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OZET

Farelerde Staphylococcus aureus nedenli yamusak doku enfeksiyonlar iizerine
ibuprofenin etkisi

Dr. M.Ugur CITIL

Yumusak doku enfeksiyonlar1 (YDE) olduk¢a yaygin  goriilen
enfeksiyonlardandir.  Bakteriyel kaynakli  YDE’lerin  ¢ogunlukla nedeni
Staphylococcus aureus gibi gram pozitif mikroorganizmalardir. Ibuprofen gibi non
steroidal antiinflamatuar ilaglar (NSAII) analjezik ve antipiretik etkisi nedeniyle
YDE’lerde siklikla kullanilmaktadir. Bu calismada; farelerde olusturulan S.aureus

nedenli YDE’lerde yara iyilesmesi iizerine, ibuprofenin etkisi arastirilmstir.

Bu arastrmada farelerde siklofosfamidle yumusak doku enfeksiyonu
olusturularak yara boyutlar1 giinlik olarak goriintiilenmis, deney ve kontrol
gruplarinin serumlar1 alinarak ELISA yontemiyle serum TNF alfa, IL-1, IL-6 ve
VEGF seviyelerine bakilmistir. Alinan doku 6rneklerinde immiinohistokimyasal ve

hematoksilen eozin yontemleri kullanilarak doku sitokin reaksiyonlar1 incelenmistir.

Farelerde deney gruplari; B grubu (bakteri grubu), Bi grubu (bakteri +
ibuprofen grubu), BA grubu, (bakteri + ampisilin grubu), BIA grubu (bakteri +
ibuprofen + ampisilin grubu  olarak belirlenmis, deney gruplarinin tamami
siklofosfamidle immiinsiiprese edilerek S.aureus ile enfekte edilmistir. Kontrol
gruplar1 ise; siklofosfamidli bakterisiz (S1B2), siklofosfamidsiz bakterili (S2B1),
hi¢bir islem yapilmayan sham grubu (S2B2) olarak belirlenmistir.

Bi grubuyla, B grubunun yara boyutlarinda ikinci giinden ¢alismanin sonuna
kadar belirgin bir degisim goriilmemistir. BA grubu ile BIA grubunda ise; yara
boyutlarinda giinler iginde dereceli olarak kiigiilme gdzlenmistir. BI grubu ve B
grubu yara boyutlar1 agisindan karsilastirildiginda yedi giin boyunca aralarinda
istatistiksel bir fark bulunmazken (p>0,05) bu iki grupla BA grubu ile BIA grubu
arasmnda ise istatistiksel fark saptanmistir (p<0,05). B grubunda olusan nekroz Bi
grubuna gore daha erken gerceklesmistir. B grubunda ilerleyen giinlerde
amputasyona bagli ekstremite kaybi goriilmiistiir. BA grubu ile BIA grubunda;

nekroz ve amputasyon goriilmemistir.
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Serum TNF alfa ve IL-1 ortalama seviyeleri biitiin gruplarda diisik olarak
bulunmustur. Gruplarin aralarinda istatistiksel bir fark goriilmemistir (p>0,05).
Serum IL-6 ortalama degeri birinci giinde B grubunda diger gruplara goére daha
yiiksek olarak bulunmus, bu fark; BI grubu, BA grubu ve sham grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). ilk giin olusan
bu fark diger giinlerde kaybolmustur. Bi grubuyla diger gruplar arasinda istatistiksel
bir fark bulunamamustir (p>0,05). Ugiincii giin tiim gruplarda diisiik bulunan serum
VEGF degerleri, 7. giin belirgin olarak artmustir. BI grubunun diger deney
gruplariyla aralarinda istatistiksel bir fark bulunmamaktadir (p>0,05). Hematoksilen
eozin boyama ve immiinohistokimyasal ¢alisma sonuglari ELISA sonuglarini

desteklemistir.

Sonug olarak; ibuprofenin S.aureus nedenli YDE’lerde yara iyilesmesine
olumsuz etkisinin bulunmadig1 goriilmiistiir. Diger NSAII’ler kullanilarak yapilacak

olan ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir

Anahtar Kelimeler: NSAIl. ibuprofen.. Ampisilin. Siklofosfamid ELISA
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SUMMARY

The effect of ibuprofen upon soft tissue infections caused by Staphylococcus
aureus in mice.

Dr. M.Ugur CITIL

Soft tissue infections (STI) is one of the most frequent infection diseases.
Oftenly, the causes of bacterial STI are gram positive microorganisms such as
Staphylococcus aureus. Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) such as
ibuprofen are often used in ST due to analgesic and antipyretic effects. In this study;
in rats, the effects of ibuprofen on wound healing in STI caused by S. aureus were
investigated.

In this study, the STI was created by using cyclophosphamide and the wound
sizes were viewed daily, by taking the serum of treatment and control groups, the
levels of serum TNF alpha, IL-1, IL-6 and VEGF were seen with ELISA method.
With tissue samples, cytokine tissue reactions were studied by using

immunohistochemical and hematoxylin- eosin methods.

The test groups were determined as ; group B, (bacterium group), group BI
(bacterium + ibuprofen group), group BA, (bacterium + ampicillin group), group
BIA., (bacterium + ampicillin + ibuprofen group) and the all test groups were
immunosuppressed and infected with cyclophosphamide and S. aureus. And the
control groups were determined as; cyclophosphamide without bacterium (S1B2),

bacterium without cyclophosphamid(S2B1), and no action sham group (S2B2).

However there was no significant change until the end of study between
wound sizes of the groups group B and group B, but in group BA and in group BIA
gradual reduction in wound sizes was observed within days. When group B and
group Bi compared in terms of wound size for seven days, there was no statistically
significant difference between them (p>0,05), but between these two groups, group
BA and the group BIA, the statistical difference was observed (p <0.05). Necrosis
was realized early in group B than group BI. In the coming days , limb loss was
observed depending on amputation in group B. In group BA and group BIA the

necrosis and the amputation were not observed.
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The average serum levels of TNF alpha and IL-1 was found low in all groups.
There were no statistical differences between groups (p> 0.05). The mean value of
serum IL-6, in the first day in group B was found to be higher compared to other
groups, and when this difference was compared to group BI, group BA and sham
group, it was found statistically significant. (p<0,05). This difference occurred in the
first day, was lost in other days. No statistical difference was found between group
Bi and the other groups (p> 0.05). Low serum VEGF levels in all groups on the third
day, significantly increased on 7th day. There was no statistically significant
difference between group BI and the other treatment groups (p> 0.05). The results of
hematoxylin eosin staining and immunohistochemical studies have supported the
results of the ELISA.

As a result; it was seen that there was no negative effect of ibuprofen on
wound healing in soft tissue infections caused by S. aureus. There is a need for other

studies to be performed using other NSAIDs.

Keywords: NSAIDs. Ibuprofen . Ampicillin. Cyclophosphamide. ELISA.
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GIRIS

Yumusak doku enfeksiyonlar1 (YDE) yaygin goriilen enfeksiyonlardandir.
Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) YDE ile her yil 14 milyon kisi hastanelere
ve acil servislere bagvurmaktadir (1, 2). Normal deri yiizeyi stafilokoklar,
korinebakteriler, propionibakteriler ve mayalardan olusan mikrobiyal bir flora ile
kaphdir. Bu flora patojen bakterilerin kolonize olmasmi onler. Ancak travma,
cerrahi yaralar, bacak iilserleri gibi deri biitiinliigiini bozan durumlarda bakteri

kolonizasyonu gergekleserek deri enfeksiyonlar1 ve YDE olusabilir (3).

Bakteriyel kaynakli YDE’lerin c¢ogunlukla nedeni gram pozitif
mikroorganizmalardir. Staphylococcus aureus, A ve B grubu streptokoklar,
Streptococcus viridans ve Enterococcus faecalis basta gelen nedenlerdir. Daha az
siklikla Haemophilus influenzae, Pasteurella multocida, Vibrio spp, Pseudomonas
spp, Aeromonas spp, Proteus spp gibi gram negatif mikroorganizmalar,
Mycobacterium spp ve anaeroblar etken olabilir. Toplum kaynakli Methicillin
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA)’lar ABD’de YDE’lerin en sik nedenidir
(4).

Non steroidal antiinflamatuar ilaglar (NSAII) analjezik ve antipiretik etkisi
nedeniyle YDE’lerde siklikla kullanilmaktadir (5). ibuprofen, fenilpropionik asit
tiirevidir ve en fazla kullanilan NSAII’dir. Analjezik, antipiretik ve antiinflamatuar
etkinligi diger fenilpropionik asit tlirevlerine oranla daha zayiftir (6). Ampisilin ve
ibuprofenin klinikte beraber kullanminin tedaviye etkisi ile ilgili veriler ¢eliskilidir.
NSAIl kullanimmin, A grubu streptokok (GAS) ile olusan enfeksiyonlarin
prognozunu olumsuz yonde etkiledigini gdsteren ¢aligmalar mevcuttur (5, 7). Daha
onceki deneysel rat modeli ile yapilan caligmalarda, peptostreptokoklar ile
olusturulan nekrotizan fasiit (NF) enfeksiyonunda, diklofenak’in bakteri miktari
iizerine etkisi incelenmis, bu ilacin bakteri yiikiinii artirdigi ancak bu artigin
istatistiksel olarak anlamli bulunmadigi saptanmustir (8). Stafilokok ve streptokoksik
toksik sok sendromu’nda yiiksek mortalite patogenezinde NSAII’lerin rolii oldugu
bildirilmistir (5).



Bu c¢alismada; immiinsiiprese farelerde S.aureus ile olusturulan YDE
tedavisinde ibuprofenin etkinligi incelenerek, ibuprofenin yara iyilesmesindeki
roliiniin arastirilmas: amaglanmistir. Bu maksatla ELISA yontemiyle sitokin
seviyeleri takip edilmis, yara boyutlar1 giinliik goriintiilenerek degerlendirilmis ve

alinan doku drnekleri histopatolojik olarak incelenmistir.



GENEL BIiLGILER

STAPHYLOCOCCUS

Tarihce

Stafilokoklar; ilk olarak 1878’de Robert Koch tarafindan tanimlanmis, 1880°de
Pasteur tarafindan siv1 besiyerinde iiretilmistir. 1881°de Iskogya’li cerrah Alexander
Ogston stafilokoklarin fare ve kobaylar i¢in patojen oldugunu vurgulamistir.
Stafilokok tanmmi ilk defa 1883 yilinda yine Ogston tarafindan inflamasyon ve
stiptirasyona neden olan mikrokok gruplar1 olarak tanimlanmistir. Ogston piyojenik
koklar1 kiimeler halinde olan stafilokoklar ve zincirler olusturan streptokoklar olarak
iki gruba ayirmistir. Rosenbach 1884 yilinda stafilokoklar1 S.albus ve S.aureus
olarak aywrmus, Zopf 1885°de kiime olusturan stafilokoklar1 ve tetrad yapan
mikrokoklar1 Micrococcus genusu igine koymustur. 1886 yilinda Flige

Staphylococcus cinsi ile Micrococcus cinsini ayirmistir (9).

Genel Ozellikleri

Stafilokok cinsinin tiyeleri; diizensiz iiziim benzeri kiimeler olusturan, daha az
siklikla tek ve cift tetratlar ve kisa zincirler olusturan, gram pozitif, 0.5-1.5
mikrometre ¢apinda koklardir. Stafilokoklar hareketsiz, sporsuz ve genellikle katalaz
pozitiftir. Tipik kapsiil olusturmazlar veya laboratuvar sartlarinda smnirh kapsiil
olusturururlar. Karbonhidratlardan gaz olusturmazlar. S. saccharolyticus ve
baslangicta anaerobik ireyen fakat pasajla aerotoleran olan S. aureus subsp.
anaeribus disinda fakiiltatif anaerobturlar (10, 11). Stafilokok genusunda bu giine
kadar 37 civarinda tiir saptanmig olup bunlardan 17 kadari insana ait klinik
materyallerden soyutlanmugtir. Stafilokok tiirleri DNA/DNA iliskileri ve fenotipik
ozelliklerine gdre en az dort grup altinda toplanabilirler. Insanlardaki stafilokok
enfeksiyonlarinda oncelikle patojen olarak S. aureus yer almaktadir. Bundan baska

firsatg1 patojenler olarak S. epidermidis ve S. saprohyticus siklikla enfeksiyon



olustururlar. Daha nadir patojenler olarak S. haeomolyticus, S. hominis, S. warneri,

S. saccharolyticus, S. cohnii ve S. simulans goriilmektedir (12).

S.AUREUS

Morfoloji ve Biyokimyasal Ozellikleri

S. aureus, yaklasik 1 mikrometre ¢apinda tam yuvarlaga yakin koklardir.
Uremeleri sirasinda birbirlerinden ayrilmadiklarindan iiziim salkimi goriiniimii
olustururlar. Pigmentli, fakiiltatif anaerop olup ¢ogunlukla aerop iireyen, iircaz ve
koagiilaz olumlu bakterilerdir. Beta hemoliz yapmalari, mannitol, siikroz, maltoz ve
trehaloz’dan asit olusturmalari, %10 NaCl’de iiremeleri, alfa toksin yapmalari,

novobiocin duyarliliklari, sporsuz ve hareketsiz oluslar1 diger 6zellikleridir (12).

Kiiltiir Ozellikleri

S. aureus’lar basit besiyerlerinde iireseler de kanli besiyerinde daha iyi ¢ogalir
ve koloniler etrafinda tam hemoliz meydana getirirler. 37°C’de ve pH 7.4’de iyi
irerler. Jeloz besiyerinde tireyerek, yuvarlak kenarli, mat, kabarik, parlak yiizeyli, S

tipinde ve 1-2 mm ¢apinda altin saris1 renkte koloniler yaparlar (12).

Virulans Faktorleri

Hiicre Duvan

S. auerus’un hiicre duvar1 yapisi tipik gram pozitif kok 6zelligi gostermektedir.
Hiicre duvari; peptidoglikan, teikoik asit ve protein A (SpA) seklinde olmak iizere
ti¢ temel antijenik yap1 tagimaktadir (11). Hiicre duvarinin en 6nemli bileseni
peptidoglikandir. Peptidogikan tabakasmin yapisinda bulunan N-asetil muramik asit
(NAMA) ve N-asetil glukozamin (NAGA) gibi polisakkaritler birbirlerine 1,4-beta
baglartyla baghdirlar (13). S. auerus’un hiicre duvari yapisinda 2 farkli teikoik asit

bulunmaktadir. Bunlar ribitol teikoik asit ve gliserol teikoik asittir (14).



Protein A (SpA)

S. aureus’un d6nemli bir virulans faktorii olan SpA 42 kDa mol agirliginda olup
E, D, A, B ve C olmak iizere bes tane ekstraseliiler immiinoglobulin (Ig) baglanma
alanma sahiptir. Bu sayede Ig’lerin Fc ve Fab kisimlarina tutunmaktadir. Ozellikle
IgG’nin Fc kismi ile IgM’nin Fab kismina baglanmaktadir. Bunlarin disinda da von
willebrand faktor, timor nekroz faktor reseptor-1 (TNFR-1) ve epidermal biiyiime
faktorii reseptorii (EGFR) gibi plazma proteinlerine de tutunmaktadir. SpA bu
tutunmayr N-terminal bolgesi ile saglamaktadir. C-terminal bolgesiyle de hiicre
duvarmmin peptidoglikan tabakasina baglanmaktadir. SpA’nin ayrica kompleman
fiksasyonunu Onleyici etkisinin yaninda antifagositik, mitojenik ve kemotaktik
etkileri de bulunmaktadir. SpA kanser tedavisinde kullanilmis ve basarili sonuglar
almmistir. Cesitli calismalarda SpA’nin endotoksinle kombinasyonunun IL-1

yapimini arttirdigi gosterilmistir (15, 16, 17).

Kapsiil

S. aureus’un kapsiil tiretimi ilk defa Gilbert tarafindan 1931°de tanimlanmustir.
S ve M tipi koloniler iireten S.aureus’lar daha ¢ok kapsil iiretmektedir. Kapsiil
bakteriyi fagositozdan korur ve adherenste rol oynar. Bu bakterilerle olusan
enfeksiyonlar daha invazif seyrederler. Onbir kapsiil serotipi tanimlanmistir. insan

enfeksiyonlarmdan genellikle serotip-5 ve serotip-8 sorumludur (18).

Enzimleri

Koagulaz

Koagulaz enziminin serbest ve bagli olmak iizere iki tipi bulunmaktadir. Isiya
duyarli ve ekstraseliller bir enzim olan olan serbest koagulazin sekiz serotipi

bulunmaktadir. Tip testi ile rutin laboratuar uygulamalarinda saptanabilen bu

enzimin aktivasyonu i¢in coagulase reacting factor (CRF) gereklidir. Bagh



koagulazin aksine serbest koagiilaz bir virulans faktoriidiir. S. aureus serbest
koagulaz ile etrafinda kalin bir fibrin tabakasi olusturarak fagositozdan korunur.
Istya direngli olan ve bakterinin hiicre yilizeyinde bulunan bagl koagiilazin tek
serotipi bulunmaktadir. Lam agliitinasyon deneyi ile varligi saptanan bu enzimin
aktivasyonu i¢in CRF’ye ihtiya¢ bulunmamaktadir. S.aureus koagiilaz pozitifligi ile
diger stafilokoklardan ayrilir (12, 16, 19).

Katalaz

Bakterinin fagositozu sirasinda ya da bakteri metabolizmasi sonucunda agiga
cikan katalaz enzimi fagositoz sirasinda makrofajlar tarafindan salman hidrojen
peroksiti (H,O;) oksijen ve suya indirger. Ayrica olusan serbest oksijen doku
hasarma neden olmaktadir. Bu enzim biitiin stafilokoklarda mevcut iken streptokok

tirlerinde bulunmamaktadir (10, 12).

Stafilokinaz

Lizojenik stafilokok suslar1 tarafindan salgilanan safilokinaz enzimi 15.5 kDa
mol agirhiginda olup plazminojeni plazmine aktive eder. A¢iga ¢ikan plazmin; fibrin,
kollajen ve elastinin yikimma neden olur. Antiviral ve bakterisidal etkinlige sahip
human neutrophil peptides’ lere (HNP) baglanarak onlarin bu etkilerini nétralize

eder. Boylece fagositoza karsi direng gelistirir (20).

Hyaluronidaz

S. aureus suslarmin birgogu trafindan {iretilen bu enzim 92 kDa mol
agirliginda olup yayilma faktorii olarak ta bilinmektedir. Bag dokusu tarafindan
salgilanan ve bakteriyel ajanlara kars1 bariyer olusturan hyaluronik asiti hidrolize

ederek virulansta gorev alir (21).



Lipaz

Lipaz enzimi S. aureus suslarinin kolonizasyonu ve invazyonunda énemli rol
oynar. Ozellikle septisemi, abse ve derin doku enfeksiyonlarinda enzim aktivitesinde
artis meydana gelir. Onceki calismalarda anti lipaz serumunun S. aureus’un

olusturdugu biyofilm formasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (22).

Niikleaz

S. aureus suslarinin énemli bir kisminda bulunan siya direngli bir enzimdir.
Bu enzimin iretiminin ozellikle intranazal kaynakli akciger enfeksiyonlarinda
mortaliteyi arttirdig1 gosterilmistir. Enzim bu etkisini neutrophil extracellular traps

(NET) aracili antimikrobiyal aktiviteyi inhibe ederek olusturmaktadir (23).

Slime Faktor

Ekzopolisakkarit, teikoik asit ve proteinden olusan slime factor; S. aureus
suslarmin adheransmi kolaylastirarak bu mikroorganizmalarin protez, endotrakeal
tiip, kateter gibi biyomateryalleri kaplayan biyofilmler olusturmasini saglar. Slime
faktor bakteriyi fagositozdan korur, notrofillerin etkisini onler ve lenfosit aktivitesini
azaltir. Slime faktor iireten suglar, antibakteriyel tedaviye, olusturmayanlara gore

daha direnglidirler (24).

Deoksiriboniikleaz ( DNAse)

Koagiilaz olumlu olan stafilokoklarin bircogu DNAse olustururlar. Enzim
niteligindeki bu madde DNA y1 hidrolize eder (12).

Ureaz

Ureaz enzimi aminoasit metabolizmasinda ve iire siklusunda gorev alan bir

enzimdir. Bu enzime sahip olan bakteriler reaksiyonlar sonucu agiga ¢ikan iireyi



CO; ve NHs’e doniistiiriirler. Biyofilm olusturan bakteriler metabolizma sonucu
olusan laktik asit ve formik asit nedeni ile diisen asidik pH'dan iireaz enzimi ile

korunurlar. Ureaz aktivitesinin biyofilm varligmin siirdiiriilmesinde énemli oldugu
bildirilmektedir (25).

Proteaz

S. aureus’lar metallo, serin ve sistein proteazlar gibi ekstraselliiler proteazlar
uretirler. Bu proteazlar konaga ait defans mekanizmalarini bozarak dokulara
yayilmada rol oynarlar. Proteazlar konak proteinlerini yikarak, yaygin doku
harabiyetine neden olurlar. Ayrica S.aureus’lar bu enzimle mikrobiyal tireme i¢in
gerekli besinlerin olusumunu saglarlar. Atopik dermatitli hastalardan izole edilen

S. aureus suslarinda yiiksek proteaz ekspresyonu oldugu gosterilmistir (26, 27).

Beta laktamaz

Pensilini inaktive eden bir enzimdir. 1941 yilinda penisilin G’nin klinikte
kullannmiyla beraber S. aureus’a bagl gelisen 6liimciil infeksiyonlarda dramatik
olarak azalma goriilmiistiir. Ancak S .aureus’larin salgiladiklar1 beta laktamaz
enzimi 20 yil i¢inde penisilin direnci olusturmustur. Bu nedenle 1959 yilinda beta
laktamaz enzimine dayanikli semisentetik bir penisilin olan metisilin klinikte
kullanilmaya baslanmistir. Ancak, S. aureus infeksiyonlarmnin tedavisinde metisilin
kullaniominin baglamasindan sadece iki yil sonra, 1961 yilinda ilk MRSA izolat1
tanimlanmustir (28, 29).

Toksinler;
Hemolizinler
Alfa Hemolizin (Alfa Toksin); S. aureusun en 6nemli ekzotoksinidir. Hiicre

yiizeyinde porlar olusturmak suretiyle konak hiicre membran biitiinliiglinii ve iyon

gradiyentini bozarak hiicrenin 6liimiine neden olur. Alfa toksin’in stafilokokal



hastalik patogenezinde Onemli rolii bulunmaktadir. Alfa toksin iiretimi bozulan
mutant suslarmm virulansinda azalma goriilmektedir (30, 31). Beta Toksin;
S.aureus’un beta toksini magnezyum varhiginda aktiflesen bir sphingomyelinazdir.
Bakteri bu enzimle sphingomyelini seramid ve fosfokoline yikar. Beta toksin en iyi
koyun daha az olarak da tavsan eritrositlerini hemolize eder (32, 33). Gama Toksin;
Ik olarak Smith ve Price tarafindan 1938’de tanimlanmustir. S.aureus’lar tarafindan
salgilanan bu toksine insan, tavsan ve koyun eritrositleri duyarli iken at ve kus
eritrositleri direnglidir (33). Delta Toksin; S.aureus suslarmin %97 sinde
bulunmaktadir. Antijenik degildir. Litik spektrumu oldukg¢a genistir. Alfa ve beta
toksinin aksine sekresyon mekanizmasi tam olarak anlagilamamustir. Eritrosit,

trombosit, 16kosit ve makrofajlar1 hasara ugratir (34).

Panton-Valentine Lokosidin (PVL)

IIk defa 1932 yilinda Panton ve Valentine tarafindan tanimlanan bu toksin
16kosit harabiyeti olusturdugu i¢in l6kosidin olarak adlandirilmistir. PVL-pozitif
S. aureus enfeksiyonlarinin PVL-negatif olanlara gore daha invazif seyrettigi
bilinmektedir. F ve S olmak iizere iki komponentten olusur. Her iki komponent te
antijeniktir. Hiicre zarinda potasyum ve diger katyonlara kars1 gecirgenligi artiran
gbzeneklerin agilmasini saglayarak hiicre harabiyetine neden olmaktadir (11, 12, 35,
36).

Pirojenik toksin

S. aureus’ lardan salinan pirojenik toksin tipki toksik sok sendromu toksini
(TSST-1) ve enterotoksinler gibi siiperantijen 6zelligi gosteren bir toksindir. Major
histocompatibilitycomplex (MHC) smif II proteinlerine baglanarak, asir1 T hiicre

yapimi ve sitokin salinimina neden olur (11, 12, 37).



Enterotoksin

Basta S. aureus olmak fiizere, S. epidermidis gibi diger baz1 stafilokoklar
tarafindan yapilan enterotoksin tek zincirli, polipeptid yapida, 1siya direngli bir

toksindir. Bu toksinin bilinen 14 serotipi bulunmaktadir (38, 11).

Epidermolitik Toksin (Eksfoliatif toksin )

Eksfoliatif toksin 24000 kDa agirhiginda olan ekzotoksin niteliginde bir
toksindir. 1971'de bulunan bu toksin soyulmus deri sendromuna neden olmaktadir.
Antijenik ve biyokimyasal yapilar1 bakimindan A ve B tipleri vardir. A tipinin
kromozomal ve B tipinin plazmide bagli genler tarafindan olusturuldugu

saptanmustir (11, 39).

Toksik sok sendromu toksini (TSST-1)

Stiper antijen niteliginde bir ekzotoksindir. Bol miktarda IL-1, IL6, TNF alfa
salinimina neden olarak ates, hipotansiyon, bobrek yetmezligi ve bas agrisi, biling
bulanikligina neden olur. Menstriiasyonla iligkili olan ve non menstriiel olmak {izere
iki alt tipinden bahsedilmektedir. Menstruasyonla iliskili olan tipinde altta yatan

vajinal tampon kullanimi 6ykiisii bulunmaktadir (40, 41).
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YUMUSAK DOKU ENFEKSIYONLARI

YDE deri ve deri alti yumusak dokunun c¢esitli mikrobiyal ajanlarla
invazyonudur. Farkli etyolojik nedenlerle olusabilen YDE’ler yaygin goriilen
enfeksiyonlardan olup hafiften orta siddete kadar degisen klinik tablolara neden
olmaktadir (42, 43). Travma, yanik, intravendz ilag kullanimi, diyabet ve diger
kronik rahatsizliklar, malignite ve gecirilmis olan ameliyatlar YDE i¢in gesitli risk
faktorleridir (44).

Toplum kokenli YDE’lerin biiylik bir kismini seliilit, impetigo, follikiilit,
erizipel, fronkiil ve karbonkiil olusturur. Bu enfeksiyonlarm biiyiik ¢ogunlugu ciltte
bulunan stafilokok ve streptokok cinsi gram pozitif bakteriler ile gelisir. Daha az
siklikla karsilastigimiz nekrotizan YDE’ler ise aerop ve anaerop bakterilerin

sinerjistik etkisiyle meydana gelen fulminan enfeksiyonlar sonucu gelisir (45).

Impetigo

Impetigo, klasik olarak 2-5 yas aras1 ¢ocuklarda ve geng eriskinlerde goriilen
primer piyodermidir. Genellikle ekstremitelerde ve yiizde goriiliir. Basit yiizeyel
impetigo ve biilloz impetigo olmak tizere iki farkli formda seyreder (45, 46). Basit
yiizeyel impetigo; daha sik goriilir. Eritemli zeminde papiilovezikiiler olarak
baslayip daha sonra piistiile olur ve tipik bal rengi kabuklanma ile yavas seyirle
iyilesir. En sik bas, yiiz ve uzuvlar gibi viicudun agik alanlarinda goriiliir. Etkenler
siklikla Streptococcus pyogenes ve S. aureus’tur. (45, 47). Biilloz impetigo; daha
cok yenidogan ve siit cocuklugu doneminde goriiliir. Eritemli zeminde agik sari
renkli biilloz lezyonlar piistille olarak ince, kahverengi bir kurutla iyilesir.

Kasintisizdir. En sik S. aureus’un faj 11 grubu toksini ile gelisir (45, 48).

Fronkiil ve Karbonkiil

Fronkiil; kil folikiiliiniin S. aureus ile akut nekrotik infeksiyonudur. Siklikla

vellus tipi killar etkilenir. Kil folikiiliinde abse gelisimini nekroz ve kil folikiiliiniin
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destriiksiiyonu takip eder (49). Karbonkiil; birbiri ile bitisik abse formasyonlarmdan
olusur. S. aureus’un neden oldugu kil folikiillerini ve subkutan yag dokusunu

etkileyen derin yerlesimli bir enfeksiyondur. (50).

Paronisya ve Felon

Paronisya; parmaklarm en sik goriilen enfeksiyonudur. Tirnak kokii yumusak
dokusunun genellikle S. aureus ile enfekte olmasi sonucu ortaya ¢ikar (51). Felon;
parmak distal falanks pulpasmin kapali bosluklu enfeksiyonudur. Etken ¢ogunlukla
S. aureus’dur (51).

Hidradenitis siipiirativa ve Mastit

Hidradenitis stiptirativa; koltuk alt1, kasik ve perianal bolgedeki apokrin
bezlerin kronik tekrarlayict enfeksiyonudur. (51). Mastit; laktasyon dénemindeki
kadinlarda 6zellikle postpartum ilk 6 haftada goriiliir. Emziren annelerin %3 ile %20
‘sinde laktasyonel mastit goriilebilir. Iki hastalikta da en sik etken S. aureus’dur
(52).

Sikozis ve Folikiilit

Tim folikiil tnitesini etkileyen subakut ya da kronik seyirli piyojenik
enfeksiyondur. Bu olgularda S. awureus’un burun tasiyicihigi yiiksek oranda soz
konusudur. (49). Folikiilit; asir1 hidrasyon veya keratin tikaci nedeniyle olusan kil
folikiilinin bakteri ve mantar gibi ajanlarla olusan piyodermisidir. En sik etken S.

aureus’dur (53).
Erizipel ve Seliilit
Erizipel; dermisin ve subkutan dokunun {ist tabakalarmin bakteriyel

enfeksiyonudur. Keskin sinirli eritemli bir smir1 vardir. Keskin sinirli eritem

subkutan dokunun st kisimlarmin tutulumu sonucu olusur. Vakalarin birgogunda
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genellikle GAS etkendir (49). Seliilit; cilt ve cilt alt1 dokusunun akut karakterli bir
enfeksiyonudur. Siklikla GAS ve S. aureus basta gelen etkenlerdir (54). Lokal
hassasiyet, agri, Kizariklik, 1s1 artisi, 6dem, ates ve bolgesel lenfadenopati klinik

bulgular arasinda yer almaktadir (55).

Diyabetik Ayak

Diabetes Mellitus (DM) hastalarinin yaklasik %15°1 hayatlarinin herhangi bir
doneminde ayak iilseri problemi yasarlar. Bu ilserlerin ise %40-80 oraninda enfekte
olduklar1 gosterilmistir.  Ayak enfeksiyonlar1 diyabetin en sik ve ciddi
komplikasyonlarindan biridir. Yapilan c¢aligmalar, travmatik olmayan ayak
ampiitasyonlarinin en 6nemli nedeninin diyabetik ayak enfeksiyonlari oldugunu
gostermektedir (56, 57). Bu tip enfeksiyonlarda S. aureus ve [-hemolitik
streptokoklar (6zellikle B grubu olmak iizere A, C ve G grubu) en sik izole edilen
patojenlerdir (58, 59).

Dekiibit iilseri

Fiziksel durumu iyi olmayan yataga bagiml yash kimselerde ¢ok yaygin
goriilen ancak Onlenebilir bir durumdur (60). Aerob ve anaerob bakteriler etken
olabilirler. Aerob bakteriler anaeroblardan daha sik etkendir Proteus mirabilis,
Escherichia coli, enterokoklar, stafilokoklar ve pseudomonas tiirleri aerob etkenler
olarak sayilabilir. Anaerob etkenlerden ise Peptostreptococcus spp, Bacteroides
fragilis ve Clostridium perfringens basi ¢ekmektedirler. Tiim bakteriler igerisinde
dekiibit {ilserine ise ensik neden olan etkenler; Bacteroides fragilis,

Peptostreptococcus spp, Proteus mirabilis ve S. aureus’lardir (61).
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NON STEROIDAL ANTIINFLAMATUAR ILACLAR (NSAITQ)

Opioid analjezikler disinda kalan analjeziklere NSAII denir. Degisik
seviyelerde antiinflamatuar, analjezik ve antipiretik etkileri olan heterojen bir grup
ilagtir. Non selektif COX inhibitorleri ve selektif COX inhibitorleri olarak iki grupta
smiflandirilmaktadir (62,63).

Non selektif COX inhibitorleri (62,63)

Salisilik asid deriveleri: Aspirin, sodyum salisilat, kolin magnezyum trisalisilat,
salsalat, diflunisal, sulfosalazin, olsalazin

Para-aminofenol deriveleri: Asetaminofen

Indol ve inden asetik asidler: iIndometazin, sulindak

Heteroaril asetik asidler: Tolmetin, diklofenak, ketorolak

Fenilpropiyonikasidler:  Ibuprofen, naproksen, flurbiprofen,  ketoprofen,
fenoprofen, okzaprozin

Antranilik asid ( fenamatlar) : Mefenamik asid, meklofenamik asid

Enolik asidler: Oksikamlar (piroksikam, meloksikam)

Alkononlar: Nabumeton

Selektif COX-2 inhibitirleri (62,63)

Diaril-substituted furanonlar: Rofekoksib
Diaril-substituted pirazollar: Selekoksib
indol asetik asitler: Etodolak

Sulfonanilidler: Nimesulid (62, 63).
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Ibuprofen

Ibuprofen fenilpropionik asit tiirevleri icinde ilk bulunan ve en fazla
kullanilan molekiildiir. Asetilsalisilik asit ve parasetamolden sonra en fazla
kullanilan analjezik ilaglardir. Bazi1 bati iilkelerinde regetesiz ilag statiisiindedir.
Kullanim paterni iilkeden iilkeye farklilik gosteren bu ilag 6zellikle akut agri, ates ve
inflamasyonda kullanilmaktadir. Plazma proteinlerine yiiksek oranda baglanir.
Karacigerde metabolize edilmek suretiyle inaktive edilir. Eliminasyon yarilanma
siiresi 1.6-2.5 saattir. ibuprofenin en sik goriilen yan etkileri gastrointestinal kanal ile
ilgili olanlaridir. Bu yan etkileri aspirin ve indometazine gore daha seyrek goriiliir.
Nadiren su ve tuz retansiyonu, ddem ve kemik iliginde (Ki) granulositik aplazi
yapabilir. Deney hayvanlarinda teratojenik etki yapmadig1 goriilmiistiir. Ancak diger
antiinflamatuar ilaglar gibi gebe kadinlarda ve emzirenlerde kullanilmasi tavsiye

edilmez (62). Ibuprofen’in kimyasal yapis1 sekil-1’de gdsterilmistir.
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Sekil-1: Ibuprofen’in kimyasal yapist

15



SITOKINLER

Sitokinler; organizmada immiin sistemin regiilasyonunda ve inflamatuar
olaylarda 6nemli rol oynayan molekiillerdir. Lenfositlerin meydana getirdigi
sitokinlere lenfokin, monositlerin meydana getirdigi sitokinlere ise monokin denir.
Sitokinler yabanci antijenlere ve ajanlara karsi organizmanin reaksiyonlarmnin
kontrol ve diizenlenmesinde 6nemli rol oynarlarken ayni zamanda hiicreler arasi
iligkileri de diizenleyerek lokal ve sistemik inflamatuar cevapta yer alirlar.
Sitokinlerin 6nemli bir bolimii interlokinler (IL) olup baslica gorevleri immiin
sistem hiicrelerini uyarmaktir (65). IL’lerin biyolojik etkileri tablo-1’de

gosterilmistir (66).

Interlokin-1 (IL-1)

IL-1 alfa ve IL-1 beta olmak tizere iki farkli proteinden meydana gelmektedir.
IL-1’in esas kaynag1 monositler ve tiim yerlesik makrofajlardir. Monositler daha ¢ok
IL-1 beta yapmakla beraber IL-1 alfa’y1 da yapmaktadirlar. Baz1 hiicrelerde 1L-1
devamli olarak yapilabilirse de; mikroorganizmalarla, lipopolisakkarid (LPS) ve
muramil dipeptid gibi maddelerle uyarimdan sonra daha fazla IL-1 yapilmaktadir.
Uyarillan makrofajdan IL-1’in salinmasi ile ilgili mekanizma kesin olarak
bilinmemektedir. Ancak hiicre i¢inde yer alan kalsiyum iyonunun rol aldigi tahmin
edilmektedir (65, 68).

Interlokin-6 (1L-6)

Yirmialt1 kDa agirliginda olan ve 184 amino asitten olusan IL-6, ilk olarak
preaktivasyon halindeki normal insan lenfositleri ve Ebstein Barr Viriis’ii tarafindan
transformasyona ugratilmis B lenfositler tarafindan immunglobulin salgilatan bir
faktor olarak tanimlanmistir. 1L-6 reseptorii baslica hepatosit, monosit, B hiicreleri
ve noétrofiller tarafindan eksprese edilmektedir. Pleiotropik bir sitokin olan IL-6
cesitli gorevlerinden dolayr B hiicre stimulatér faktor II, interferon beta 2,

myeloma/plazmasitoma biiylime faktorii, hibridoma biiylime faktordi, hepatosit
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stimule edici faktor, B hiicre farklilastiric1 faktor ve sitotoksik T hiicre farklilastirict

faktor olarak da adlandirilir (65, 67, 69).

Tablo 1. IL lerin biyolojik etkileri (66)

Interlokin

Temel hiicre kaynaklan

Biyolojik etkileri

IL-1

Makrofajlar, keratinositler,
fibroblastlar, T ve B lenfositler

T ve B lenfosit farklilagmast,
yang1 ve kan hiicrelerinin
yapimi, ates, akut faz
proteinlerinin sentezi, sitokin
sentezini uyarma

IL-2

T lenfositler

T ve Natural Killer
hiicrelerinin (NK)
aktivasyonu, T ve B lenfosit
gelisim faktorii

IL-3

T lenfositler, makrofajlar, mast
hiicreleri

Hematopoetik biiyiime
faktort, ilk myeloid hiicrelerin
gelisimini arttirma, mast
hiicrelerinin aktivasyonu ve
histamin sentezi

IL-4

Yardimc1 T lenfositler

T ve B hiicre biiyiime faktorti,
IgE reaksiyonlarmimn
arttirilmasi

IL-5

Yardmmci1 T lenfositler, mast
hiicreleri, B lenfositler

B hiicre ve eozinofillerin
uyarilmasi, IgA, IgE
uretiminin arttirilmasi

IL-6

Fibroblastlar, monositler

B hiicre biiylime faktorii,
poliklonal Ig tiretimi, yanginin
arttirilmasi

IL-7

Stroma hiicreleri, dalak ve bobrek
hiicreleri

T ve B lenfosit gelisim
faktorii, timosit cogalmasi ve
sitotoksik T lenfosit
aktivitesini arttirma

IL-8

Makrofajlar, T lenfositler

Notrofillerin aktive edilmesi,
notrofiller ve lenfositlerin
yangi1 bolgesine ¢ekilmesi,
IgE sentezinin inhibisyonu

IL-9

T lenfositler

Lenfoid ve megakaryositik
hiicrelerinin gelisimi, 19
sentezi, alerji

IL-10

T lenfositler, mast hiicreleri

Sitokinlerin baskilanmasi, NK
hiicre aktivasyonu, lg sentezi

IL-11

KI stroma hiicreleri

Hematopoetik hiicre geligimi,
akut faz protein sentezi, néron
hiicrelerinde farklilasma
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T lenfositlerin gogalmasi, NK
hiicre sitotoksitesi ve IFN-
gama Uretimini arttirma

IL-12 Monositler, makrofajlar,dendritik
hiicreler, B lenfositler

IL-13 T lenfositler IgA ve IgE sentezi

IF-gama iiretimi, B lenfosit

IL-15 Aktive monosit, KI stroma hiicreleri b
cogalmasi ve farklilagmasi

CD4+ lenfositler, eozinofiller

IL-16 . monositler i¢in kemoattraktant
T lenfositler ve CD4+’ler icin biiylime
faktori
IL-17 T lenfositler Sitokin liretimini artirma
IL-18 Monosit, makrofajlar IFN-gama iiretimini artirma

Tiimor Nekroz Faktor Alfa (TNF alfa)

[k olarak bazi tiimdrlerin iizerinde nekrotik etki gdsterdigi saptanarak kasektin
olarak adlandirilmistir (68). TNF alfa saglikli bireylerde normal kosullarda serumda
saptanamaz. Ancak inflamasyon ve enfeksiyon gibi durumlarda serum ve dokularda
miktar1 artmaktadir. Bu artis enfeksiyonun siddeti ile koreledir. Monosit ve
makrofajlar esas kaynagi olmakla beraber mast hiicreleri, T ve B lenfositleri, NK’lar,
notrofiller, endotelyal hiicreler, diiz kas ve kalp kas hiicreleri, fibroblast ve

osteoklast hiicreleri tarafindan da tiretilebilirler (70).

Yapilan arastirmalarda dokularda olusan enfeksiyon ve travmatik hasar sonucu
viicutta hiimoral sistemin aktive oldugu ve ¢esitli sitokinlerin salindig: gosterilmistir.
IL-1 ve TNF-a fosfolipaz A2 vyi aktiflestirerek membran fosfolipidlerinden
arasidonik asit (AA)’i serbestlestirir ve bu yolla inflamatuar cevapta énemli olan

prostoglandin ve 16kotrien gibi eikozanoidlerin sentezlenmesine sebep olur.

Weng ve ark. (5) tarafindan 2011 yilinda Tayvan’da Nekrozitan Fasiit ve
septik artritli hastalardan elde edilmis 3 klinik bakteriemik izolat (GAS-13, GAS-19,
GAS-Jack) ile yapilan ¢aligmada ibuprofenin S.pyogenes kaynakli YDE {izerine
etkisi incelenmistir. ibuprofenin Serum ve dokuda IL-6 veTNF alfay arttirarak yara

iyilesmesini geciktirdigi sonucuna varilmigtir.

18



Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Trombosit Kaynakli Biiyiime Faktorleri siiper ailesinin iiyesi olan VEGF
ailesi, endotel hiicreleri i¢in 6zgiildiir. Viicutta hem fizyolojik olaylarda, hem de
timor biiylimesi ve yayilmasini da igeren patolojik bircok hastaligin etiyolojisinde
yer almaktadir. VEGF-(A-E) ve Plasenta biiyiime faktorii olmak {izere alt1 iiyesi
bulunmaktadir. VEGFR-1 ve VEGFR-2 olarak iki trozin kinaz resptorii vardir
Sitokinlerin JAK/STAT yolagini aktive etmesiyle beraber niikleusta transkripsiyon
baglar ve VEGF iiretimi saglanir (71, 72).

Bu c¢alismada; fareler lizerinde olusturulan S. aureus kaynakli YDE

modelinde yara iyilesmesi tizerine, ibuprofenin etkisi arastirilmistir.
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GEREC VE YONTEM
YUMUSAK DOKU ENFEKSIYONU OLUSTURULMASI

Bu calisma; Agustos 2013 — Ekim 2013 tarihleri arasinda Pamukkale
Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuari ve Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali’nda yapilmistir. Aragtirmada denek olan 150
adet 18-22 gr disi Balb/c fare, “Saki Yenilli Deney Hayvanlari Uretim
Laboratuar’larindan” alind1. Bu ¢alisma Pamukkale Universitesi Deneysel Arastirma
Birimi tarafindan 13/02/2013 tarih ve B.30.2.PAU.0.20.05.07/11 say:1 ile etik
kurulda onaylanmustir. Fareler bir kafeste 6 tane olacak sekilde 12 saat karanlik, 12
saat aydinlik ortam saglanarak, isitma ve nemlendirme yapilabilen bir ortamda,
standart fare yemi ve su kullanilarak barindirildi. YDE olusturmak amaciyla S.aureus
ATCC 25923 (MSSA) susu kullanilmistir. Farelerde enfeksiyon olusturabilmek igin
gerekli uygun doz ve siirenin saptanmasi i¢in on ¢alisma yapildi. On denemelerde
2x10° cfu/mL, 2x10" cfu/mL, 2x10® cfu/mL bakteri siispansiyonu kullanild:.
Immiinsiipresyon yapilmayan farelerde yara yerinde kizarikhik, ddem gibi higbir
YDE belirtisi olusmadigi, Siklofosfamid kullanilarak immiinsiipresyon yapilan
farelerdeyse 2x10°® cfu/mL bakteri siispansiyonu varhgmnda enfeksiyon olusumu

gozlendi.

Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Caligma gruplarmmn tamami Siklofosfamidle immiinsiiprese edilmis ve
S. aureus ile enfekte edilmistir.

Calisma gruplari;

B grubu: Bakteri grubu (S.aureus + serum fizyolojik)

Bi grubu: Bakteri + ibuprofen grubu (S.aureus + ibuprofen)

BA grubu: Bakteri + ampisilin grubu (S.aureus + ampisilin)

BIiA grubu: Bakteri + ibuprofen + ampisilin grubu (S.aureus + ibuprofen +

ampisilin)
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Kontrol gruplart,

S1B2: Sadece immiinsiipresyon yapilan grup (S.aureus la enfekte degil)

S2B1: Nonimmiinsiiprese S .aureus ile enfekte grup

S2B2: Higbir islem yapilmayan sham grubu

Tim gruplar enfeksiyon olusumundan sonra 1., 3. ve 7. giinde

degerlendirilecek sekilde diizenlendi (Tablo 2).

Tablo 2. S. .aureus ile enfekte farelerin gruplandirilmasi

Serumlarin alinma zamanlarina gore

Enfeksiyon gruplari 1. giin 3. giin 7. glin
B grubu (n=23) 7 8 8
Bi grubu (n=23) 7 8 8
BA grubu (n=23) 7 8 8
BIA grubu (n=21) 7 7 7

Balb/c Farelerinin Immunsuprese Hale Getirilmesi

Balb/c farelerinde immiinsiipresyon Dai ve ark. (74) tamimladiklar1 sekilde
yapildi. Ilk siklofosfamid dozu farelerin enfekte edilmesinden 4 giin 6nce 150
mg/kg olacak sekilde, 2. doz farelerin enfekte edilmesinden 1 giin 6nce 100 mg/kg

olacak sekilde intraperitoneal olarak verildi.
Yara Yerinin Olusturulmasi
Enfeksiyon olusturulacak gruptaki farelerin sag arka bacag steril tras bigagi ile

tras edildi. Wim ark. (75) tarafindan daha 6nce tammlandig1 sekilde; 2x10° cfu/ml

bakteri stispansiyonu 100 ul subkutan yolla verildi.

21




Yara Yiizey Alammn Olgiilmesi

Calismaya dahil edilen tiim farelerin giinliik fotograflar1 ¢ekildi. Goriintii
aliminda NIKON COOLPIX L310 (Japonya) marka fotograf makinesi kullanildi.
Yara yeri ‘‘tahmini alan hesaplama yontemiyle’’ l¢iilerek milimetrekare olarak not
edildi.

Deney Hayvanlarina ibuprofen Verilmesi

Ibuprofen (Sigma Aldrich, 14883-1G Istanbul/Tiirkiye) Reagen ve ark. (5)
tarafindan daha 6nce tanimlandig1 sekilde gastrik gavaj yoluyla 50 mg/kg/giin ii¢ esit

doza boliinerek sekizer saat araliklarla verildi.

Deney Hayvanlarina Ampisilin Verilmesi

Ampisilin; (Sigma Aldrich, A9393-5G istanbul/Tiirkiye) Mal ve ark.’nin (76)
daha once belirttikleri sekilde intramusculer (IM) yoldan 100 mg/kg olarak giinde
tek doz olacak sekilde verildi.

Farelerden Serum Alinmasi

Belirlenmis olan giinlerde (1, 3, 7) uygun anestezi altinda intrakardiyak yoldan
kan alindi. Alman kan 2000 X rpm 10 dakika santrifiij edilerek serumlar ayrildi. Tiim

serumlar ve ¢alisma anima kadar - 20°C’de saklandi.

SERUM SIiTOKIN DUZEYLERININ ELISA YONTEMI ILE
SAPTANMASI

Serumdan TNF alfa, IL-6, IL-1 ve VEGF diizeylerini saptamak i¢in ELISA
yontemi kullanildi. Serum TNF alfa, IL-1, IL-6 diizeyleri Mouse ELISA Kkiti
(AssayPro, ABD) (Katalog No: TNFalfa: EMT2010-1, IL-1: EMI2200-1, IL-6:
EMI1006-1) kullanilarak sandwich ELISA ydntemiyle saptandi Serum VEGF
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diizeyleri Mouse ELISA kiti (Wuhan EIAab Science, Cin, Katalog No: E0143m)
kullanilarak Sandwich ELISA yontemiyle saptandi. Kitler analiz 6ncesi 2-8°C’de
saklandigi i¢in analiz Oncesi tiim reaktifler oda sicakligina getirildi. Kit igerigi kitin

prosediiriine gore hazirlanarak ¢aligildi.

HiSTOLOJIK INCELEME

Alman dokular tespit i¢in %10’luk formaldehit soliisyonunda bekletildi. Tespit
edilen dokular 72 saat sonunda rutin 151k mikroskopi altinda takibe alindilar.
Hazirlanan parafin bloklardan, Leica RM- 2125 rotary mikrotom kullanilarak 5 p
kalinliginda kesitler alindi. Kesitlere, hematoksilen eozin boyama ve TNF alfa, I1L-1,
IL-6 ve VEGEF ifadelerini belirlemek amaciyla immunohistokimyasal boyama iglemi
yapildi. Kesitler daha sonra Olympus BX51 marka 1s1k mikroskobu (Olympus,
Japonya) ve Olympus DP72 dijital kamera (Olympus, Japonya) ile resimlendi.

Reaktiflerin Hazirlanmasi

Fiksatif Soliisyonu Hazirlama: % 37’ lik formaldehitden 10 ml, distile

sudan 90 ml alinarak % 10’ luk fiksatif soliisyonu hazirlanmistir.
Doku takip yontemi
a. Alman dokular formaldehitde 72 saat bekletildi.
b. Musluk suyunda 30 dakika yikandi.
c. %70’ lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
d. %380’ lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
e. %90’ lik etil alkolde 1 saat bekletild.i.
f. %100’ lik etil alkolde 1 saat bekletildi.

0. Ksilende 2 saat bekletildi. Bir saat sonra ksilen yenilendi.

23



h. Parafinde 2 saat bekletildi. Bir saat sonra parafin yenilendi.
I. Dokulara parafine gomme ve etiketlenme islemi yapildi.
Immunohistokimyasal boyama

Doku takip yontemi tamamlanan endometriyum bloklarindan, mikrotom
cihaziyla 5 p’ luk kesitler alinarak, benmaride bekletildi. Ardindan uygulanan
protokol siras1 asagidaki gibidir (Reaktifler igin Invitrogen, MD 21704, USA,
Lot: 948867A Histostain-Plus kit kullanilmistir).

a. Kesitler, benmariden lamlara alinip lam tagima sepetine yerlestirildi.
b. Lam tasima sepeti etiivde 60 °C’de 1 saat bekletildi.
c. Ksilende, deparafinizasyon iglemi icin 1 saat bekletildi.

d. Kesitler sirasiyla %100, %96, %70, %50’lik etil alkol serilerinde ikiser
dakika bekletildi.

e. Alkolden c¢ikan preparatlar musluk suyunda yikanarak 10 dakika
Phosphate-buffered saline (PBS)’de birakildi. Bu asamada kesitler PAP

pen kullanilarak isaretlendi.

f. Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesi, % 30’ luk H,O,: Metanol (1:
9) karisimi ile 30 dakikalik uygulamayla ortadan kaldirildi.

g. PBS ile yikanan kesitler, iizerlerine ilave edilen serum bloklama

soliisyonu ile 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

h. Kesitler iizerine uygun primer antikorlar ilave edilerek 1 gece over night
yapildi. Bu c¢aligmada kullanilan primer antikorlar ve kullanildiklar:
diliisyonlar su sekildedir. TNF alfa (1: 100, Santa Cruz Biotecnology,
Lot: #K2912, IL-1 (1:100, Santa Cruz Biotecnology, Lot: #£1713), IL-6
(1: 100, Santa Cruz Biotecnology, Lot: # H1313), VEGF (1: 100, Santa
Cruz Biotechnology, Lot: #C3012). Biitiin primer antikorlar PBS ile diliie
edildi
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I. Kesitler, PBS ile yikandiktan sonra primer antikorlarla reaksiyon veren,

biotinlenmis afiniteye sahip sekonder antikorlarla 20 dakika muamele
edildi.

J. Tekrar PBS ile yikanmasi yapilan kesitlere, biotinlenmis sekonder
antikorlara kolayca baglanabilen horseradish peroksidaz konjugati

streptavidin (HRP-SA) 10 dakika kadar muamele edildi

k. Kesitler son kez PBS ile yikandiktan sonra kromojen boyast DAB ile 3-
10 dakika kadar muamele edildi.

|.  Antijenin lokalizasyonunun daha iyi go6zlenmesi igin kesitlere

hematoksilen (Merk Harris’ hematoksilen) ile zit boyama yapilmustir.

m. Kesitler musluk suyunda yikanip sirasiyla %50, %70, %96, %100’ lik
etil alkol serilerinde ikiser dakika bekletildi.

n. Dokularin iizeri entellan ile kapatild.
Degerlendirme

Immunohistokimyasal boyanmanm degerlendirilmesinde; (+++): kuvvetli
boyanma, (++): orta derecede boyanma, (+): zayif boyanma, (/+/-) : ¢ok

zay1if boyanma, (-): boyanma yok seklinde tanimlandi.

ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Gruplar1 kendi aralarinda karsilastirmak igin istatistiksel degerlendirme
One-Way ANOVA testi ile yapildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi
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BULGULAR

YARA BOYUTLARININ DEGERLENDIRILMESI

Farelerde YDE S.aureus inokiilasyonu yapildiktan bir giin sonra deride
kizarikhk ve deri altinda eksuda olarak basladi. Ilerleyen giinlerde genellikle
disartya drene olarak agik yara (iilser) olustu. Calismanin baslangicindan son giine
kadar gecen siirede B grubundan iki fare 6ldii. BA grubundan bir ve BIA
grubundan ise 3 farede enfeksiyon olusmadigi i¢in degerlendirilmeye alinmadi. BA
grubundan bir faredeyse yara olusumu olduk¢a geg¢ gergeklesti. B grubunda istah
azalmas1 tliy dokiilmesi, kilo kaybi, canlilikta azalma gozlenirken, diger hicbir
grupta buna benzer tablolar gézlenmedi. Yedinci gilinlin sonunda gruplardaki hi¢bir

farede yara kapanmasi tam olarak gerceklesmedi.

Yara boyutlar1 gruplara gére degerlendirildiginde ilk giin i¢in ortalama yara
boyutlar1 B grubunda (96 mm?) en biiyiik olup, daha sonra biiyiikten kiiciige dogru
srrastyla BI grubu, BIA grubu, BA grubu olarak degerlendirildi (81 mm?, 45 mm?,
39 mm?) (tablo 3).

B grubunda yara biiyiikliigli ¢alisma sonuna kadar ayni kalirken yara
derinliginde artis meydana geldi. Ugiincii giinde nekroz basladi. Dérdiincii giinden

itibaren nekroz ilerledi ve amputasyona bagli ekstremite kayb1 yasandi (sekil-3, 4).

Bi grubunda ikinci giin eksuda drenaji ile iilser olustu. Ikinci giinde
gerceklesen bu kiiciilme B grubuyla (p=0.12) ve BIA grubuyla (p=0.07)
kasilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli degildi. BA grubuyla (p=0.01) ise
istatistiksel olarak belirgin bir fark olustu. Daha sonraki giinlerde yara boyutlarinda
degisim gdzlenmedi. BI grubunda; B grubunda goriilen yara derinlik artis1
yasanmadi. Nekroz Bl grubunda B grubuna gére geg olarak 4. giinde gergeklesirken
amputasyona bagli ekstremite kaybi ise hi¢bir farede yasanmadi.(sekil-2)
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BiA grubu ve BA grubunda yara boyutlarinda genellikle giinler iginde

kiigiilme goriiliirken BIA grubunda en belirgin kiigiilme 4. giin ile 5. giinde yasandu.

Her iki grupta da yara derinligi olusmayarak yiizeyel olarak kaldi. BIA grubu ile BA

grubu karsilastirildiginda aralarimnda yara boyutlar1 agisindan higbir giinde

istatistiksel bir fark bulunmuyordu (p>0.05). BiA grubu ile BA grubunda nekroz ve

amputasyona bagl ekstremite kayb1 higbir farede goriilmedi (sekil-2).

Tablo.3 Giinlere ve gruplara gore ortalama yara boyutlari

1. 2. 3. 4, 5. 6. 7.
GRUP
glin glin glin glin glin gin gin
B 96mm?> | 91mm? | 91mm? | 91mm? | 91mm? | 91 mm? | 90 mm?
Bi 8lmm?> | 71lmm? | 71mm? | 71mm?® | 69mm? | 68 mm? | 68 mm?
BA 39mm? | 35mm? | 30mm? | 26 mm? | 22mm? | 20 mm? | 19 mm?
BiA 45mm? | 40mm? | 38mm? | 30mm? | 26 mm? | 24mm? | 24 mm?

B grubu: Bakteri grubu, BI grubu: Bakteri + Ibuprofen grubu, BA grubu: Bakteri+

Ampisilin grubu, BIA grubu: Bakteri + ibuprofen + Ampisilin grubu
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Sekil 2. Yara boyutlarimin giinlere ve gruplara gére degisim grafigi
1. grup: B grubu, 2. grup: Bi grubu, 3. grup: BiA grubu, 4.grup: BA grubu

B grubu: Bakteri grubu, BI grubu: Bakteri + Ibuprofen grubu, BA grubu: Bakteri +
Ampisilin grubu, BIA grubu: Bakteri + ibuprofen + Ampisilin grubu

Sekil 3. B grubunda 4. giinde yara nekroz
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Sekil 4. B grubunda 7. giinde amputasyona bagli ekstremite kaybi

ELISA SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESI

TNF ALFA

Birinci, 3. ve 7. giinlerde enfeksiyon ile artmasi1 beklenen TNF alfa degerleri
tiim gruplarda oldukc¢a diisiik olarak gozlenmistir. Birinci, 3. ve 7. giinlerde BI
grubunun diger deney gruplar1 ve kontrol gruplariyla aralarinda istatistiksel bir fark
bulunmamaktadir (p>0.05). Tiim gruplarin 1., 3. ve 7. giinde ortalama TNF alfa

Ol¢tim degerleri sekil 5°te gosterilmistir.

IL-1

Birinci, 3. ve 7. glinlerde IL-1 degerleri TNF alfa gibi tiim gruplarda olduk¢a
diisiik olarak gdzlenmistir. Birinci, 3. ve 7. giinlerde BI grubunun diger deney
gruplar1 ve kontrol gruplariyla aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamaktadir (p>0.05). Tiim gruplarin 1., 3. ve 7. giinde ortalama IL-1 6l¢tim

degerleri sekil 6’da gosterilmistir.
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IL-6

Birinci giin serum IL-6 ortalama degerleri Bgrubunda diger gruplara gore
yiiksek olarak bulundu. Ugiincii ve 7. giindeyse tiim gruplarda degerler birbirine
yakin olarak goézlendi. Birinci giinde B grubuyla diger gruplar ve kontrol gruplari
arasinda strasiyla BI grubu (p=0.03), BA grubu (p=0.008), sham gruplar1 (p=0.004)
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark vardi. B grubu ile, BIA grubu (p=0.07)
karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu. Birinci, 3. ve
7. giinlerde BI grubunun diger deney gruplar1 ve kontrol gruplariyla aralarinda
istatistiksel bir fark yoktu (p>0.05) Tiim gruplarin 1., 3. ve 7. giinde ortalama IL-6

Olciim degerleri sekil 7°de gosterilmistir.

VEGF

Uciincii giinde tiim deney gruplarindan diisiik olarak gdzlenen ortalama
VEGF degerleri yedinci giinde belirgin olarak yiikseldi. Uciincii giinde BI grubunun
diger deney guplariyla aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu (p>0.05).
Higbir islem yapilmayan sham grubuyla aralarinda ise belirgin istatisiksel fark
bulunuyordu (p<0.05). Yedinci giinde degerlerin yiikselmesiyle beraber tigiincii
giinde sham grubuyla olusan bu istatistiksel fark kayboldu (p>0.05) (sekil 12). Tiim

gruplarin 1., 3. ve 7. giinde ortalama VEGF 6l¢tim degerleri sekil 8°de gosterilmistir.

Serum sitokin ortalama degerleri ELISA degerleri tablo 4’te gdsterilmistir.
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Tablo 4. Giinlere ve gruplara gore ortalama sitokin degerleri

TNFalfa IL-1 IL-6 VEGF
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (ng/ml)
Giin 1 3. 7. 1. 3. 7. 1 3. 7. 3. 7
B 0.004+ | 0.003+ | 0.004+ | 0.02+ | 0.01+ 0.01+ 0.19+ 0.06+ 0.02+ 27.7+ 34.3+
0,0008 | 0,0005 | 0,0005 | 0.01 0.01 0.09 0.07 0.06 0.02 6,35 7,62
Bi 0.004+ | 0.003+ | 0.003+ | 0.02+ | 0.03+ 0.01+ 0.06+ 0.02+ 0.01+ 29.1+ 35.9+
0.001 0.006 | 0.0003 | 0.01 0.05 0.03 0.05 0.02 0.01 10,3 22,1
BA 0.003+ | 0.003+ | 0.003+ | 0.03+ | 0.009+ | 0.008+ | 0.02+ | 0.006+ | 0.006+ | 24.4+ 37.9+
0.0005 | 0.0005 | 0.0005 | 0.03 0.005 0.002 0.01 0.002 0.001 6,55 7,88
BiA 0.002+ | 0.003+ | 0.003+ | 0.01+ | 0.01+ 0.01+ 0.07+ | 0.007+ | 0.007+ | 22.7+ 52.2+
0.0004 | 0.0005 | 0.0004 | 0.006 0.01 0.01 0.1 0.002 0.005 8,7 18,7
0.01+ 0.01+ 0.008=+ 40.6+
s1B2 | - - - - - - -
0.0007 0.01 0.09 0.09
0.004=+ 0.008=+ 0.006=+ 57.2+
s2B2 | - - - - - - -
0.002 0.006 0.008 0.008

B grubu: Bakteri grubu, Bi grubu: Bakteri + Ibuprofen grubu, BA grubu: Bakteri+

Ampisilin grubu, BIA grubu: Bakteri + ibuprofen + Ampisilin grubu, S1B2:

Sadece immiinsiipresyon yapilan grup, S2B2:Higbir iglem yapilmayan sham grubu
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Sekil 6. Tiim gruplarin 1., 3. ve 7. giinde ortalama IL-1 6lgiim degerleri

B grubu: Bakteri grubu, BI grubu: Bakteri + Ibuprofen grubu, BA grubu: Bakteri +

Ampisilin grubu, BIA grubu: Bakteri + Ibuprofen + Ampisilin grubu, S1B2: Sadece

immiinsiipresyon yapilan grup, S2B2:Higbir islem yapilmayan sham grubu
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Sekil 8. Tiim gruplarin 3. ve 7. giinde ortalama VEGF o6l¢iim degerleri
B grubu: Bakteri grubu, Bl grubu: Bakteri + Ibuprofen grubu, BA grubu: Bakteri+

Ampisilin grubu, BIA grubu: Bakteri+ ibuprofen + Ampisilin grubu, S1B2: Sadece

immiinsiipresyon yapilan grup, S2B2:Higbir islem yapilmayan sham grubu
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HiSTOLOJIiK BULGULARIN DEGERLENDIRILMESI

Immunohistokimyasal Degerlendirme

Degerlendirmeler; epitel, bag dokusu, sebase bezleri, ter bezlerinde ayr1 ayr1
yapilmustir.

TNF ALFA
Birinci ve 3.gilin; tim gruplarda TNF alfa reaksiyonu zayif pozitif veya
negatif olarak goriildii (tablo 5, 6).

Yedinci giin; Bi grubunda, BA grubunda ve BIA grubunda bag dokusu
liflerinde pozitif reaksiyon goriildii. Bu ti¢ grubun epitel dokusunda ¢ok zayif pozitif
reaksiyon goriildii. BA grubunda ve BIA grubunda yag bezlerinde TNF alfa icin
pozitiflik goriildii. Reaksiyonlar sitoplazmik ve yaygm sekildeydi c¢ekirdek
boyanmasi yoktu (Tablo 7).

Tablo 5. 1.giin TNF alfa immiinohistokimyasal degerlendirme

1. giin TNF alfa Ekspresyonu

Grup Epitel Bag dokusu | Sebase bezleri Ter bezleri
B - - - -
BI +* + + -
BA - + +/- -
BIA - - - -
* Epitel hiicrelerin apikal sitoplazmasmda pozitif reaksiyon
Tablo 6. 3. giin TNF alfa immiinohistokimyasal degerlendirme

3.ncii giin TNF alfa Ekspresyonu

Grup Epitel Bag dokusu | Sebase bezleri Ter bezleri
B + + + -
BI + + + -
BA + + + -
BIA +/- +/- + -
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Tablo 7. 7. giin TNF alfa immiinohistokimyasal degerlendirme

7.nci giin TNF alfa Ekspresyonu

Grup Epitel Bag dokusu | Sebase bezleri Ter bezleri
B*
BI +/- + + -
BA +/- + + -
BIA +/- + + -

* B grubunda epitel ve epitel alt1 bag doku izlenmedi

B grubu: Bakteri grubu, Bi grubu: Bakteri + Ibuprofen grubu, BA grubu: Bakteri +

Ampisilin grubu, BIA grubu: Bakteri+ Ibuprofen + Ampisilin grubu

IL-1

Birinci giin; IL-1 reaksiyonu en yiiksek olarak B grubunda goriildii. Diger

tiim gruplarda zayif pozitif veya negatif reaksiyon belirlendi (Tablo 8).

Ucgiincii giin; 1L-1 reaksiyonu tiim gruplarda zayif pozitif ya da negatif
olarak goriildii (Tablo 9).

Yedinci giin; BI grubunda, BA grubunda, ve BIA grubunda bag dokusu

liflerinde pozitif reaksiyon gozlenirken tiim gruplarin epitelinde ise negatif

reaksiyon goriildii (Tablo 10).

Tablo 8. 1.giin IL-1 immiinohistokimyasal degerlendirme

Birinci giin IL-1 Ekspresyonu

Grup Epitel Bag dokusu | Sebase bezleri Ter bezleri
B ++ +++ ++ -
BI - + + -
BA - - - -
BiA - - " -
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Tablo 9. 3. giin IL-1 immiinohistokimyasal degerlendirme

Ucgiincii giin IL-1 Ekspresyonu

Grup Epitel Bag dokusu | Sebase bezleri Ter bezleri
B - + - ++
BI - - - -
BA - - - -
BiA - - - -

Tablo 10. 7. giin IL-1 immiinohistokimyasal degerlendirme
Yedinci giin IL-1 Ekspresyonu

Grup Epitel Bag dokusu | Sebase bezleri Ter bezleri
B*
BI +/- + - -
BA - + - -
BiA - + - -

*B grubunda epitel ve epitel alt1 bag dokusu izlenmedi.

B grubu: Bakteri grubu, BI grubu: Bakteri + Ibuprofen grubu, BA grubu: Bakteri+

Ampisilin grubu, BIA grubu: Bakteri+ Ibuprofen + Ampisilin grubu

IL-6

Birinci giin; epitel dokusunda IL-6 reaksiyonu B grubu disindaki diger

gruplarda negatif olarak izlenirken, bag dokusunda IL-6 reaksiyonu ise biitiin

gruplarda pozitif olarak goriildii (Tablo 11).

Ugiincii giin; epitel dokusunda IL-6 reaksiyonu tiim gruplarda zayif pozitif

veya negatif reaksiyon olarak izlenirken bag dokusunda IL-6 reaksiyonu ise BI

grubu harig¢ biitiin gruplarda pozitif olarak goriildi. Ter ve sebase bezlerinde IL-6

reaksiyonu ise BA grubu ve BIA grubunda pozitifti (Tablo 12).
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Yedinci giin; epitel dokusunda IL-6 reaksiyonu tiim gruplarda negatif olarak

goriildii. Bag dokusu liflerinde pozitif reaksiyon ise B grubu hari¢ diger tiim

gruplarda vardi (Tablo 13).

Tablo 11. 1.giin IL-6 immiinohistokimyasal degerlendirme

Birinci giin IL-6 Ekspresyonu

Grup Epitel Bag dokusu | Sebase bezleri Ter bezleri
B +++ +++ +++ -
Bi - +++ - +
BA - +++ - +++
BIA - +++ - -
Tablo 12. 3. giin IL-6 imm_i.inohistokimyasal degerlendirme

Uglincii giin IL-6 Ekspresyonu

Grup Epitel Bag dokusu | Sebase bezleri Ter bezleri
B - ++* - -
Bi - - - +
BA - ++ ++ +++
BIA - ++ ++ -
* Reaksiyon bazal laminada ¢ok kuvvetli
Tablo 13. 7. giin IL-6 immiinohistokimyasal degerlendirme

Yedinci giin IL-6 Ekspresyonu

Grup Epitel Bag dokusu | Sebase bezleri Ter bezleri
B*
BI - ++ - -
BA - ++ - -
BIA - ++ - -

*Bgrubunda epitel ve epitel alt1 bag dokusu izlenmedi.

B grubu: Bakteri grubu, Bl grubu: Bakteri + Ibuprofen grubu, BA grubu: Bakteri+

Ampisilin grubu, BIA grubu: Bakteri+ Ibuprofen + Ampisilin grubu
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VEGF

Birinci giin; VEGF reaksiyonu tiim gruplarda epitel ve bagdokusunda
kuvvetli olarak goriildii. BA grubu ve BIA grubunda en kuvvetli reaksiyon izlendi.
Bu gruplarda ter ve sebase bezleri de kuvvetli pozitifti. B grubunda ve BI grubunda
ise reaksiyon pozitif olmasina karsin bu pozitiflik diger gruplara nazaran daha azdi.
Boyanma BA grubu disinda sitoplazmik ve yaygindi. Ancak BA grubunda hem
sitoplazmik hem de ¢ekirdek boyanmasi oldukg¢a dikkat ¢ekiciydi (Tablo 14).

Ucgiincii giin; epitel, bag dokusu, ter ve yag bezlerinde VEGF reaksiyonu B
grubunda, BI grubunda ve BA grubunda zayif pozitif veya orta derecede pozitif
olarak goriildii. BIA grubunda ise epitel reaksiyonu negatif olmasina karsin bag

dokusu ve yag bezlerinde reaksiyon pozitifti (Tablo 16).

Yedinci giin epitel dokusunda VEGF reaksiyonu BA grubu ve BIA grubunda
kuvvetli olarak goriildii. BI grubunda negatif olarak goriildii. B grubunda ise epitel
goriilmedi. Bag dokusu liflerinde VEGF reaksiyonu; BI grubunda, BA grubunda ve
BIA grubunda zayif pozitif goriildii. Sebase bezlerinde reaksiyon BA grubunda ve
BIA grubunda zayif pozitifti. Ter bezleri reaksiyonu tiim gruplarda negatif olarak
goriildii. Reaksiyonlar sitoplazmik ve yaygin sekildeydi ¢ekirdek boyanmasi yoktu
(Tablo 17).

Tablo 14. 1.giin VEGF immiinohistokimyasal degerlendirme

Birinci giin VEGF Ekspresyonu

Grup Epitel Bag dokusu | Sebase bezleri Ter bezleri
B ++ ++ + -
BI ++ ++ + -
BA +++* +++ ++ +++
BIA 4+ o+ + ++

*BA grubunda sitoplazma ve ¢ekirdek boyanmasi oldukc¢a dikkat ¢ekiciydi.
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Tablo 15. 3. giin VEGF immiinohistokimyasal degerlendirme

Ucgiincii giin VEGF Ekspresyonu

Grup Epitel Bag dokusu | Sebase bezleri Ter bezleri
B ++ ++ ++ ++
Bi + + +++ +
BA ++ ++ ++ -
BIA - + +/- +/-
Tablo 16. 7.giin VEGF immiinohistokimyasal degerlendirme

Yedinci giin VEGF Ekspresyonu

Grup Epitel Bag dokusu | Sebase bezleri Ter bezleri
B*
Bi - + - -
BA ++ + + -
BIA ++ + + -

* B grubunda epitel ve epitel alt1 bag doku izlenmedi

B grubu: Bakteri grubu, BI grubu: Bakteri + Ibuprofen grubu, BA grubu: Bakteri+

Ampisilin grubu, BIA grubu: Bakteri+ Ibuprofen + Ampisilin grubu

Tiim gruplarin 1., 3.ve 7. giinlerde immiinohistokimyasal goriintiileri sekil 9,
10, 11°de gosterilmistir.
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GRUP

BI

BA

BiA

Sekil 9. Gruplarin 1.glin immiinohistokimyasal goriintiileri

Gruplarin giinlere gore sitokin ekspresyonlari; epitel (E), yag bezi (ok) ile

gosterilmistir.
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Sekil 10. Gruplarn 3. giin immiinohistokimyasal goriintiileri

Gruplarin giinlere gore sitokin ekspresyonlari; epitel (E), yag bezi (ok) ile

gosterilmistir.
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GRUP | TNF-a IL-1 IL-6 VEGF

BA

BIA

Sekil 11. Gruplarin 7. giin immiinohistokimyasal goriintiileri

Gruplarin giinlere gore sitokin ekspresyonlari; epitel (E), yag bezi (ok) ile

gosterilmistir. B grubunda epitel ve epitel alt1 bag doku izlenmemistir.

Hematoksilen- Eozin Boyama

Birinci giinde; B grunda epitel dokunun yer yer kayboldugu izlendi. Epitel
alt1 bag dokusu varligin1 devam ettiriyordu. Sebase bezleri, kil follikiilleri ve ter
bezleri gézlenmekteydi. Diger ti¢ grubun epitelleri tek siirekliydi ve kesintiler yoktu.
Ancak bazi alanlarda epitel hiicrelerinin oldukga yass1 oldugu izlendi. Epitel alt1 bag

doku sebase bezleri ter bezleri ve kil follikiilleri normal yapisinda izlendi.
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Uciincii giinde; B grubunda birinci giinde izlenen epitel doku kesinti
boyutlarinin artarak devam ettigi gozlendi. Ayn1 zamanda bag dokusu liflerinin
birbirlerinden ayrilarak arada bosluklar olusturduklar1 dikkati ¢ekti. Sebase bezleri,
ter bezleri ve kil follikiilleri normal goriinimdeydi. Diger ii¢ grupta epitel doku
varligmi devam ettirmekle birlikte; BA grubunda ve BIA grubunda epitel dokuda
hiicre siralarmin arttig1 ve dzellikle BA grubundaki epitel hiicrelerinin BIA grubuna
gore daha diizgiin oldugu izlendi. BI grubunda epitel hiicrelerinin boyunun uzadigi
gozlendi. Epitel alt1 bag doku sebase bezleri ter bezleri ve kil follikiilleri nomal

yapisinda izlendi..

Yedinci giinde; B grubunda epitel ve epitel alt1 bag dokusu izlenmezken
diger ii¢c grupta epitelin ¢ok katli oldugu ve keratinizasyonun oldugu gézlendi. BA
grubu ile BiA grubunda epitel kalmligi Bi grubuna gére daha fazlaydi. Epitel alt1
bag doku sebase bezleri ter bezleri ve kil follikiilleri nomal yapisinda izlendi.

Gruplarim HE boyama goriintiileri; sekil-12’de gosterilmistir.
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Grup 1.glin 3.glin 7.glin

BI

BA

BiA

Sekill2. Gruplarm giinlere gére HE boyama goriintiileri. Epitel (E), yag bezi (ok) ter
bezi (ok basi) ile gosterilmistir.
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TARTISMA

S. aureus saglkli insanlarin yarisinda flora elemani olarak deride, burun
deliklerinde, orofarinks, vajina ve perinede kolonize olabilmektedir. Bu nedenle deri
biitiinligliniin bozuldugu durumlarda rahatlikla deri ve YDE olusturabilmektedir.
S. aureus ozellikle cerrahi yara enfeksiyonlari gibi nozokomiyal enfeksiyonlarin da
basta gelen nedenidir. Follikiilit, fronkiil, karbonkiil, impetigo, seliilit ve mastit gibi
bircok YDE tablosuna neden olabilen S. aureus Diabetes mellitusun artan gériilme
sikligi ile beraber son yillarda diabetik ayaklardan da izole edilebilmektedir.
S.aureus YDE’den bagka solunum yolu enfeksiyonlari, sepsis, endokardit, idrar yolu
enfeksiyonlarma da neden olabilir (11, 58).

IL-1 beta, IL-6, TNF-alfa gibi proinflamatuar sitokinler, enfeksiyonlarda
viicudun immun yanitin1 olusturan 6nemli mediatorlerdir. Sepsis siiresince serum
sitokin seviyelerininin yiikseldigi bilinmektedir. IL-1, TNF alfa ve IL-6 gibi
inflamatuar yanitta sentezleri artan proinflamatuar sitokinlerin baskilanmasima neden
olan IL-10; antiinflamatuar sitokin olarak kabul edilmektedir (65, 77).
Proinflamatuar sitokinlerin basinda TNF alfa, IL-1 ve I1L-6 gelmektedir. Inflamasyon
ad1 verilen bu siliregten daha ¢ok gram negatif bakteriler sorumlu tutulmaktadir.
Bununla birlikte gram pozitif bakteriler; i¢erdikleri peptidoglikan ve teikoik asit gibi
hiicre duvar:1 yapisal komponentleriyle, kapsiil antijenleriyle ve S. aureus ve
S. pyogenes gibi gram pozitif bakteriler ise ekzotoksinleriyle bu tabloya neden
olabilmektedir (77, 78).

YDE’lerin tedavisinde antibiyotige ilaveten NSAIl’lerin de kullamldig
bilinmektedir. NSAII’lerden olan ibuprofen, aspirin ve parasetamolden sonra en
fazla kullanilan analjezik ilaglardir. Antiinflamatuar etkinligi de olan ibuprofenin;
kolay ulasilabilir olmas1 nedeniyle olduk¢a yaygin kullanim alani bulunmaktadir.
YDE modeli iizerinde NSAII’lerin prognostik roliine dair veriler kisithdir. Ozellikle
A grubu streptokoklar tizerinde yapilmis c¢aligmalar mevcut olup, S.aureus ile

olusturulan YDE modelinde yapilacak ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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Weng ve ark. (5) tarafindan 2011 yilinda Tayvan’da Nekrozitan fasiit ve
septik artritli hastalardan elde edilmis 3 klinik bakteriemik izolat (GAS-13, GAS-19,
GAS-Jack) ile yapilan ¢aligmada; ibuprofenin S.pyogenes kaynakli YDE {izerine
etkisi incelenmistir. GAS suslarindan herhangi biri 26 farenin sag uyluguna IM 10"
cfu/ml inokiile edilmistir. Gruplar; GAS ile enfekte farelerde, ibuprofen verilen ve
SF verilen (kontrol grubu) olarak belirlenmistir. Enfeksiyonun 1, 3, 5 ve 7.
giinlerinde serumda ve enfekte dokuda IL-6 ve TNF alfa diizeyleri ticari ELISA
kitleri kullanilarak ol¢iilmiis, enfekte doku IL-6 diizeyi deney grubunda kontrol
grubuna gore anlamli derecede yliksek bulunmustur. Benzer sekilde serum IL-6
diizeyi de deney grubunda anlamli sekilde fazla bulunmustur. Deney grubunda 3.
giinde serum IL-6 diizeyi pik yaparken kontrol grubunda tespit edilemez diizeydedir.
Enfekte dokuda TNF alfa diizeyi deney grubunda kontrol grubuna gore 6zellikle
3.glinde anlamli olarak yiliksek bulunmus, Serum TNF alfa diizeyi ise her iki grup
icin 1. giinde tespit edilemez diizeyde goriilmiistiir. Bu c¢aligmanin sonucunda;
ibuprofenin, ‘‘proinflamatuar sitokinlerden TNF alfa ve IL-6 diizeylerini serum ve

dokuda arttirarak, yara iyilesmesini geciktirdigi’’ diisiiniilmiistiir.

Guibal ve ark tarafindan 1998’de tavsanlar lizerinde streptokoklar ile
yapilan nekrozitan fasiit modeli {izerinde diklofenakin prognostik etkisi
incelenmistir. Tavsanlara S. pyogenes ile birlikte Stafilokok alfa toksini inokiile
edilmis, gruplar diklofenak verilen deney grubu ile kontrol grubu olarak
belirlenmistir. NSAII’lerin S. pyogenes nedenli YDE seyrine olumsuz ydnde

prognozunun olduguna dair kanit bulunamamustir (5, 79).

Souyri ve ark. tarafindan (80) 2007°de Fransa’da yapilan ¢alismada ¢esitli
hastalik gruplarinda NSAIl kullanimina bagl nekrozitan fasiit olusumu
degerlendirilmistir. Ozellikle ¢ocuklarda Varicella enfeksiyonu sonrasi kullanilan
NSAIil’lerin nekrozitan fasiit riskini arttirdign goriilmiistiir. nekrozitan fasiitli
hastalardan yapilan mikrobiyolojik inceleme sonuglari ise en sik nedenin

S. pyogenes olmakla beraber daha az siklikta ise S. aureus oldugu yoniindedir.
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Rissing ve ark. tarafindan (81) 1986 yilinda ABD’de ratlar iizerinde
S. aureus ile olusturulan osteomyelit modelinde ibuprofenli grup ve kontrol grubu
olarak iki grup olusturulmus, her iki grup i¢in yara yerinde 6 ve 12. giinlerde bakteri
yiikii degerlendirilmistir. Ibuprofenin prostaglandin E seviyesi iizerinden etkinliginin
de degerlendirildigi bu ¢alismada; ibuprofen ve kontrol gruplarinda bakteri yiikii
acisindan belirgin fark olusmadigi gozlenmistir. S. aureus ile infekte olmayan
farelerde ibuprofenin prostaglandin E seviyelerini ibuprofen kullanilmayan kontrol
grubuna gore belirgin arttirdigi goriilirken, infekte farelerde ibuprofenin
prostaglandin E seviyelerini kontrol grubuna gore belirgin diistirdiigii goérilmiistiir.
Her iki grup i¢in bakteri yiikiinde fark olugsmamasi ve ibuprofenin prostaglandin E
seviyelerini infekte grupta kontrol grubuna gore belirgin diisiirmesi S. aureus
kaynakli osteomyelit tablolarinda; ibuprofenin, semptomlar1 ortadan kaldirmak i¢in

giivenle kullanilabilecegini gdstermektedir.

Biz ¢calismamizda; Weng ve ark.’dan (5) farkl olarak yara yeri enfeksiyonu
olusumunda immiinsiipresan olarak siklofosfamid kullandik. Ayrica Weng ve
arkadaglarindan (5) farkli olarak yara modelinde A grubu beta hemolitik streptokok
yerine S.aureus kullandik. Yara iyilesmesinde sadece ibuprofenin degil, ampisilinin
ve her iki ilacin beraber kullaniminin etkinligini de inceledik. Bu sonuclar ile
ibuprofenin S.aureus nedenli yara iyilesmesindeki prognoza olumlu ya da olumsuz
katkisii1 degerlendirdik. Weng ve arkadaslarinin (5) bulduklar1 sitokin pikini
yakalamak i¢in 1., 3. ve 7. giinlerde serumdan ELISA caligmas1 yaptik. Yine ayni
giinlerde doku degisimlerini gérebilmek amaciyla doku 6rnekleri alarak HE boyama

ve immiinohistokimyasal ¢aligma ile doku sitokin reaksiyonlarini degerlendirdik.

Bizim ¢alismamizda Weng ve ark.’nin (5) kullandig1 Agrubu beta hemolitik
streptokok yerine S.aureus kullanildig1 i¢in sonuglar Weng ve arkadaslarmin (5)
bulmus olduklar1 ‘‘ibuprofen yara iyilesmesini geciktirir’’ yerine Rissing ve ark’nin

(81) g¢aligmasina benzer olarak bulunmustur.

Bizim ¢alismamizda Weng ve ark.’nin (5) bulmus olduklar1 yiiksek serum

IL-6 ve TNF alfa diizeyleri goriilememistir. Serum TNF alfa ortalama degerleri i¢in
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1., 3. ve 7. giinlerde BI grubuyla, diger ¢alisma gruplar1 ve kontrol gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak belirgin bir fark olusmamistir (p>0.05) IL-6 ortalama degeri
birinci giinde B grubunda diger gruplara gore yiiksek bulunmustur. Olusan bu fark
Bi grubu, BA grubu ve sham grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0.05). BI grubundaki IL-6 diisiikliigii; Weng ve ark.’nm (5) bulmus
olduklar1 ibuprofenin serum ve dokuda IL-6 seviyelerini arttirdigi hipotezi ile

celismektedir.

Bizim ¢alismamizda doku IL-6 pozitif reaksiyonu ise tiim gruplarda 1. giinde
pozitif olarak goriilirken Weng ve ark.’nin (5) caligmasina gore pik yapmasi
beklenilen 3. giinde BI grubunda diger gruplarin aksine negatif olarak goriilmiistiir.
Bu veri Weng ve ark.’nin (5) bulmus olduklar: ibuprofen grubundaki kontrol
grubuna gore dokudaki yiiksek IL-6 sonuglariyla ¢elismektedir. Yedinci giinde ise
IL-6 doku reaksiyonlar1 Weng ve ark.’nin (5) bulmus olduklar1 sonuca benzer
nitelikte olup 1. ve 3. giine nispeten zayif pozitif reaksiyon seklinde gézlenmistir.
Ayrica Weng ve ark.’nin (5) bulmus olduklar1 doku TNF alfa degerleri bizim

calismamizda bulunan zayif veya negatif TNF alfa reaksiyonlariyla ¢elismektedir.

Weng ark. (5) yaptiklar1 ¢alismada histolojik olarak deney grubunun kas
dokusunda inflamatuvar degisiklikleri kontrol grubuna gére daha belirgin olarak
goriilmiistiir. Mikroskopik incelemede deney grubunda subkutandéz ve kas
dokularinda makrofaj infiltrasyonu ve 6dem daha ciddi olarak goriiliirken, deney
grubunda dermis ve fasya tamamen ¢o6ziilmiistiir. Bu histoloji sonuglar1 ve yara
yerinde goriilen ¢cok miktarda bakteri ve PNL infiltrasyonu varligi‘‘ibuprofenin yara

tyilesmesini kotiilestirdigi’” tezini pekistirmistir.

Bizim ¢alismamizda HE boyamasinda B grubunda epitel kaybinin 1. giinden
baglaylp 3. giinde belirginlestigi gorilmiis, 7. giinde ise epitelin tamamen
kayboldugu gozlenmistir. Diger {i¢ deney grubunda 1., 3. ve 7. giinde epitel doku
varligt mevcut olup 3. giinde epitelde hiicre siralarinin arttigi ve oOzellikle BA
grubundaki epitel hiicrelerinin her iki ilacin beraber verildigi gruba gore daha

diizgiin oldugu izlenmistir. Bu ii¢ deney grubunda epitelin ¢ok katli oldugu ve
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keratinize oldugu gdzlenmistir. BA grubunda ve BIA grubunda epitel kalinlig1 Bi
grubuna gore daha fazla bulunmus, epitel alt1 bag doku, sebase bezleri, ter bezleri ve
kil follikiilleri normal yapisinda izlenmistir. Bu sonuglar tek basma ibuprofen
kullaniminin ampisilin kadar olmasa da yara iyilesmesine etkisinin olabilecegini
gosterirken; tek basina ampisilin kullaniminin her iki ilacin beraber kullanimina gore

cok belirgin bir fark olmasa da daha iyi prognozu oldugu yoniindedir.

Weng ve ark. (5) tarafindan yapilan ¢alismada ibuprofen verilen farelerin
yara boyutlarinda kontrol grubuna gore anlamli bir biiyiime gozlenmistir. Yine yara
yerindeki eksuda olusumu ibuprofen verilenlerde kontrol grubuna gore yiiksek

olarak gozlenmistir.

Bizim calismamizda BI grubundaki baslangi¢ yara boyutunun (81 mm®) B
grubuna (96 mm?) gore daha kiiciik olusu, BIA grubu ile BA grubu arasinda yara
boyutlarinda 1. giinden 7. giine kadar istatistiksel bir farkin bulunmayis1 (p>0.05), B
grubunda goriilen istahta belirgin azalma ve kilo kaybi, tiiylerde dokiilme ve
canlilikta azalma gibi belirtilerin Bi grubunda goriilmeyisi, ilerleyen giinlerde
nekrozun BI grubunda B grubuna gore daha gec gerceklesmesi, B grubunda gériilen
yara derinligi artisinin Bi grubunda goriilmeyisi, BI grubunda 1. giinden 7. giine
kadar higbir giinde ve higbir farede amputasyonun olmayisi ile Weng ve ark. (5)
bulmus olduklar1 “ibuprofen yara yeri iyilesmesini geciktirir’> tezinden
uzaklasilmigtir. Bizim ¢alismamizda Weng ve ark’nin (5) yapmis olduklari
calismaya ek olarak yara yeri enfeksiyon olusumunda immiinsiipresan olarak
siklofosfamidin kullanilmis olmasi, Agrubu streptokok yerine S. aureus ile ¢alisilmis
olmasi iki ¢aligsma arasinda ortaya ¢ikan serum sitokin seviyeleri ve yara boyutu

farkliligin1 aciklayabilir.

Ibuprofen’in sitokinler iizerine etkisi tartiyjmali bir konudur. bazi
aragtirmacilar inflamatuar yanitta sitokin diizeylerini arttirdigini bildirmislerdir. (82,
83). Ayrica bazi caligmalarda ibuprofenin inflamatuar yanitta sitokin diizeylerini

degistirmedigine dair veriler mevcuttur (84).
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Sirota ve ark. (82) tarafindan 2001 yilinda Israil’de yapilan ¢alismada, 80
preterm yenidoganin kordon kanindan elde edilen serumlardaki mononiikleer
hiicrelerde sitokin iiretimi ve diizeyleri aragtirilmistir. Kontrol grubu olarak 20-45
yas arasinda olan yirmibes saglikli goniillii yetiskin calismaya dahil edilmistir.
Eriskin ve pretermlerden elde edilen mononiikleer hiicre kiiltiir siispansiyonlar1
gruplara ayrilmis, gruplarin bazilarma ibuprofen degisen oranlarda verilirken, bazi
gruplara E coli LPS konulmustur. LPS konulmayan grupta IL-1, IL-6 ve TNF
alfa’nin spontan sekresyonuna bakilmig, boylelikle gruplar yetigkinlerin ve
yenidoganlarin mononiikleer hiicrelerinde; LPS’li ve LPS’siz, ibuprofenli ve
ibuprofensiz olarak olusturulmustur. Sitokin diizeylerinin saptanmasinda ELISA
yontemi kullanilan bu calismada; IL-1’in LPS’li ve LPS’siz (spontan sekresyon
diizeyleri) gruptaki diizeyleri pretermlerde yetiskinlere gore anlamli derecede diisiik
saptanmustir. Ibuprofenin her iki grubta da (LPS’li ve LPS’siz) preterm ve yetiskin
mononiikleer hiicrelerinde, IL-1’in sekresyonuna etkisi belirgin olarak
goriilmemistir. Ibuprofen yenidogan ve yetiskinlerin mononiikleer hiicrelerinden IL-
6 stimiilasyonunu indiiklemistir. Ibuprofen verilen LPS’li ile LPS’siz her iki grupta
da TNF alfa diizeyleri doza bagimli olarak yiikselmis, sonug¢ olarak; ibuprofenin
yenidogan ve yetigkin mononiikleer hiicrelerinde, LPS’li ve LPS’siz her iki grupta
da TNF alfa diizeylerini yiikseltirken IL-1’in sekresyonuna etkisi belirgin olarak

gOriilmemistir.

Ehsani ve ark.’nmn (83) 2012 yilinda iran’da, kronik apikal lezyonu olan
degisik yas gruplarinda farkli cinsiyetlerde seksen hasta ile yaptiklari ¢aligmada; N
asetil sistein (NAC) ve ibuprofen farkli konsantrasyonlarda (400 mg NAC, 400 mg
ibuprofen, 400+200 NAC/ ibuprofen) hastalara verilmistir. Lezyon bdlgesinden
alinan eksudadan, ELISA yontemi ile IL-6, TNF alfa ve IL-17 gibi sitokin diizeyleri
arastirilmigtir. TNF alfa biitiin eksuda 6rneklerinden tespit edilmistir. Ancak TNF
alfa diizeyleri gruplar arasinda plaseboya gore anlamli bulunmamistir. IL-6 ise
eksuda orneklerinin tamaminda tespit edilememistir. ibuprofen ve plasebo gruplar

arasinda anlamli bir fark bulunmamistir.
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Sepehri (84)ve ark tarafindan 2011°de Iran ‘da goniillii geng erkekler
iizerinde yapilan ¢alismada ibuprofen kullanimmnin serum TNF alfa, IL-1 ve IL-6
izerine etkisi incelenmistir. Serum sitokin seviyelerinin dl¢timiinde ELISA yontemi
kullanilan bu ¢alismada; 1500 metre kosu sonrast ibuprofen verilen grup ile kontrol
grubu arasinda sitokin seviyeleri agisindan belirgin bir fark goriilmemistir.
Profilaktik ibuprofen kullanimmin proinflamatuar sitokin salinimima etkisinin

olmadig1 sonucuna varilmistir.

Antiinflamatuar olarak diisiiniildiigiinde NSAII’lerin, IL-6 ve TNF alfa’y1
arttirdig1 bilgisi klasik bilgilerle gelisiyor gibi goriilebilir. Kabul edildigi tizere
inflamasyon alanina monosit ve makrofaj goc¢ii olduktan sonra aktive makrofajlardan
IL-1, IL-6, Koloni stimiile edici faktér-1, TNF alfa ve interferon-gama gibi
proinflamatuar sitokinler salgilanmaktadir. Aktive makrofajlardan salinan IL-1, TNF
alfa ve interferon-gama gibi sitokinler dokulardaki monosit ve makrofajlarlardan IL-
6 salinimini uyarirlar. Ozellikle romatoid artrit (RA) gibi inflamatuar hastaliklarda
doku ve serumda yiiksek diizeyde IL-6’ya rastlanmaktadir. Bu hastaliklarda
analjezik ve antiinflamatuar dzelliklerinden dolay1 kullanilan NSAIi’ler; monosit ve
makrofajlardan IL-1 ve IL-6 salgilanmasini inhibe ederler. Ayrica IL-1, TNF alfa ve
interferon-gama tarafindan uyarilmis doku makrofajlarindan salinan IL-6 tiretimini
de inhibe ederler. Her ne kadar NSAIi’ler konusunda bu bilgi klasiklesmis olsa da
baz1 calismalar NSAID’lerin anti inflamatuar etkisinden baska proinflamatuar

etkilerinin de olabilecegini sdylemektedir (62).

Etkisini siklooksijenaz enzim inhibisyonuyla prostaglandin sentezini inhibe
ederek gosteren NSAIl’lerin; inflamatuar siirecteki rollerinin tam olarak
anlagilabilmesi i¢in Oncelikle prostaglandinlerin  fonksiyonlarmmn  bilinmesi
gereklidir. 1969 yilinda PGE2’nin RA’in deneysel modeli’’ olarak kabul edilen
adjuvant artritinde yararli etkisi oldugu bildirilmistir (62). Bu g¢alisma
prostaglandinlerin antiinfamatuar etkisinin oldugunu gosteren ilk ¢aligmadir. Daha
sonra cesitli calisma gruplar1 tarafindan akut, kronik ve immiinolojik kaynakl ¢esitli
deneysel inflamasyon modellerinde prostaglandinlerin yararli etkilerinin oldugu

gosterilmistir. Ozellikle PGE; ve PGE; nin mitojene yanit verme, klonal ¢ogalma, E-
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roset olusumu ve lenfosit migrasyonu gibi ¢esitli T lenfosit fonksiyonlarini inhibe
ettigi gosterilmistir. Son zamanlarda inflamasyonun ge¢ donemlerinde olusan PGJ,
onciilii olarak bilinen PGD, ve 15 deoksi-A** PGJ,’nin antiinflamatuar etki
olusturdugu gosterilmistir. Tim bu bilgiler dikkate alindiginda etkisini
siklooksijenaz yolagmi inhibe ederek gosteren NSAII’ lerin; birbirine zit olarak
goriinen proinflamatuar ve antiinflamatuar etkinin her ikisini birden nasil

olusturabildigi anlasilmaktadir. (62).

Aragidonik asitten siklooksijenaz yoluyla ¢ok gesitli triinler olustugu
gb6zoniline alinirsa, ayni metabolik yolagin uyarilmasi ile proinflamatuar etki ve
antinflamatuar etki olusabilir. Bu da bir ¢eliski sayilmaz. Siklooksijenaz yolagmin
inhibisyonu sonucunda; yolagin lipooksijenaz tarafina kaymasi gergeklesip,
arasidonik asitten inflamasyonda onemli etkileri bulunan lipoksinler olusabilir.
Ayrica arasidonik asitten sitokrom p450 enzimleriyle ¢esitli diger {iirtinler de
olusmaktadir. Klinik olarak antiinflamatuar etkisi asetil salisilik asitle (aspirin) ayni
olan sodyum salisilat gibi NSAIl’lerin invitro ¢alismalarda siklooksijenaz yolagini
inhibe etme potansiyelleri diisiik olarak bulunmustur. Bu da NSAIl’lerin
antiinflamatuar etkide siklooksijenaz enzim inhibisyonundan baska mekanizmalarin

da olabilecegini gostermektedir (62).

Ibuprofen’in bakteriyel enfeksiyonlar iizerine etkisi tartismali bir konudur.
Bazi arastirmacilar antiinflamatuar ve analjezik 6zelliginin yaninda ibuprofen’in
antibakteriyel etkisinin de varligmi idda etmislerdir. ibuprofen’in antibakteriyel

etkisi ile ilgili invitro duyarlilik ¢alismalar1 bulunmaktadir (85).

Shaaban K. Mohamed (85) ve ark. tarafindan Ingiltere’de 2012 yilinda
yapilan ¢aligmada labaratuvar ortaminda ibuprofen 3 ayr1 kemoterapotik ajan olarak
sentezlenmis, elde edilen bu bilesiklerin S.aureus, E.coli, B.subtilis, S.enterica,
S.epidermidis, P.putida, P.aeruginosa, M.luteus, C.albicans, C.krusei, C.glabrata’ya
olan antibakteriyel ve antifungal etkinligine invitro olarak Kirby bauer disk
difiizyon ydntemiyle bakilmistir. ibuprofen’in indolinhidrazide ile kombinasyonu

sonucu elde edilen bilesige karsi, mantar ve bakterilerde antifungal ve antibakteriyel
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etki yiiksek olarak gozlenmistir. Ancak bu etkinin bilesigin igerisinde bulunan
potansiyel farmakolojik etkileri bilinen thatistatinden mi yoksa ibuprofenin
kendisinden mi kaynaklandig1 anlasilamanustir. Ibuprofenin benzene 1-4
dicarboldehyde ile elde edilen bilesiginde ise antifungal ve antibakteriyel etki diistik

olarak gosterilmistir.

Kumudhavalli ve ark (86) tarafindan 2010 yilinda Hindistan’da yapilan
calismada ibuprofenin; invitro olarak bakteri ve mantarlarin {izerine antibakteriyel
ve antifungal etkisi, Kirby bauer disk diflizyon yontemi kullanilarak
degerlendirilmistir. Bakterilerden S. aurues, E. coli, B. subtilis, P. aeruginosa,
mantarlardan ise C. albicans calisilmigtir. Bu mikroorganizmalarin duyarlilik zon
caplar1  Olgiilerek  kontrol  grubundaki  siprofloksasin ~ ve  tobramisinle
karsilastirilmistir. Ibuprofenin invitro olarak B. subtilis ve S. aurues’a kars1 giiclii
antibakteriyel etkisinin varlig1 ortaya konulurken P. aeruginosa ve E. coli i¢in ise
orta derecede antibakteriyel duyarlilik gdzlenmistir. Ibuprofen’in mantarlar iizerinde

de benzer etkisinin olabilecegitesbit edilmistir.

Ibuprofen ve bazi NSAIl’lerin antibakteriyel etkisi ile ilgili olumlu veya

olumsuz bildirimler veren invivo ¢alismalar da bulunmaktadir (86, 87).

Ibuprofenin E. coli LPS ile olusan endoksemik aktivitesini smirladig1
tavsanlarda ve farelerde gosterilmistir. Ibuprofenin imidazol, oksadizol ve
triazollerle yapilan kombinasyonlarinda bu ilaclarin antibakteriyel etkisini arttirdigi
goriilmiistiir. Bu sonu¢ bir antiinflamatuar ve analjezik olan ibuprofenin ayni

zamanda antibakteriyel etkinliginin varhgini da gostermistir (86).

Groppo Ve ark. (87) tarafindan Brezilya’da 2003 yilinda hayvan modeli ile
yapilan ¢aligmada; stafilokok kaynakli YDE’de sodyum diklofenak‘in serum ve
dokuda amoksisilin konsantrasyonunu azaltarak yara iyilesmesini geciktirdigi

saptanmuistir.
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Bizim calismamizda ibuprofenin antibakteriyel etkisi invivo ve invitro
degerlendirilmemistir. Ancak B grubunda go6zlenen istah kaybi canlilik azalmasi
tiiylerin dokiilmesi gibi belirtiler BI grubunda gdzlenmemistir. BI grubunda nekroz
baslangicinin B grubuna gore daha gec gergeklesmesi, ve yine B grubunda goriilen
yara derinligindeki artism BI grubunda goriilmeyisi ve Bgrubunda goriilen
amputasyona bagli ekstremite kaybinm BI grubunda higbir farede olmayis;
ibuprofenin antibakteriyel etkisinin varhgmi diisiindiirmektedir. Yara yerinden
yapilacak olan bakteri sayimi gibi invivo c¢alismalara ve Ozellikle S.aureus’la

yapilacak invitro ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

Ibuprofen ve ampisilinin her ikisi de karaciger sit p450 enzimi iizerinde
indiiksiyon veya inhibisyon olusturmadiklar1 bilinmektedir. Ibuprofen ve ampisilin

beraber kullanimiyla ilgili yapilmis ¢alismalar mevcuttur (88, 89).

Tigka ve ark. (90) tarafindan adjuvant artritli ratlar tizerinde ampisilin ve
NSAIl kullanilarak yapilan calismada NSAIl’lerin ampisilin binding proteini
azaltarak serum ampisilin miktarmi degistirdigi bulunmustur. Bu protein lizerinden
etkilesim serumda mevcutken diger dokular iizerinde goériilmemistir. Ayrica bu
degisimin adjuvant artritli vakalarda olusu hastaliga 06zgli olabilecegini

diistindliirmiistiir.

Ibuprofen ve ampisilinin klinikte beraber kullanimmin tedaviye etkisi ile
ilgili veriler smirli olmakla beraber daha ¢ok akut otitis media (AOM) modeli
iizerinde yapilan c¢aligmalar goze carpmaktadir. Bazi caligsmalar enfeksiyonun
sagaltiminda ibuprofen ve ampisilinin beraber kullaniminin tek basma ampisilin
kullanimina gore belirgin bir yararinin olmadig1 yoniindeyken (91) bazi ¢aligmalarda
¢ikan sonuglar ise adeta her iki ilacin beraber kullanimini tesvik etmektedir. Bu iki

ilacin beraber kullanimindaki tarihsel siire¢ ise pozitif yonde ilerlemektedir.
Jung ve ark. (91) tarafindan 1984 yilinda yapilan ¢alismada; pnoémokokkal

AOM tedavisi iizerinde penisilin ve ibuprofenin beraber kullaniminin hastaligin

seyrinde olumlu bir degisiklik olusturmadigr bulunmustur. Bu basarisizligi bir
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antiinflamatuar oldugu halde ibuprofenin; eikonazoid sentezinde yer alan
sijklooksijenaz yolunu baskilamasi ile yolagin lipoksijenaz tarafina kaymasi sonucu
Iokotrien artisi ve mukozal inflamasyonun beklenin aksine artisi seklinde
yorumlamiglar, daha sonraki c¢alismalarda eflizyon konsantrasyonundan alinan
orneklerde lokotrien seviyesi iddianin aksine diisiik olarak bulunmus ve bu tez

clriitiilmiistir .

Diven ve ark. (91) tarafindan 1994 yilinda ABD’de yapilan benzer bir
calismada; AOM hayvan modeli iizerinde ibuprofen ile ampisilinin kombine
tedavisinin hastaligin seyrine etkisi, histolojik olarak (mukoza kalinligi) ve serolojik
olarak (siklooksijenaz iirinlerinin 6l¢timii) degerlendirilmistir. Sonug olarak Jung ve
ark.’nm aksine her iki ilacin kombine tedavisinin tek basmna ampisilin kullanimma
gbére mukozal inflamasyonu ve inflamasyon alanindaki siklooksijenaz iiriinlerinin

Olusumunu azaltmak yoniinde yararl oldugu bulunmustur.

Delprado ve ark (92) 2006 yilinda ispanya’da yapmis olduklar1 ¢alismada
AOM tedavisi iizerinde amoksisilin ve eritromisinin ayr1 ayr1 ibuprofenle kombine
kullannmi sirasinda; orta kulak Orneklerinden alinan sivida bakteri yiikl
degerlendirilmis, her iki antibiyotigin de ibuprofenle kombine tedavisi tek basma
kullannmina oranla bakteri miktarmi belirgin azaltmistir. Prado ve ark. Weng ve
ark.’nin (5) aksine ibuprofenin l6kosit fagositozunu ve degraniilasyonunu arttirarak

bakteriyolojik etkisi bulundugunu iddia etmislerdir.

Bizim ¢alismamizda baslangig yara boyutu BA grubunda (39 mm? BiA
grubuna (45mm?) gore kiigiikk bulunurken bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir  (p>0.05). Ilerleyen giinlerde de bu iki grup arasinda yara
boyutlarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p>0.05). Serum
ELISA degerlerinde her iki grup arasinda TNF alfa, IL-1, 1L-6 ve VEGF agisindan
tim giinlerde istatistiksel bir fark gériilmemistir (p>0.05). Her iki grupta da yaralar
yizeyel  kalirken, 7. ginde  yara  kapanmasi  gerceklesmemistir.
Immiinohistokimyasal reaksiyonlar degerlendirildiginde her iki grup igin benzer

reaksiyonlar goriilmiistiir. Yara boyutlari, HE boyama, immiinohistokimyasal
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reaksiyonlar ve serum sitokin seviyeleri dikkate alindiginda prognozda; tek basina
ampisilin kullaniminin her iki ilacin beraber kullanimina gore ¢ok belirgin bir fark

olmasa da daha iyi oldugu yoniindedir.

Bizim ¢alismamizda Weng ve ark.’dan (5) farkli olarak YDE olusumunda
immiinsiipresyon i¢in siklofosfamid kullanilmistir. Serum TNF alfa ELISA
seviyeleri Weng ve ark’nin (5) aksine tiim gruplarda enfeksiyon varligina ragmen
1., 3. ve 7. giinde diisiik olarak bulunmustur. IL-6 seviyeleri ise belirgin olarak B
grupunda yiiksek olarak bulunmustur. Bu yiikseklik BI grubu ve BA grubuyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml bulunmustur (p<0.005). Ilk giin
goriilen bu yiikseklik takip eden giinlerde azalmistir. Daha oOnceki c¢alismalar
1s1¢1nda bu yiiksek serum IL-6 ve diisiik TNF alfa ELISA degerlerinin siklofosfamid

kullanimu ile iliskili olabilecegi diistiniilmiistiir (93).

Marcinkiewicz ve ark. (93) tarafindan 1994’te yapilmis olan ¢aligmada
sunulan c¢alismaya benzer sonuglar elde edilmis ve ‘‘diisik doz siklofosfamid
kullanimimnin makrofajlardan IL-6 salmimini arttirarak, TNF alfa ve IL-1 salinimimi

ise azaltarak’’ etki gosterdigi sonucuna varilmistir

Azotlu hardallardan olan siklofosfamid nitrojen mustard tiirevi alkilleyici
antineoplastik bir ilagtir. Sitotoksik etkisini DNA guaninin alkillesmesi sonucu purin
halkasinda  destruksiyon ve DNA replikasyonunda inhibisyon yoluyla
olusturmaktadir. siklofosfamid’in molekiiler yapisi nitrojen mustardin metil grubuna
bagli oksazafosforin seklindedir. Sitotoksik immiinosiipresif ilaglarm en gli¢liisii
oldugu kabul edilir ancak toksisitesinin fazlaligi nedeniyle, immiinosiipresif ilag¢
olarak kisith sayidaki endikasyonlarda kullanilir. Basarili bir antikanser ilaci olan
siklofosfamid; ilk sentez edildiginden bu yana yaklasik 50 yildir kemoterapik bir
ajan olarak yaygin sekilde tercih edilmektedir. Ozellikle birgok kanserde ve kan ve
KI transplantasyonunda da kullanilmaktadir. Hem hematolojik ve hem de solid
tiimorlerin tedavisinde basarili bulunmugstur. siklofosfamid gii¢lii immiinostipresif
etkinlik gdstermesi nedeniyle sadece malignitelerde degil; RA, behget hastaligi,

nefrotik sendrom ve diger bazi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde de
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kullanilmaktadir. Intravendéz ve oral yolla uygulanabilmektedir. Karacigerde aktif
metaboliti olan fosforamid hardalina doniisiir. Bazen siipresor T lenfositleri
baskilamak suretiyle paradoksik olarak immiinostimiilasyon yaptig1 bilinmektedir (

94, 95, 96).

Siklofosfamidin sitokinler tizerine etkisi tartismali bir konudur. Bazi
caligmalarin sonuglar1 siklofosfamidin sitokin seviyelerini arttirdigi yoniindeyken
baz1 ¢aligmalarin sonuglar1 ise siklofosfamidin sitokin seviyelerinin azalttigi

yoniindedir (97, 98).

Chen ve ark. (97) tarafindan 2013 yilinda Cin’de 18-22 g agirliginda 6-8
haftalik Balb/c erkek fareleri ile yapilan g¢alismada; gruplari; kontrol grubu ve
aplastik anemili grup olarak ikiye ayirmiglar, kontrol grubuna hi¢bir islem
yapilmazken, 2. gruptaki farelerde 1sinlama ile aplastik anemi meydana getirilmistir.
Sonraki {i¢ giinde 40 mg/kg/giin olacak sekilde siklofosfamid ve 50 mg/kg/giin
olacak sekilde kloramfenikol intraperitonal olarak enjekte edilmistir. IL-6 analizi, KI
stromal hiicrelerinden elde edilen siispansiyon ile yapilan ELISA yontemiyle 4, 7 ve
10. giinlerde degerlendirilmistir. Yapilan bu c¢alismada siklofosfamid ve
Kloramfenikol ile tedavi edilen aplastik anemi olusturulmus 2. grup farelerde IL-6
diizeyleri kontrol grubuna gore tiim gilinlerde yiiksek saptanmustir. Ayrica
siklofosfamid kullanan farelerde KI hiicrelerinin diger gruba gore azaldig:

gbzlemlenmistir. Bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Herodin ve ark. (98) 1992 yilinda ABD’de babunlar {izerinde radyasyonla ve
siklofosfamid kullanarak olusturduklari aplastik anemi modelinde IL-6 yiiksekligi

agisindan Chen ve ark.’ninkine (97) benzer sonu¢ bulmuslardir.

IL-6 cok cesitli biyolojik aktiviteleri olan T ve B lenfositler, plazma hiicreleri
monosit ve fibroblastlar tarafindan sentezlenen bir sitokindir. IL-6 {izerine yapilan
son c¢aligmalarda, otoimmiin neoplastik hastaliklar ve stres durumlar1 disinda
hematopoetik hiicrelerin farklilagmasinda ve hematopoezin diizenlenmesinde tipki

IL-3 ve eritropetin gibi gorev aldigi gosterilmektedir. Bununla birlikte IL-6
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proinflamatuar bir sitokin oldugundan bir ¢ok hastaligin patogenezinden
sorumludur. IL-6 ¢ok kompleks fonksiyona sahip bir sitokindir. Proinflamatuar
etkisinin yaninda antiinflamatuar etkisi de bulunmaktadir. Bu iki farkl
fonksiyonuyla inflamatuar yanitta Onemli rol oynamaktadir. Antiinflamatuar
yanitinin ~ varhigi ile proinflamasyonun zararli etkilerinden organizmay1
korumaktadir. IL-6’nin RA, DM, HIV enfeksiyonu, pankreatit ve malignetelerde
serum diizeyinin arttig1 goriilmektedir. Fonksiyonlar1 tam anlagilmis olmamakla
beraber IL-6’nin aplastik anemi gibi hastaliklarda immiin regiilasyonda rol oynarak
inflamasyona neden oldugu zannedilmektedir. Radyasyon ve kemoterapiklerle
olusan aplastik anemi durumlarinda KI hiicre sayisinin azalmasi IL-6’nin anormal
yiikselmesi ile iligkili olabilir. Baz1 aragtrmacilara gore yiiksek seviyelerdeki IL-
6'mn KI stromal hiicrelerinin ¢ogalmasmi baskiladigi ve KI hiicrelerinin
destriiksiyonunu indiikledigi diistiniilmektedir. Yong ve ark.’nin yapmis olduklar1
calismada IL-6 seviyelerinin yiiksekligi ile beraber KI lenfosit ve yag hiicrelerinde
belirgin bir azalma goriilmiis, bu azalmanin yiikselen IL-6 seviyeleri ile iligkili

olabilecegi tizerinde durulmustur (97).

Son yillarda IL-6’nm Ki’de hematopoezdeki rolii merak konusu olmustur.
Bu mekanizmanin tam olarak anlasilabilmesi i¢in bu yonde calismalara gerek

duyulmaktadir.

Bizim galismamizda IL-6 diizeyleri ilk giinde sadece B grubunda yiiksek
olarak bulunurken, Bi grubu ve BA grubunda bu yiikseklik goriilmemistir. Serum
IL-6 ortalama degeri 1. giin en yiiksek bulunan B grubuyla, diger gruplar ve kontrol
gruplar1 karsilastirildiginda sirastyla; Bi grubu (p=0.03), BA grubu (p=0.008), sham
grubu (p=0.004) ile istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmustur. Aplastik anemi
tablosunda Ki biyopsisi degerlendirilmeli, Ki IL-6 seviyeleri arastirilmali ve IL-
6’nin hematopezdeki rolii aydinlatilmalidir. Ibuprofenin ve ampisilin’in aplastik

anemi tablosuna etkinligi; IL-6 {izerinden arastirilmalidir.

Beharry ve ark. (99) tarafindan 2006’da ratlarda yapilan g¢alismada

indometazin ve ibuprofenin VEGF, IGF ve GH fiizerine etkisi degerlendirilmistir.
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Yiiksek ve diisik doz olmak iizere ibuprofen ve indometazin ile deney grubu
olusturulurken, kontrol grubu olarak da tuz kullanilmistir. Diisiik doz ve yiiksek doz
ibuprofen kullanilan deney grubunda retinada VEGF diizeyleri kontrol grubuyla
karsilastirildiginda baskilanmis olarak gézlenirken, iki grup arasinda olusan bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Her iki grupta serum VEGF seviyeleri
kontrol grubuyla Kkarsilastiridiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamastir.

Bizim ¢alismamizda Weng ve ark.nin (5) ¢alismasina ek olarak IL-1 ve
VEGF seviyelerine de bakilmustir. Serum IL-1 seviyeleri agisindan BI grubuyla
diger gruplar arasinda belirgin bir fark goriilmemistir. Bu sonuglar Sirota ve
arkadaglarinm (82) buldugu serum IL-1 sonuglarina benzemektedir. Dokuda IL-1
reaksiyonlar1 Bi grubunda 1., 3. ve 7. giinlerde doku reaksiyonlar1 zayif pozitif veya
negatif olarak goriiliirken, diger gruplarla karsilastirildiginda belirgin bir fark

bulunmamustir.

Garcia ve ark. tarafindan (100) 2007 yilinda Kaliforniya’da yapilan
calismada 50 mg/giin oral siklofosfamid tedavisi alan over kanserli hastalarda
plazma VEGF diizeyleri ELISA yontemi kullanilarak arastirilmistir. Yapilan bu
calismada tedavi oncesinde bulunan serum VEGF diizeylerinin zamanla azaldigi

ancak bu azalmanin klinik sonug ile iliskili olmadigi saptanmaistir.

Colleoni ve ark.’nin (101) 2001 yilinda italya’da yaptiklar galismada; meme
kanseri tanisi1 almig ve 50 mg/giin olacak sekilde oral siklofosfamid kullanan
hastalarda ELISA yontemiyle serumda VEGF diizeyleri arastirilmistir. Yapilan bu
calismada iki aylik siklofosfamid tedavisi sonrasinda 48 hastanin serum VEGF

diizeylerinde azalma oldugu saptanmustir.

Bizim ¢aliymamizda serum VEGF seviyeleri ise tiim gruplarda 3. giinde 7.
giine gore daha diisiik bulunmus, 7. giinde ise anlamli bir artis goriilmiistiir. Bu
farkin kullanilan siklofosfamid ile iligkili olabilecegi diislintilmiis, 3. ve 7. giin i¢in

Bi grubuyla diger gruplar arasinda belirgin bir fark gériilmemistir. Bu sonug Beharry
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ve ark.’nin bulmus olduklar1 serum VEGF sonuglarina benzemektedir. Bulmus
oldugumuz doku VEGF reaksiyonlar1 ise BI grubunda; 1., 3. ve 7. giinde diger
gruplara gore daha zayif olarak goriilmistiir. Bu sonuglar da Beharry ve ark.’nin
(99) bulmus olduklar1 ibuprofen kullanimiyla dokuda olusan disik VEGF

sonuglarma benzemektedir.

VEGF, ozellikle endotel hiicreleri i¢in 6zgiil etkilere sahip olan ¢ok yonlii
trombosit kaynakli bir biiylime faktoriidiir. VEGF kronik inflamatuar hastaliklar1 da
kapsayan fizyolojik ve fizyopatolojik bircok olayda artmaktadir. Endotelyal
anjiogenesisin, kemotaksisin ve endotel hiicrelerinde mitojenik etki ile damar
gelisimini uyarmasinin yani sira morfogenezde de oOnemli roller istlendigi
bilinmektedir. Trombositler, notrofil, makrofaj, diiz kas ve endotel hiicreleri,
fibroblastlar ve diger bir¢ok hiicrelerden salinir. VEGF endotel yiizeyine exprese
edilen kendi reseptdrlerine baglanarak anjiogenesisi baslatir. VEGF resptorleri trozin
kinaz reseptor ailesindendir. Bu reseptorler i¢inde anjiyogenez siirecinde en 6nemli
rolii Flk-1/KDR reseptorii oynamaktadir. Flk-1/KDR alman sinyali hiicre igine
ileterek hiicre proliferasyonu ve kemotaksise neden olmaktadir. VEGF’nin mitojenik
ve permeabilite olusturmasinda en onemli resptoric VEGFR-2’ dir.. VEGF-1 ise
patolojik anjiogenesisi negatif yonde etkileyerek VEGFR-2’nin proanjiyogenik
etkilerini azaltmaktadir. VEGF reseptorii en 6nemli neden hipoksi olmakla beraber,
dokudaki diisiik glikoz seviyeleri ve tiimoral dokulardan salinan gesitli biliylime
faktorleri etkisiyle hiicre yiizeyine eksprese olur. Bu durum tiiméral dokulardaki
anjiogenesisi ve artan VEGF miktarin1 agiklayabilir. Anti-apoptotik proteinlerin
sentezinin artmasi veya anti-apoptotik sinyal yollarnin aktivasyonu ile olusan
neoanjiogenesis; Ozellikle solid tiimdrlerin  progresyonunda anahtar rol
oynamaktadir. Ayrica antianjiogenik ajanlarla yapilan hayvan ¢aligmalarinda
kapiller retraksiyon olusumu ile nekroz olustugu, metastazlarin azaldigi ve primer
tiimor odaginin da kiigiildigli gozlenmistir. Bu bilgiler 1518mda gelistirilen ve klinik
olarak halen kullanilan antianjiogenik ajanlar mevcuttur. Cok yaygin olarak
kullanilan siklofosfamid, doksorubisin ve paklitaksel gibi antikanser ilaglarinin anti
anjiogenik etkileri bilinmektedir. Siklofosfamid kullaniminm Ki hiicrelerini

baskilayarak basta trombositler olmak iizere bir¢ok kan hiicrelerinin sayisini azalttig1
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bilinmektedir. Azalan trombosit sayis1t ve VEGF nin de trombositlerin ana kaynagi

oldugu diisiiniiliirse siklofosfamid kullanimiyla olusan VEGF diisiikliigliniin nedeni
anlasilabilir (101, 102, 103, 104).
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SONUC VE ONERILER

1. B grubunda ve BI grubunda yara boyutlar: ikinci giinden son giine kadar

belirgin bir degisim gostermemistir.

2. BA grubu ile BIA grubunda yara boyutlari hergiin kademeli olarak

kiigiilerek devam etmistir.

3. B grubunda giinler iginde yara derinliginde artis gdzlenirken BI grubunda

ise yara derinligi yiizeyel kalmistir.

4. B grubu ve Bi grubunda yarada nekroz olusmustur. B grubunda nekroz

olusumu BI grubuna gore daha erken olusmustur.

5. B grubunda ilerleyen giinlerde amputasyona bagli ekstremite kaybi

gozlenirken bu tablo diger hi¢bir grupta goriilmemistir.

6. BA ve BIA grubunda yara derinligi yiizeyel kalirken, nekroz ve

amputasyona bagli ekstremite kayb1 gézlenmemistir.

7. Serum TNF alfa ve IL-1 ortalama seviyelerinde 1., 3. ve 7. giinlerde Bi

grubuyla diger gruplar arasinda istatistiksel bir fark goriilmemistir (p>0.05).

8. Serum IL-6 ortalama degeri 1.giinde B grubunda diger gruplara gore yliksek
olarak bulunmustur. Bu fark BI grubu, BA grubu ve sham grubuyla
Karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Birinci giinde

olusan bu fark 2. ve 3. giinde ortadan kalkmuistir.

9. Serum IL-6 ortalama degerinde 1., 3, ve7. giinlerde BI grubuyla diger

gruplar arasinda istatistiksel bir fark goriilmemistir.
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10. Tiim gruplarda ii¢lincii giinde diislik olarak goriilen serum VEGF degerleri
7. Giinde belirgin olarak artmustir. B grubuyla diger ¢alisma gruplar1 arasinda 3. ve

7. glinde belirgin istatistiksel bir fark olusmamustir.

11. Iimmiinohistokimyasal incelemelerde tiim gruplarda TNF alfa ve IL-1doku
reaksiyonlar1 zayif pozitif veya negatif olarak goriiliirken BI grubuyla diger gruplar

arasinda belirgin bir fark goriilmemistir.

12. Immiinohistokimyasal incelemelerde IL-6 reaksiyonu iigiincii giinde BI
grubunda negatif olarak goriilmiis, diger giinlerde BI grubuyla diger gruplar arasinda

belirgin bir fark goriilmemistir.

13. immiinohistokimyasal incelemelerde VEGF reaksiyonu 1, 3 ve 7. giinde

BI grubunda diger gruplara gore benzer ya da daha zayif olarak goriilmiistiir.

14. Immiinohistokimyasal incelemeler yedinci giinde B grubunda epitel ve

epitel alt1 bag dokusu izlenmemistir.

15. H.E. boyamada B grubunda epitel kayb1 1. giinde baslamis, 3. giinde
artmis ve 7. giinde epitel tamamen kaybolmustur. Diger ii¢ grupta ise epitel varligi 7.
giine kadar devam etmistir. Yedinci giinde BA grubu ile BIA grubunda epitel

kalinlig1 ve keratinizasyonun BI grubuna gére daha belirgin oldugu goriilmiistiir.

Bu sonuglar 1s1ginda; ibuprofenin S.aureus nedenli YDE’lerde yara

lyilesmesine olumsuz etkisinin bulunmadig1 sonucuna varilmstir.
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