunulmamis bir konudur; bu nedenle sonuglarin hacimlere, total protein
iceriklerine ya da albumine gdére normalize edilmesi, hentz acgik degildir ve
tartismalidir (9). Ornegin, kronik bacak (lserlerinde iyilesme dénemleri
boyunca albuminin varyans gosterdigi belirtiimistir ve bu kullanimini
kisitlayici bir durumdur (5,9). Onemli biyobelirtecler kesfedildikge, rutin olarak
yara orneklerinde uygulanabilen gegerli test setlerinin gelistiriimesi gindeme
gelecektir. Bu setler hizli biyoyuk testi (antibiyotik duyarlihgr da igeren),

biyobelirte¢ testi ve proteaz aktivitesi testi de icermelidir (8).

2.5 Yara Sivisinda Arastirilan Belirtegler
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Biyobelirte¢ Tanimlari Calisma Grubu tarafindan biyobelirteg; normal
biyolojik islemlerin, patojenik islemlerin yada terapdétik bir girisime yanitin
gOstergesi olarak degerlendirilebilen ve objektif olarak dlgulebilen bir 6zellik
olarak tanimlanmistir (204). Yara yonetiminde kullanilan tanisal belirtecler
kesin tani saglamalidir ya da spesifik fizyolojik, biyokimyasal durum veya
hastalik durumu hakkinda ayirt edici bilgi saglamalidir. Bunlarla birlikte testin
sonuglari, ek parametreler gerektirmeden yorumlanabilmelidir. GUnumuzde,
spesifik olmayan tanisal yara testleri, laboratuvar temelli testlerdir. Ornekler
analiz igin veya analize hazirlanmasi igin laboratuvarlara gonderilir.
Yorumlama igin gereken zaman genellikle birka¢ gun gerektirir. Birgok hasta
icin efektif tedavinin verilmesi gecikir. Yara yontemindeki tanisal testlerin yeni
jenerasyonlari, mobil (elde tasinabilir), invazif olmayan, kendinden test
kitlerini igeren, yatak basi veya hasta basi igin tasarlanmis testler olacaktir.
Yara degerlendirmesi i¢in dogru ve hizla sonug veren bu sistemler, ilk klinik
degerlendirme islemlerini anlamli sekilde gelistirecek ve etkili tedavinin hizla
verilmesini saglayacaktir. Yara iyilesmesindeki zorluklardan olan hastalarin
erken taninmasi, yara degerlendirmesi esnasinda risk faktorlerinin
tanimlanmasini ve endike oldugunda daha agresif medikal ya da cerrahi
hazirliklarin yapilmasini saglayacaktir. Bu testler sayesinde, uygulanan
gereksiz tedaviler en aza inecek ve dogru zamanda uygulanan tedavilerle,
hizli sonu¢ alinmasi agisindan tasarruf saglanacaktir (205).

Yager ve dig.’e gore yara durumunu degerlendirmeye yarayan kabul
edilmis bir biyobelirte¢ yoktur (162). Hicbir sistemik belirtecin tek basina
tanisal bir ara¢ olarak yeterli oldugu kanitlanmamistir. GUnumuize kadar,
higbir yara sivisi belirteci de bu boglugu dolduramamistir. Yara sivisindaki
belirtegler, lokal yara gevresini tanimlamak igin, sistemik belirteclere goére
daha uygundur. Dokuya spesifik olan belirtecler harig, sistemik serum temelli
belirtecler, tum vadcuttaki farkli etkilerin  tamamini  yansitabilir. Kan
dolagiminda bulunan c¢ogu belirteg, lokal degisiklerden ziyade sistemik
degisikliklerden etkilenir. Vicudumuzun birgok yerinde yara iyilesmesi sureci
olabilir. Bu nedenle yara mikrogevresinin degerlendiriimesinde serum

belirteglerinin etkisi tartigmalidir. Klinik olarak yara degerlendirmesi igin yara
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sivisindaki biyobelirtecler muhtemel olarak en iyi segenektir (112). En ¢ok
gelecek vaadeden aday biyobelirtecler; MMP’ler, sitokinler ve kemokinlerdir
(162). Ancak hedef molekullerin miktarinin belirlenmesinin, biyoaktiviteyi
gostermedigi  unutulmamalidir  (9). Ayrica vyara iyilesme slrecinin
karmasikligi, tek bir biyobelirtecin tim kronik yara formlari igin
tanimlanmasinin  mumkin olmadigini dustndirmektedir. Bunun yerine
iyilesmenin farkli evrelerinde kullanilan yeni tanisal araglar dizisinin
tanimlanmasi daha uygulanabilir gibi durmaktadir. Boykin ve dig., diyabetik
ayak enfeksiyonlari igin NO biyoaktivitesinin yetersizliginin, yarada asirt MMP
uretiminin ve 6nemli bakteriyal ylkin tanisal degerlendirme igin dnemli
anahtar noktalar oldugunu bildirmigtir (205). Yara sivisinda arastirilan

parametreler Tablo 2.4’te gosterilmigtir.

Tablo 2.4. Yara sivisinda arastirilan bazi parametreler. uPA, Urokinaz
plazminojen aktivator; tPA, doku plazminojen aktivatér; PAI, plazminojen

aktivator inhibitor.

Proteazlar MMP-9 Proteaz aktivitesi Notrofil elastaz
MMP-8 MMP aktivitesi Katepsin G
Pro- ve Aktif
MMP-2 MMP-9 Urokinaz
MMP-1 MMP-9 aktivitesi Plazmin
MMP-3 MMP/TIMP Prolidaz
Kollajenaz
MMP-13 MMP-9/TIMP-1 aktivitesi
Kollajenaz/TIMP-1
MMP-10 MMP-2/TIMP-2 kompleksleri
MMP-11 MMP-1/TIMP-1 uPA
tPA
Anti- alfa-2-
Proteazlar TIMP makroglobulin
TIMP-1 alfa-1-antiproteaz (alfa-1-antitripsin)
uPA/PAI-1
kompleks alfa-1 antiproteinaz inhibitoru

Serbest PAI-1
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Tablo 2.4. (Devam) Yara sivisinda arastirilan bazi parametreler. CRP, C-
reaktif protein; TLR, toll like reseptdr; Lcn-2, lipocalin-2; MIP, makrofaj
inflamatuvar protein; IFN, interferon; CXCL9, kemokin (C-X-C motif) ligand 9;
G-CSF, Granulosit Koloni Uyarici Faktér; GM-CSF, Granulosit Makrofaj
Koloni Uyarici Faktér; IGFBP, insulin benzeri buyime faktor baglayici

protein; NOXx, nitrat ve nitrit.

inflamasyon CRP S100A12 S100A7
TLR- stimulasyon
aktiviteler S100A10 S100A8
Lcn-2 S100A6 S100A9

Sitokinler IL-1 IL-6 TGF-B
IL-1 biyoaktivite IL-6 biyoakivite MIP-18
IL-a TNF-a IL-8

TNF-a
IL-103 biyoaktivite MIF
Heparin binding

IL-4 IFN-gama protein
IL-10 MIP-1alfa CXCL9
IL-12p40 MIP-1beta
IL-8 IL-1 reseptdr antagonisti

Blyume

Faktorleri bFGF VEGF IGF-1
FGF GM-CSF IGFBP-2
EGF G-CSF IGFBP-3
PDGF

Matriks Fibronektin
Vitronektin

Total protein
Oksidatif Total protein

cevre kabonil igerigi Urik asit NOXx
Malondialdehit Allantoin 3-Nitrotirozin
8-izoprostan Allantoin/Urik asit
Total demir Ksantin oksidaz

Antioksidan

Ferritin kapasite
Transferrin

Diger Albumin Bikarbonat Kortizol
Albumin/globulin Laktat Cinko
y-Globulin Cinko
Glukoz Alkalin fosfataz aktivitesi
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Arastirmalarin  ¢ogunda Oncelikle, total protein konsantrasyonu
incelenmistir (5,116,149). iyilesen yaralarda, kronik kalan yaralara gére daha
fazla total protein konsantrasyonuna sahip olma egilimi mevcuttur. Ayrica
Edsberg ve did., yaralarin tiplerine gore de (basing Ulseri ve diyabetik ayak
uUlseri) protein konsantrasyonlarinda degiskenlik oldugunu bildirmigtir (149).
James ve dig. ise, 4 hastanin bacak yaralarindan elde edilen yara sivilarinda
total protein konsantrasyonu olgimlerinde; iyilesen bir hastada total
proteinde artis oldugunu, iyilesmeyen diger iki hastada dusts oldugunu,
iyilesmeyen son hastada ise hep dusik seyrettigini bildirmistir (5). Trengove
ve dig. calismasinda ise iyilesen bacak Ulserlerinin eksidasinda total protein
konsantrasyonlarinda artis bildirilmistir. lyilesme ile degisme gosteren total
protein degerlerindeki bu fark, yaralarin farkl etyolojileri ile iligkili olabilir
(116). Ayrica NBYT gibi aktif yontemlerle elde edilen yara sivilarinin, daha
yuksek total protein konsantrasyonlarina sahip oldugu g6z ©nlnde
bulundurulmalidir (164).
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3. GEREG VE YONTEM

Bu c¢alismanin protokoll, GATA Etik Kurul Bagkanhginin 3 Mart 2015
tarihli 05 sayili oturumunda onaylanmistir. Calisma, GATA Arastirma Bilimsel
Kurulu tarafindan desteklenmistir (AR-2015/44). Bu tarihten itibaren (3 Mart
2015) GATA Sualti Hekimligi ve Hiperbarik Tip poliklinigine kronik yara
nedeniyle bagvuran ve asagidaki kriterlere uyan 20 hasta galismaya dahil
edilmistir. Butun hastalardan imzali onam formu alinmistir. Hastalar takip
formuna gore izlenmistir. Hastalardan ilk basvuruda, 2. haftada ve 4. haftada,
her seferinde ikiser defa olmak Uzere ug¢ farkl ydntem ile yara sivisi

toplanmigtir. Hastalarin tedavilerinde degisiklik yapilmamisgtir.

3.1. Dahil Etme ve Diglama Kiriterleri

Dért hafta boyunca standart tedaviye ragmen kapanmayan, cilt ve
ciltalti dokulari tutan, ¢api veya kisa kenari en az 2 cm Ulsere lezyonu olan
18 yasindan buyuk toplam 20 hasta ¢alismaya dahil edilmigtir.

Acil amputasyon endikasyonu olanlar, ekstremiteyi tehtid edecek
siddette enfeksiyonu olanlar veya yara zemininde blyuk oranda kemik veya

eklem araligi olan hastalar ¢alisma disinda tutulmustur.

3.2. Yara Sivisi Ornegi Toplanmasi

Hastalardan, sterii Whatman mikrofiber filtre kagidi (GF/D),
polyvinylidene fluoride (PVDF) filtre kagidi ve naylon uglu swab ¢ubugu
olmak Uzere girisimsel olmayan 3 farkh yontem ile yara 6rnegdi toplanmistir.

Whatman mikrofiber filtre kagidi (GF/D), 25 mm c¢apinda, 0.67 mm
kalinhgindadir ve 2.7 u m por bulyukligune sahiptir (Katalog No.
WHA1823025, Sigma Aldrich). Borosilikat camdan Uretilmistir. Kimyasal
baglayici icermez.

PVDF filtre kagidi ise, 25 mm ¢apindadir ve 0.45 um por buyukligine
sahip olan Durapore hidrofilik membranlardir (Katalog No. P1813-100EA,
Sigma Aldrich). Protein baglamasi 1 ug/cm?®dir.

Swab c¢ubuklar, ise naylon ugludur ve 30 mm’de kirma noktasina

sahiptir (Katalog No. 520CS01, Copan Flock Technologies Srl, Brescia,
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italya). Dikey naylon fiber iplikler arasinda kapiller hareket ile sivi érnekler
icin glcli hidrolik tutusu kolaylastirir. Ornegin ylizeye yakin kalmasi ise
kolayca yikama olanagi saglar.

Calismanin basinda, Whatman filtre kagidi ve PVDF filtre kagidinin
agirliklar hassas terazi (Prescisia model, isvicre) ile dlgtilmustir (Resim 3.1).
Benzer agirliklara sahip olduklari igin, iki ydontem icin de 3 ayri filtre kagidinin
agirhigin ortalamasi alinarak Whatman filtre kagidi ve PVDF filtre kagidi igin
ayri olarak standart agirliklari belirlenmigtir. Whatman filtre kagidi i¢in dl¢llen
3 ayn agirlik; 34 mg, 34,7 mg ve 34,3 mg’'dir. Whatman filtre kagdidinin
ortalama agirigi 34,3 mg olarak hesaplanmistir. PVDF filtre kagidi igin
Olcllen 3 ayri agirlik ise; 61,7 mg, 62,4 mg ve 61,8 mg’dir. PVDF filtre
kagidinin ortalama agirhgr ise 62 mg olarak hesaplanmistir. Swab
cubuklarinin agirliklar ise daha buyuk farkhliklar gosterdigi icin standart
agirlik belirlenmemis olup, her bir dlgimden dnce hassas terazi agirliklari

Olcllmustar.

Resim 3.1. Filtre kagitlarinin ve naylon uglu swab ¢ubugunun agirliklari

hassas terazi (Prescisia model, isvigre) dlgtiimustir.

Yara sivisi 6rnedi toplanmadan 6nce standart olarak nekrotik dokular
uzaklastinlmistir. Oncelikle yara serum fizyolojik ile yikanmistir, ardindan
steril gazl bez ile kurulanmistir.

Yontem 1: Sterii Whatman filtre kagidi yara Uzerine koyulmustur. On
dakikayl asmayacak sekilde tam sature olana kadar beklenmistir (Resim

3.2). Yara uUzerinden alinan filtre kagidinin agirhg1 hassas terazi (Prescisia
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model, isvicre) ile dlgiildiikten sonra 5 ml PBS igeren steril tiip icerisine

konulmustur.

A

Resim 3.2. Whatman filtre kagdidinin yara Uzerine yerlestiriimesi ve yara
Uzerinde bekletildikten sonra sattire olmus hali. (Satlre olana kadar ya da en
fazla 10 dakika bekletilmistir.)

Yontem 2: Steril PVDF filtre kagidi yara Gzerine koyulmustur. On dakikayi
asmayacak sekilde tam sature olana kadar beklenmistir (Resim 3.3). Yara
Uzerinden alinan filtre kagidinin agirhgi hassas terazi (Prescisia model,

isvicre) ile élclildiikten sonra 5 ml PBS igeren steril tip igerisine konulmustur.

Resim 3.3. PVDF filtre kagidinin yara Uzerine yerlestiriimesi ve yara

Uzerinde bekletildikten sonra sattire olmus hali. (Satlre olana kadar ya da en
fazla 10 dakika bekletilmistir.)
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Yontem 3: Naylon uglu swab cubugu 1cm?lik alanda 5 saniye eksiida
toplanmasi igin rotasyonel olarak g¢evrilmistir (Resim 3.4) . Swab ¢ubugunun
ucunun agirhgi hassas terazi (Prescisia model, isvicre) ile élgiildiikten sonra

5 ml PBS iceren tlpe yerlestirilmigtir.

Resim 3.4. Naylon uclu swab cubugu, 5 saniye boyunca 1 cm? alanda

rotasyonel olarak ¢evrilmigtir.

Ornekler ekstraksiyon islemi icin PBS iceren tiiplerde, oda sicakliginda, 5
dakika boyunca hafifce manuel olarak sallanmigstir; sonunda tlp igerisindeki
filtre kagitlari ve swab cubugu cikartiimistir. Ardindan tipler 4°C’de 3000
devirde 15 dakika boyunca santrifije alinmigtir. SGpernatantin bir bolima ile
total protein, albumin, glukoz, Ure, kreatinin, AST, ALT, urik asit, sodyum,
potasyum, klor dlgimleri yapiimistir. Kalan supernatant bélimlere ayrilarak
ileri analiz yapilincaya kadar -80°C'de saklanmistir. Asagida analiz sureci
go6rulmektedir (Resim 3.5) .

Her bir érnek toplanmasindan sonra 5 dakika ara verilmistir. Ornekler her
vizitte farkh sirayla toplanmistir. Yontemin tekrarlanabilirliginin denetlenmesi
amaciyla her yontem igin ikiser érnek toplanmistir. Yara iyilesme surecindeki
ilerleme ile birlikte yara sivisinin kompozisyonunda olusabilecek
degisikliklerin de degerlendirilebilmesi amaciyla yara sivisi ornekleri 3 farkl

zamanda toplanmistir.
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Resim 3.5. Ornekler PBS iceren tiiplerde 5 dakika hafifce manuel olarak
sallanir. Sonra tuplerin igerisindeki filtre kagitlari ve swab c¢ubugu
cikartilir. Ardindan tlpler, +4°C’de 3000 devirde 15 dakika boyunca

santriflj edilir. Santriflj sonundaki supernatant bolimlere ayrilir.

Biyokimyasal olgumler Cobas 8000 ve Beckman Coulter AU5800
biyokimya otoanalizor ile yapilmistir. Protein elektroforezi ise, INTERLAB
G26 (Los Angeles, CA — USA) tam otomatik elektroforez cihazi ile Interlab
H.R. Protein elektroforez kiti (Interlab-SRE600K) kullanilarak, Uretici firmanin
direktifleri dogrultusunda elektroforez yapildi. Ancak goérinti elde edilemedigi
icin protein duyarhli§i daha ylksek olan baska bir kit ile (BIORAD) agaroz jel

uzerinde Uretici firmanin direktifleri dogrultusunda gimus boyama yapildi.

3.3. istatistiksel Analiz

Verilerin analizinde IBM SPSS 21.0 paket program kullaniimistir. Verilerin
tanimlanmasinda sayi, %, ortalama, standart sapma, ortanca, minimum ve
maksimum degerler kullaniimigtir. Sarekli degiskenlerin normal dagilima

uygunlugu “Kolmogrov-Smirnoff testiyle” degerlendiriimigtir. Degiskenler
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arasi dogrusal iligki incelemesinde “Pearson veya Spearman Korelasyon
analizi” kullanilmistir.  Olgim  yéntemlerinde elde edilen degerlerin
karsilastirmasinda “Tekrarlayan Olglimlerde ANOVA testi” kullaniimigtir. P

degerinin 0.05’den kuguk olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edilmigtir.
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4. BULGULAR
Calismaya, 24 Temmuz 2015 - 22 Haziran 2016 tarihleri arasinda
c¢alisma kriterlerine uyan ve onam veren 20 hasta dahil edilmigtir. Bir hasta
ornek toplanmasi igin gelmedigi icin ¢alismadan ¢ikariimigtir. Hastalarin 15’i
(%78,9) erkek, 4’0 (%21,1) kadindi; yas ortalamalari 53,2 + 15,4 yil idi.
Viicut kitle indeks ortalamasi 28,2+ 3,8 kg/m? olarak hesaplandi(Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Hastalarin tanimlayici 6zellikleri ve kan tablolari. VKI= Vicut kitle
indeksi, AKS=Aclik Kan Sekeri, BK=Beyaz Kure, CRP= C-Reaktif Protein.

Sayi | En En Ortalama | Standart | Ortanca
dusiik | yuksek Sapma

Yas 19 22 75 53,2 15,4 58
VKI 18 21 36 28,2 3,8 28,6
Yara Alani (cm2) 19 4 42 11,5 11,0 6,25
Yara Suresi (ay) 19 1 60 8,8 15,0 3
Kan Tablosu
AKS (mg/dL) 18 67 187 106,6 32,9 95
Ure (mg/dL) 21 18 75 37,1 16,5 33
Kreatinin (mg/dL) 21 0,57 1,5 0,85 0,21 0,85
AST (U/L) 21 8 31 15,7 4,9 15
ALT (U/L) 21 7 88 18,0 16,7 14
Sodyum (mmol/L) 15 135 141 138,4 1,7 138
Potasyum (mmol/L) | 15 413 4,97 4.6 0,2 4,71
Klor (mmol/L) 2 107 107 107 0 107
Urik Asit (mg/dL) 10 2,5 8,5 53 1,8 54
Total Protein(g/dL) | 11 6,18 7,9 7,31 0,54 7,5
Albumin (g/dL) 15 3 4,88 4,09 0,58 3,94
BK (x10%/um?®) 23 | 4,98 15,55 | 8,12 2,58 8,01
Sedimentasyon 21 4 118 43,5 32,5 36
(mm/sa)
CRP (mg/L) 11 2,91 35,8 10,45 9,48 8,71
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Hastalarin 10’unda (%52,6) diyabetes mellitus, 4’Unde periferik arter
hastaligi (%21,1), 4’'Unde (%21,1) kronik vendz yetmezlik (KVY), 4’Unde
(%21,1) ise baska etyolojiler mevcuttu (Tablo 4.2). Hastalarin 18’inde
(%94,7) sigara kullanim oykusu bulunuyordu. Hastalarda ortalama yara
siiresi 8,8 +15,0 aydi. Yara alanlari ise ortalama 11,5+ 11,0 cm? olarak
hesaplandi. Hastalarin 15’i (%78,9) bu ¢alisma esnasinda HBO tedavisi
almaktaydi.

Tablo 4.2. Hastalarin etyolojilerine ait sayisal bilgiler. DM= Diyabetes

Mellitus, PAH= Periferik arter hastaligi, KVY= Kronik ven6z yetmezlik.

Etyoloji | Sayi Sikhk Yuzde (%)
DM 19 10 52,6
PAH 19 4 211
KVY 19 4 21,1
Diger 19 4 211

Calismaya dahil edilen 19 hastanin, sadece birinin 3 viziti
tamamlanabildi; dort hastanin ise 2. viziti tamamlanabildi. Vizitler arasi
kargilastirma icin 2 ve Uzeri viziti tamamlanan hasta sayisinin yetersiz olmasi
sebebiyle, bu hastalarin 2. ve 3. vizitleri ayri 6rnekler olarak tanimlandi.
Toplamda 19 hastaya ait 25 6rnek de@erlendirildi. Yara sivisi elde etme
yontemlerinin yara Uzerinde bekletiime surelerine ait veriler Tablo 4.3’te

gOsterilmistir.

Tablo 4.3. Ydntemlerin yara Gzerinde bekletiime sureleri.

En En Bekletme | Standart
Sayi Diisiik | Yiuksek (ortalama) | Sapma Ortanca

Whatman (dk) @ 25 1 10 5,24 2,07 5
PVDF (dk) 25 5 10 9,06 1,51 10
Swab (sn) 25 5 5 5 0 5
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Hastalarin yara sivisi agirlik élgimlerinde hesaplanan negatif degerler
(5 deger) calismadan cikartildi. Ayrica, 2 hastaya ait yara sivisi agirlik
Olcimleri yapilamamigtir. Biyokimyasal hesaplamalarda ise hesaplanan
negatif degerler 0 olarak kabul edildi; total protein icin 15 deger, albumin igin
ise 26 degerde bu degisiklikler yapildi.

Her yontem, test i¢i glUvenilirlik kargilastirmasini yapabilmek icin her
hastada ikiser defa uygulanmigstir. Test ici glvenilirlikleri test etmek amaciyla
toplayabildikleri yara sivisi agirliklarina gére korelasyon analizi yapildiginda,
sadece swab ydntemi igin pozitif ydonde orta (r=0,536) ve istatistiksel olarak
anlamli bir iliski saptanmistir (p=0,012) (Tablo 4.4, Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil
4.3, Sekil 4.4). Ayrica, yara sivisindaki biyokimyasal parametrelere (total
protein, albumin) goére test igi glvenilirlikler tekrar karsilastirildi. Ancak test
sonugclarinin guvenilirligini arttirmak icin, bu parametreler (g/dL), uygulanan
testin o vizitte topladigi yara sivisi agirlhigina (gr) bolindld ve yeni bir oran
elde edildi (g/dL/g). Bu sekilde total proteine goére korelasyon analizleri
yapildiginda, tim ydntemler icin pozitif yonde orta (Whatman ydntemi
r=0,505, PVDF ydntemi r=0,654, swab yodntemi r=0,580) ve istatistiksel
olarak anlamli iligki saptanmistir (Whatman yéntemi p=0,023, PVDF ydntemi
p=0,003, swab yéntemi p=0,006) (Tablo 4.5,). Ayni sekilde albumine goére
korelasyon analizleri tekrarlandiginda, tim yontemler igin pozitif yonde orta
(Whatman yontemi r=0,666, PVDF yontemi r=0,627, Swab yéntemi r=0,599)
ve istatistiksel olarak anlamli iligki bulunmustur (Whatman yoéntemi p=0,003,
PVDF yontemi p=0,002, swab yéntemi p=0,004) (Tablo 4.6).
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Tablo 4.4. Her bir testin topladigi yara sivisi agirlik ortalamalari ve bu

parametreye gore yapilan korelasyon analizi sonuglari.

Yara Sivisi
Agirhk Standart
(ortalama) | Sapma P degeri | r degeri
(mg)
Whatman-1 | 14,623 8,6139 0,051 0,430
Whatman-2 | 13,091 9,3115
PVDF-1 18,614 23,0697 0,529 | 0,159
PVDF-2 24,211 30,9322
Swab-1 3,168 3,9186 0,012* | 0,536
Swab-2 7,095 8,4063
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Whatman 1 Whatman2  PVDF 1 PVDF 2 Swab 1 Swab 2

Sekil. 4.1 Tum yontemlerin topladidi yara sivisi agdirlik (mg) ortalamalari.
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Sekil 4.2. Whatman ydntemlerinin yara sivisi agirlik (mg) korelasyon grafigi

Yara Sivisi Agirlik (mg)
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Sekil 4.3. PVDF yontemlerinin yara sivisi agirhdi (mg) korelasyon grafigi
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Yara Sivis1 Agirhik (mg)
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Sekil 4.4. Swab yéntemlerinin yara sivisi agirhgr (mg) korelasyon grafigi
Tablo 4.5. Her bir testin elde ettigi total protein degeri (g/dL) ilgili testin yara

sivisi agirhgina (g) boéllinerek elde edilen ortalama oranlar (g/dL/g) ve bu

parametreye gore yapilan korelasyon analizi sonuglari.

Total

Protein/Yara

Sivisi Agirhik

Orani (ortalama) | Standart | P degeri | r degeri

(9/dL/g yara Sapma

SIvisi)
Whatman-1 | 13,8003 16,49085 0,023* | 0,505
Whatman-2 | 25,5675 55,17568
PVDF-1 97,009 368,93763 | 0,003* | 0,654
PVDF-2 19,541 32,41982
Swab-1 130,7332 337,39208 | 0,006* | 0,580
Swab-2 84,5205 130,32739
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Tablo 4.6. Her bir testin elde ettigi albumin degeri (g/dL) ilgili testin yara
sivisi agirhdina (g) béllinerek elde edilen ortalama oranlar (g/dL/g yara sivisi)

ve bu parametreye gore yapilan korelasyon analizi sonugclari.

Albumin/Yara | Standart P degeri | r degeri

Sivisi Orani Sapma

(ortalama)

(9/dL/g)
Whatman-1 | 6,3826 10,69939 0,003* | 0,666
Whatman-2 | 9,6399 20,49871
PVDF-1 76,1548 346,08053 0,002* | 0,627
PVDF-2 10,1994 20,34265
Swab-1 138,4198 499,87888 0,004* | 0,599
Swab-2 33,3063 107,97932

Olglim ydntemlerinin birbirleri ile karsilastirilacagi analizlerde 1. ve 2.
Olcimdeki degerler (yara sivisi agirhk ve biyokimyasal parametreler) ayri
ornekler olarak kabul edildi. Whatman ydnteminin ortalama topladigi yara
sivisi agirhgr 13,8 + 8,8 mg, total protein 0,1190 + 0,09394 g/dL, albumin
0,0530 +0,07874 g/dL olarak hesaplandi. PVDF yontemi igin ise ortalama
yara sivisi agirhgr 21,2+26,8 mg, total protein 0,1059 + 0,09090 g/dL,
albumin 0,0496 +0,07101 g/dL olarak hesaplandi. Swab ydntemi igin ise
ortalama yara sivisi agirhgr 5,13 + 6,7 mg, total protein 0,0976 + 0,08783
g/dL, albumin 0,0517 +0,07929 g/dL olarak hesaplandi. Yontemlerin detayl

sonugclari Tablo 4.7°de gosterilmistir.
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Tablo 4.7. ikiser defa uygulanan ydntemlerin, her uygulamasi ayri érnek

olarak degerlendirildi. Parametreler i¢in ortalama sonuglar hesaplandi.

Yontem | Sayi | En En Ortalama | Standart | Ortanca
Diisiik | Yiuksek Sapma
Yara Sivi | Whatman | 44 0 29,9 13,8 8,8 14,0
Agirlik PVDF 40 | 0,1 107,8 | 21,2 26,8 9,3
(mg) Swab 44 | 0,1 274 | 5/1 6,7 2T
Total Whatman | 50 | 0 0,35 0,119 0,09394 | 0,1
Protein | pypF 49 |0 0,31 0,1059 | 0,09090 | 0,1
(g/dL) Swab 49 |0 0,32 0,0976 | 0,08783 | 0,08
Albumin | Whatman | 46 | 0 0,31 0,0530 | 0,07874 | 0,01
(g/dL) PVDF 48 |0 0,28 0,0496 0,07101 | 0,01
Swab 48 |0 0,27 0,0517 | 0,07929 |0
Ure Whatman | 47 0 1 0,149 0,3599 0
(mg/dL) | pypF 46 |0 2 0,1522 | 0,41991 |0
Swab 45 |0 1 0,0667 | 0,25226 |0
Kreatinin | Whatman | 38 0 0,02 0,0008 0,00359 | 0
(mg/dL) | pypF 38 |0 0,03 0,0018 | 0,00609 |0
Swab 37 |0 0,02 0,0011 0,00458 | 0
Orik Asit | Whatman | 49 | 0 0,1 0,012 0,0331 |0
(mg/dL) | pypF 47 |0 0,1 0,0106 | 0,03117 |0
Swab 42 |0 0,1 0,0095 | 0,02971 |0
Glukoz Whatman | 44 0 4 0,75 0,967 1
(mg/dL) | pypF 44 |0 4 0,7955 | 0,95429 | 1
Swab 44 |0 4 0,6591 0,86113 | 0,5

Hastalarin serum ve yara sivisindaki biyokimyasal parametreleri (total

protein, albumin, Ure, kreatinin, Urik asit, glukoz) arasinda da karsilastirma

yapilmistir. Hastalarin serum degerleri bir defa o&l¢ilduga igin  bu
kargilagstirmada kullanilan biyokimyasal parametreler ayri ornekler olarak
alinmamigtir. Her testin ikiser defa olan uygulama sonuglarinin ortalamasi
alinmigtir; bu nedenle 25 o&rnek Uzerinden degerlendirme yapilmistir.
Biyokimyasal parametreler icin, ilgili testin topladigi yara sivisi agirligina
bolinerek elde edilen oranlar kullaniimistir. Bu analizin sonucunda, higbir
yara sivisi elde etme yodntemi icin serum degerleri ile aralarinda anlamli

korelasyon gortulmemistir (Tablo 4.8).
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Tablo 4.8. Serum ve yara sivisindaki biyokimyasal parametrelerin
korelasyon analizi.

Yontem | Pdegeri | R degeri

Total Whatman 0,092 | -0,593
Protein | pyDF 0,166 | -0,474
Swab 0,273 | -0,410
Albumin | Whatman 0,645 | 0,141
PVDF 0,286 | 0,307
Swab 0,985 | -0,006
Ure Whatman 0,105 | 0,395
PVDF 0,148 | 0,345
Swab 0,744 | -0,083
Kreatinin | Whatman 0,18 | 0,353
PVDF 0,088 | 0,440
Swab 0,826 | 0,062
Urik Asit | Whatman 0,319 | 0,351
PVDF 0,319 | 0,351
Swab 0,86 0,069
Glukoz Whatman 0,429 | 0,230
PVDF 0,48 0,215
Swab 0,434 | 0,219

Her hasta icin ayri olarak testler arasi yara sivisi agirliklari Tekrarli
Olglimlerde ANOVA testi ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
fark oldugu gorulmustar (p<0,001) (Tablo 4.9). Aradaki farkin bulunmasi igin
ikili olarak testler kargilastirildiginda ise; Whatman ve swab yéntemi arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark oldugu goruldi (p<0,001) ve benzer sekilde
PVDF ile swab yontemi arasinda da istatistiksel olarak anlamli fark oldugu
gOrulmustir (p=0,002) (Tablo 4.10).

Tablo 4.9. Tekrarli Olgiimlerde ANOVA testi ile yara sivisi agirhgina
(mg) goére yontemlerin her hasta igin ayri ayri karsilastirmasi.

Sayi(n) | Ortalama (mg) | Standart Sapma P degeri

Whatman | 36 15,5 8,3
PVDF 36 21,4 27,7 <0,001*
Swab 36 5,3 6,2
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Tablo 4.10. Tekrarli Olgiimlerde ANOVA testi ile testlerin yara sivisi agirhigi

icin ikili karsilastirmasi.

Yoéntem 1 Yoéntem 2 P Degeri %95 Giliven Araligi
Ust Sinir Alt Sinir
Whatman PVDF 0,476 -0,016 0,004
Swab 0,000* 0,007 0,013
PVDF Whatman 0,476 -0,004 0,016
Swab 0,002* 0,005 0,027
Swab Whatman 0,000* -0,013 -0,007
PVDF 0,002* -0,027 -0,005

Her hasta icin ayri olarak testler arasi total protein oranlari (g/dL/g
yara sivisl) Tekrarl Olglimlerde ANOVA testi ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goérulmustir (p=0,035) (Tablo 4.11).
Aradaki farkin bulunmasi igin ikili olarak testler karsilastirildiginda ise; PVDF
ile swab yontemi arasinda da istatistiksel olarak anlamh fark oldugu
gorulmustir (p=0,048) (Tablo 4.12). Ayni analiz albumin oranlarina (g/dL/g
yara sivisi) gore Tekrarll Olgiimlerde ANOVA testi ile tekrarlandiginda,

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (p=0,205).

Tablo 4.11. Tekrarli Olciimlerde ANOVA testi ile total protein oranlarina

(g/dL/g) gore yontemlerin her hasta igin ayri ayri karsilastirmasi.

Sayi(n) Ortalama Standart P degeri
Sapma
Whatman | 38 20,8 43,5
PVDF 38 62,9 2749 0,035*
Swab 38 106,4 269,3
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Tablo 4.12. Tekrarl Olgiimlerde ANOVA testi ile testlerin total protein orani

(g/dL/q) icin ikili karsilastirmasi.

Yontem 1 | Yontem 2 P Degeri %95 Giliven Araligi
“Ust Sinir Alt Sinir
Whatman | PVDF 1,000 -115,039 70,863
Swab 0,176 -195,507 24,435
PVDF Whatman 1,000 -70,863 155,039
Swab 0,048* -86,667 -0,229
Swab Whatman 0,176 -24,435 195,507
PVDF 0,048* 0,229 86,667

Orneklere ait elektroforez géruntileri elde edilmistir (Sekil 4.5). Tim

jellerde gorintl elde edilebilmistir.

Sekil 4.5. Elektroforez goruntuileri.
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5. TARTISMA

Calismamizda, Kklinik rutinimizde standart olarak kullanilabilecek
pratk ve glvenilir bir yontem belirlenmesi amacglanmistir. Hasta
populasyonumuzun bir kisminin az eksudali yaralar oldugu g6z 6nunde
bulundurularak guvenilir ve pratik oldugu 6ngérulen 3 ayri yontem segildi;
Whatman GF/D filtre kagidi, PVDF filtre kagidi ve naylon uglu swab. Bu Ug¢
yontem de emici materyallere Ornektir. Yara sivisi 6rnegi elde edildikten
sonraki hazirlik strecinde her yontem igin ortak olarak uygulanabilecek pratik
ve guvenilir ekstraksiyon islemleri tercih edildi. Tekniklerin birbiriyle
kargilastirmasinda ise elde edilebilen yara sivisi agirligi, total protein ve
albumin miktari kullanilmasina karar verildi. Ayrica test ici glvenilirliklerin de
test edilebilmesi icin her yontem igin ikiser defa olmak Uzere her hastada
farkli siralarda ornek toplandi. Yapilan literatir taramasinda, calismamiza
benzer sekilde sadece emici yontemlerin etkinligini karsilastiran bir
¢alismaya rastlanmadi.

Yara sivisi oldukga degisken bir ornektir (62). Bu nedenle kullanilan
yontemin guvenilir olmasi gereklidir. Yapilan galismalarda, test igi guvenilirlik
kargilagtirmalari bulunamadi. Calismamizda ydntemleri karsilastirirken
oncelikle test ici glvenilirlik analizi yapildi. Bunun igin her bir test ikiser defa
uygulandi. Sadece swab yontemi tium parametrelerde (yara sivisi agirhgi,
total protein, albumin) istatistiksel olarak anlamli korelasyon gostermistir
(sirasiyla p=0,012, p=0,006, p=0,004). Swab ydnteminin tekrarlanabilirligi,
diger ydntemlere gore daha guvenilirdir.

Broadbent ve dig. derlemesinde, yazarlarin laboratuvarlarinda yara
sivisi konsantrasyon araliginin 0.05-50.5 mg/mL; yara sivisi hacmi araliginin
ise 0.02-2.5 mL; total protein miktarinin ise 6rnek basina 0.07-47 mg olarak
tanimlandigi bildirilmigtir. (62). Farkh tekniklerle ayni yaradan elde edilen
yara sivisl érneginin analizinde bile ayni parametreler farkli sonuglar verebilir
(147). Ramsay ve dig. derlemesinde, yazarlarin henlz yayinlanma
asamasinda olan bir calismasinda Whatman kagit disk (Kat. No: 2017-009)
ile ortalama 89+6.5 ul yara sivisi toplanabildigi belirtiimektedir (8). Moor ve
dig. ise, Whatman 54 kagit filtreler ile tipik olarak 50-200 uL yara sivisi elde
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edilebildigini  bildirmigtir (119). Literatir taramasinda, PVDF ydntemi
kullanilan bir ¢caligmaya ulasiimigtir; ancak elde edilen yara sivisi miktari
bildiriimemistir (165). Schmohl ve dig. ¢alismasinda, naylon uglu swab ile
elde edilen ortanca yara sivisi miktarinin 40uL (2-120uL) oldugu bildirilmistir
(147). Loffler ve dig. de ayni yontem ile en az 10 uL yara sivisi elde
edilebildigini belirtmistir (145). Bu sonugclar, swab ile elde edilen yara sivisi
miktarinin daha az oldugunu dusundirmektedir. Calismalarin ¢gogunda yara
sivisi miktari hacimsel olarak hesaplanmistir; ancak bizim ¢alismamizda elde
edilen yara sivisinin agirhdi (mg) hesaplanmistir. Bu nedenle diger
calismalarla direk karsilastirma yapilamamistir. Bizim c¢aligmamizda,
Whatman ydnteminin ortalama topladigi yara sivisi agirhgr 13,8 + 8,8 mg
iken, PVDF yontemi i¢in 21,2+26,8 mg ve swab yontemi igin ise 5,13 + 6,7
mg olarak hesaplandi. Test i¢i guvenilirligi ylksek olan swab yontemi,
Whatman ve PVDF ydntemine gore istatistiksel olarak anlamli oranda daha
az yara sivisi toplamaktadir. Yara sivisi miktarinin daha az olmasinin ana
sebebi yara Uzerinde bekletilme slresindeki farkliliklar olabilir. Calismamizda
swab yontemi kullanan birgok c¢alismaya benzer gsekilde swab
uygulamasinda Levine teknik kullaniimisti; 1 cm?lik alanda 5 saniye
boyunca rotasyonel olarak cevrilerek bekletilmistir (145,147,148). Ancak
calismamizdaki diger yontemler 10 dakikayi asmayacak sekilde satire olana
kadar yara Uzerinde bekletilmistir; whatman filtre kagidi ortalama 5,24+2,07
dakika, PVDF ortalama 9,06+1,51 dakika.

Birgcok calismada, yara sivisinda total protein ve albumin de
cahsilmistir. Moor ve dig. ¢alismasinda, kronik vendz Ulseri olan hastalarda
Whatman 54 kagit filtreler ile ortalama 50 ug/ulL total protein konsantrasyonu
elde edilmigtir; ancak filtre kagitlarinin yara Uzerinde bekletiime suresi
belirtiimemigstir (119). Moseley ve dig. calismasinda ise satire olana kadar
yara Uzerinde bekletilen Whatman 54 kagit filtreler ile elde edilen érneklerde
ortalama protein konsantrasyonunun 0.644 + 0.153 mg/ml oldugu
saptanmigtir. Bu calismaya dahil edilen hasta grubu kronik venéz Ulserli
hastalardir (134). Schmidtchen'’in galismasinda ise, kronik vendz Ulseri olan

hastalarda Whatman GF/D filtreler yara Gzerinde 4 saat bekletilmistir; protein
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konsantrasyonunun 10-32 g/l (ortalama 23 g/lI) oldugu belirtiimigtir (154).
PVDF yontemi kullanilan bir ¢calismada, hem akut (n=12) hem de kronik
yaralarda (n=21) analizler yapiimigtir. Yirmi dakikayi asmayacak sekilde
sature olana kadar yara Uzerinde bekletilen PVDF ile elde edilen 6érneklerde
NBYT uygulananlarda ortanca albumin degerinin 3.5 (1.0-6.1) g/L,
konvansiyonel tedavi alanlarda ise 2.8 (0.8-5.4) g/L oldugu bildirilmigtir. Elde
edilen yara sivisi miktari ya da total protein miktari bildirilmemistir (165).
Edsberg ve dig. calismasinda ise polyester uglu swablar yara Uzerinde
satiure olana kadar bekletiimis ve yaranin merkezi-periferi arasindaki
farkhliklar incelenmistir. Calismaya dahil edilen hasta grubunda en az 4
haftadir iyilesmeyen basi vyaralari mevcuttur. Yaradaki protein
konsantrasyonunun iyilesen yaralarda merkezde 20.96+1.3 mg/mL, periferde
10.28 + 0.79 mg/mL oldugu; orta diuzeyde kalan yaralarda merkezde
26.83+2.1 mg/mL, periferde 15.994+2.1 mg/mL; kronik kalan yaralarda ise
merkezde 15.96 + 0.89 mg/mL, periferde 10.22 + 0.57 mg/mL oldugu
goOrulmustir (149). Swab yontemi uygulanan diger ¢alismalarda, total protein
yada albumin miktari agik¢a belirtiimemistir (145,147,148). Calismamizda ise
whatman yoéntemi ile elde edilen ortalama total protein 1,190 + 0,9394 g/L,
albumin 0,530 +0,7874 g/L; PVDF yontemi ile ortalama total protein 1,059 +
0,9090 g/L, albumin 0,496 +0,7101 g/L; swab yénteminde ise ortalama total
protein 0,976 + 0,8783 g/L, albumin 0,517 +0,7929 g/L idi. Calismamizda
elde edilen degerlerin diger calismalara goére daha dusuk olmasinin
sebeplerinden biri diger ¢alismalarda yontemlerin yara Uzerinde bekletiime
surelerinin daha uzun olmasi olabilir. Diger bir neden ise; diger ¢calismalarda
c¢ogunlukla hasta popullasyonunun bol ekstdali olan vendz Ulserli hastalari
kapsamasi olabilir. Bizim ¢alismamizda (n=19) ise; kronik venoz Ulseri olan
sadece 4 hasta mevcuttu. Ayrica, yara sivisi 6rnegi toplama iglemi
esnasinda ve sonrasinda filtre kagitlari ve swabin agirliklari dlgulirken oda
sicakhginda beklemis; ardindan érnekler laboratuvara kadar gegen surede
+4 C’de bekletilmistir. Proteaz inhibitori eklenmemis olmasi nedeniyle,
proteinlerin yikimina bagh olarak yara sivisi protein duzeyleri daha dusuk

Olctlmus olabilir.
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Calismamizda, yara sivisi ile sature olan filtre kagitlari ve swab her
defasinda 5 mL PBS igerisinde ekstrakte edilmistir; ancak elde edilen yara
sivisi agirhiklari farkhdir. Her defasinda daha az yara sivisi elde eden swab
yontemi daha fazla sivi elde eden diger yontemlerle esit olarak 5 ml PBS
icerisinde dilie edilmektedir; yani diger yontemlere goére daha fazla dilie
olmaktadir. Bu nedenle, total protein ve albumin degerlerinin direk
kargilastirimasi uygun degildir. Olusan bu oransal dengesizligi ortadan
kaldirmak igin total protein (g/dL) ve albumin (g/dL) deg@erleri, uygulanan yara
sivisi elde etme yonteminin topladidi yara sivisi agirligina (g) bolinerek yeni
bir oran (g/dL/g yara sivisi) elde edilmistir. istatistiksel analizlerde de bu oran
kullaniimistir. Bu oranlara goére whatman ydntemi ile elde edilen ortalama
total protein 19,6+40,6 g/dL/g yara sivisi, ortalama albumin 8,0+16,4 g/dL/g
yara sivisi; PVDF yontemi ile elde edilen ortalama total protein 58,2+261,6
g/dL/g yara sivisi, ortalama albumin 45,3+252,7g/dL/g yara sivisi; swab
yontemi ile elde edilen ortalama total protein 108,1+256,0 g/dL/g yara sivisi,
ortalama albumin ise 90,4+375,8 g/dL/g yara sivisi idi. En az yara sivisi
toplayan yontem olan swab yonteminin oransal olarak en fazla total protein
ve albumini elde eden yontem oldugu goérilmektedir. Swab yontemi, PVDF
yontemine gobre istatistiksel olarak anlamli oranda daha fazla total protein
(g/dL/g yara sivisi) elde etmistir. Swab yontemi ile elde edilen yara sivisi,
Ozellikle total protein konsantrasyonu acisindan diger ydntemlerden daha
kalitelidir.

Yéntemlerin ayni hastalar/yaralar Uzerinde karsilastirildigi ¢alismalar
az sayidadir; bu gcalismalarda da karsilastirilan yontemler ve parametreler
siklikla farklidir. Broszczak ve dig., hem swab yontemi (Levine teknik) hem
de aspirasyon yonteminde (30 dakika bekletiimig) basarili sekilde yara sivisi
protein profillerini analiz edebildiklerini bildirmistir; ancak total protein
degerleri detayli sekilde veriimemistir (148). Britland ve di§. ¢alismasinda
yara sivisi 0rnedi 6nce kapiller aspirasyon yontemi ile toplanirken, klinik
kullaniminda hazir paketler halinde bulunan ve vyeterli hacimde 6rnek
toplayabildigi farkedilen Lasik swab yontemine gecilmistir (206). Schmohl ve

dig. calismasinda, kronik yara sivisi érneg@i naylon uglu swab ve okluzif értu
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altinda biriktirilen sivinin aspirasyonu ile elde edilmistir. LDS-PAGE (lityum
dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforez) analizinde swab teknigi ve
aspirasyon yontemi karsilastirildiginda gorulebilen protein kaybi olmadigi
belirlenmistir. Aksine swab ydnteminde aspirasyon yodntemine goére daha
fazla bant yogunlugu olmasi nedeniyle swab yonteminin daha fazla protein
elde ettigi gortstine varilmistir. Ayrica yontemler sitokin, kemokin ve MMP
konsantrasyonlarina goére de karsilastirimis ve swab ydnteminde analit
kaybinin olmadigi gorulmustir. Yazarlar, swab yontemi ile hastalarin
%75'inde elde edilen 20uL yara sivisinin “multipleks bead-based array”
analiz igin yeterli bir hacim oldugunu géstermistir. Siklikla az eksudali yaraya
sahip olan diyabetik ayak Ulseri olan hastalar igcin swab tekniginin uygun
oldugu goruastne varilmistir (147). Bu g¢alismada, bizim ¢alismamiza benzer
sekilde swab yontemiyle elde edilen érnekte daha fazla protein elde edildigi
bildiriimektedir. Yazarlar, swab ydontemi uygulanirken daha etkin sekilde yara
yuzeyinin silinmesi nedeniyle daha yulksek protein elde edilmis olabilecegini
One surmektedir (147). Levine teknik esnasinda, minimal ve sabit bir basing
uygulanmaktadir. Ayrica, 5 saniye boyunca devam edilen rotasyonel hareket
esnasinda swab cubugunun firgca kisminin yara Uzerinde olusturdugu hafif
irritasyon sebebiyle daha etkin konsantrasyonda sivi elde edilmis olabilir.
Bunlarin  yanisira, kullandigimiz swab cubuklarinin kisa naylon
(FLOQSwabs) fiberleri dikey olarak yerlestirilmigtir, elektrostatik bir alan
olusturur. Bu yapi, yuksek emicilige sahip acik yapida ince bir katman
meydana getirir. Bu yontem, fiber iplikler arasindaki kapiller hareket ile gugli
hidrolik tutus saglamaktadir. Geleneksel fiber yara swab ¢ubuklarinin aksine,
toplanan siviyi iceriye hapsedecek emici bir i¢ katman yoktur. Sivi, fiber
iplikler arasinda ylzeye yakin sekilde tutulur. Bu da yara sivisinin
ekstraksiyonunun daha kolay olmasini saglar. Kullandigimiz diger
yontemlerde ise farkli por ¢aplarina sahip, protein baglayiciliklari farkli filtre
kagitlar icerisine emdirilen yara sivisi ekstrakte edilmektedir. Ayrica
calismamizda, tum yoéntemler igin ayni ekstraksiyon islemleri uygulanmistir.
Bir diger sebep ise, filtre kagitlari ve swab ydnteminin yara sivisindaki hedef

molekullerle etkilesime girebilme olasiligi olabilir. Ancak, Schmohl ve dig.
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calismasinda, daha fazla protein elde eden naylon uglu swablarin analitlerle
olasi etkilesiminin aspirasyon yoéntemi sonuglariyla (LDS-PAGE) yapilan
kargilagtirmalarinda  dislandigi  bildirilmigtir ~ (147). Benzer sekilde
Schmidtchen’in ¢alismasinda, Whatman GF/D filtre kagidinin plazma
kaynakli proteinler ile arasindaki etkilesim riskinin ¢cogu protein i¢in dusuk
dizeyde oldugunu bildirilmistir. Whatman GF/D filtre kadidinin major yara
sivisi komponentlerinin ¢aligilmasi igin uygun bir metod oldugu sonucuna
varilmigtir. Ancak yazar, kontakt sistem proteinleri gibi molekillerin negatif
yukll veya polar yuzeyler ile etkilesim sonucunda aktive olduklarina dikkat
cekmis ve bu O6zelliklerin ileride calisiimasi gerektigini belirtmistir (154).
PVDF ile ilgili yapiimig bir galisma bulunamamisgtir.

ideal yara sivisi elde etme yéntemi belirlenirken, biyokimyasal analiz
sonuglarinin  yani sira yontemlerin uygulama pratiklikleri de Onem
kazanmaktadir. Cesitli calismalarda, Whatman filtre kagitlari yara Uzerinde
satire olana kadar, 2 saat veya 4 saat bekletilmistir (85,154,177). PVDF
yontemi kullanilan bir ¢calismada ise 20 dakikayl agsmayacak sekilde satire
olana kadar yara Uzerinde bekletiimistir (165). Swab ydntemi kullanilan
calismalarda ise daha c¢ok 5 saniye suren Levine teknik kullaniimistir
(145,147,148). Edsberg ve dig. ise swab ¢gubugunu satlre olana kadar yara
Uzerinde bekletmigtir (149). Bizim ¢alismamizda da Whatman ve PVDF filtre
kagitlari 10 dakikayr asmayacak sekilde satlre olana kadar bekletilirken,
swab yonteminde ise Levine teknik uygulanmistir. Uygulamasi oldukga kisa
suren swab yontemi, diger yontemlerden daha fazla miktarda total protein ve
albumin elde etmistir. Bunlarin yaninda, calismamizda PVDF ydntemi
uygulamasi esnasinda satiure olan filtre kagidi bazi hastalarda yara
Uzerinden kaldirillirken, kagidin kigUk pargalari yara Uzerine yapismis ve
cogunlukla salin  solisyonuyla yikadiktan sonra yara Uzerinden
kaldirilabilmistir (Resim 5.1). Dolayisiyla, 6rnek kaybi olmustur. Bu
dezavantaj, yara sivisi agirlik hesaplamalarinda da PVDF y6nteminde daha
dusuk sonuglara sebep olmus olabilir. Whatman ve swab yéntemi bu agidan
daha pratiktir. Benzer sekilde PBS sollisyonu ile ekstraksiyon iglemi

esnasinda PVDF kagidinda ufak pargalanmalar olmus ve sollsyon igerisine
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dagiimigtir. Whatman ve swab icin bdyle bir durum s6z konusu olmamistir.
Ayrica, U¢ yontemde de uygulama esnasinda hastalar agr sikayeti dile

getirmemigtir.

Resim 5.1. PVDF filtre kagidi kaldirildiktan sonra yara yuzeyine yapismis

olan pargalar ve salin sollsyonu ile yara temizlendikten sonraki hali

Diger bir 6nemli konu ise, bazi yontemlerin daha avantajli oldugu
Ozellikli uygulamalardir. Whatman ve PVDF filtre kagitlarinin boyutu degisken
oldugu icin klinik pratikte her zaman her yara boyutuna uygun paketlenmisg
steril filtre kagidi bulunamayabilir. Swab ise, standart olarak kiglk boyuta
sahip oldugu icin, ¢cok kliguk alana sahip yaralarda da kolayca uygulanabilir.
Ayrica, uzun olmasi sebebiyle alani klguk ancak derin olan yaralarda da
kolaylikla uygulanabilir. Diger taraftan, swab yoénteminin kullanildidi bir
calismada, yara merkezi ve periferi arasinda yara sivisi analizlerinin farklilk
gosterdigi saptanmistir (149). Swab yontemi klgik boyutu sayesinde daha
spesifik bir bolgeden o6rnek elde ettigi icin; yaranin c¢esitli alanlarinin
farkhliklarini daha kolay ortaya koyabilir. Son olarak, Schmohl ve dig.
calismasinda, swab c¢ubuklarinin 6rnek toplanmasindan hemen sonra
santrifij yapilmadan dondurulmasi, santriflj yapildiktan sonra dondurulmasi
ile karsilagtirlmistir. Hizla dondurulan swab c¢ubugundan elde edilen
orneklerin analizinde analit kaybi olmadigi gosterilmistir. Ancak, yazarlar
dondurma-¢ézdirme dongusine girecek olan analitlerin stabil olup

olmadiklarinin in vitro olarak kontrol edilmesi gerektigini belirtmistir (147). Bu
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acgidan da gunlik klinik rutininde hasta basinda 5 saniyede swab yontemi ile
elde edilen 6rnegdin, higbir islem yapmadan hizla dondurularak analizlere
kadar saklanabilmesi oldukca pratiktir.

Calismamizda bazi kisithliklar mevcuttur. Hasta sayimizin az olmasi
analiz sonuglarimizin genellenebilirligini azaltmaktadir. Calismanin basinda
her hasta igin hedeflenen 3 vizit, ne yazik ki tamamlanamamigtir. Takipler
esnasinda 4 hasta diger vizitlerine gelmedi; 3 hastada yara boyutu kiguldu
ya da yara kapandi/kapatildi; 3 hasta taburcu edildi; 2 hastada akinti
tamamen kesildi; 1 hastada ciddi enfeksiyon gelisti; 1 hastada ise uygulama
yapilamadi. Bu sorunun 2 hafta olan vizit araliklarinin daha kisa tutulmasiyla
diuzeltilebilecegi dusunulmektedir. Diger kisithlik ise, yara sivisi ornekleri
toplanirken ve yara sivisi agirliklarinin élgimu esnasinda orneklerin oda
sicakhginda beklemesi ve proteaz inhibitori eklenmemis olmasidir.
Broszczak ve dig. calismasinda, kisa donem (<24 saat) saklama slrecinde,
orneklerin +24 C’de yada buz (izerinde saklanmasinin gros protein
profillerinde goérinir degisiklige yol agmadigi gosterilmis; ancak yazarlar,
kisa sureli saklama surecinde protein degradasyonunu &nlemek igin
sicakligin +4 C’de veya buz Uzerinde olmasini Onermistir. Ayrica, uzun
dénemde -80 C'de saklanan drneklere proteaz inhibitor kokteyli eklenmesi

tavsiye edilmemigtir (148).
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6.SONUGC ve ONERILER

Calismamizda hasta populasyonumuz g6z 6ninde bulundurularak
pratik ve guvenilir oldugu éngdrilen emici yontemlerden Whatman GF/D filtre
kagidi, PVDF filtre kagidi ve naylon ucglu swab yéntemi karsilastiriimigtir.
Sonug olarak, swab yonteminin tekrarlanabilir oldugu ve dolayisi ile guvenilir
sonugclar verdigi gosterilmistir. Bu yontemin diger yontemlere gore daha az
yara sivisi elde ettigi gortlmuastir. Buna ragmen swab ydnteminin total
protein ve albumin konsantrasyonlari diger yontemlere goére daha yuksek
bulunmustur. Ayrica swab ydnteminin diger yontemlere gdére daha kisa

surede uygulanan pratik bir yontem oldugu tespit edilmigtir.
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