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OZET

Amag: Bu deneysel calisma modelinde 30 adet Wistar Albino sigan tzerinde melatonin hormonunun
yara iyilesmesinde angiogenesls Uzerine etkileri arastinlmigtir,
Durum Degerlendirmesi: Hentz tamanlaslamamis olan yaraiyilesmesinde, immUnsistem hlcreleriyara
iyilesmesi stirecine etkili faktdrlerin salinimint artirmaktadir. Melatoninin ise ézellikle IL-1, TNF-, ve TGF-
p tretiminiindUkledidi bilinmektedir. Yaraiyilesmesi proliferasyon fazinda, Melatonininimmdno-modUlatér
etkileriise henlz tartigilan bir konudur,
Yéntem: Siganlar ki gruba ayrilaraksirt derileri Gzerine yapilaninsizyon éncesive sonrasinda 1. grubba 0.25
cc/sican/gun%0.9NaClIl. gruba 0.4mg/kg/gln olacaksekiide % 0.9 NaCligerisinde ¢codzinmUssekilde
MelatoninintramuskUler yollaverilerekiyilesme fozlan kontrol grubuile karsilastirmal olarakincelenmistir,
Deneybaslangicindansonra 3,7, 10, 14ve 21, gunlerde yilesmekte olan dokulardan eksizyonel biopsiler
alinarak sk ve elekiron mikroskopisi alfinda angiogenezis kriterleri incelenmis , doku hidroksiprolin
dUzeyleri dlgcUmUstr,
Cikanm: Isik ve elekiron mikroskopisiincelemelerinde tim evrelerde kontrol grutbundan farkl olarak yeni
damarlanmanin basladidi ve damar sayisinda anlaml artis gdzlenmistir (0<0.05 ). Doku hidroksiprolin
olctmlerindeise 10., 14.ve 21, gunlerde daha fazlo olmak Uzere tum evrelerde Melatonin grubu kontrol
grubuna goére UstUnltk gdstermistir.
Sonuglar: Melatoninin angiogenezis ve yara iyilesmesi Uzerine olumlu etkilerinin olabilecedi ve yeni
calismalan ézendlrici oldugu gérdlmektedir.

Anahtar kelimeler: Yara iyllesmesi, angiogenezis, melatonin

SUMMARY

The effects on angiogenesis of melatonin hormone were researched in wound healing processin the
experimental study model, using 30 Wistar Albino rafs. Although wound healing is not a well-known
process, cells of immune system increase releasing of factors which are effective in the process.
Whereas it is known that melatonin particularly induces productions of IL-1, TNF-a and TGF-f.
Immunomeodulator effect of melatoninis unclear atthe proliferation phase of wound healing. Ratswere
divided into two equal groups. Before and after the incisions made on the back skin, 0,.9% NaCl at the
dose of 0.25 ce/rat/d wasinjected to group 1, and melatonin dissolved in 0,.9% NaCl at the dose of 0.4
mg/kg/d was injected to group 2 via intramusculer route. The phases of healing were ossessed as
comparedwiththe controlgroup. At3,7,10, 14and 21 days of the study, excisionel biopsies were made
frc?m the healing fissues, and were investigated for angiogenesis criterions under light and electron
microscopes. Hydroxyprolinlevels were also measured inthe tissues, Unlikein control group, itwasseen
thatneovascularization beganin every stages of light and electron microscopic examinations and that
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that neovascularization beganin every stages of ight and electron microscopic examinations and that
there was a significant increase in the number of new vessels (p<0.05). In all stages, particularly at 10,
14 and 21 days, melatonin group showed better developing than control group in measurement of
the tissue hydroxyprolin levels. Melatonin may have positive effects on angiogenesis and wound
healing, and the results were encouraging new studies,

Keywords: Wound healing, angiogenesis, Melatonin

Hala tam olarak anlasilamamis olan yara
ivilesmesi biyolojik olarak inflamatuar, proliferatif,
ve remodeling olmak Uzere 3 fazda gercekles-
mektedir (1).

Yara iyilesmesinde ¢ok énemli faktor olan
makrofajlarfibroblastik aktiviteyi baglatip stirdirtir-
ken, T hiicreleri ise diizenleyici ve kontrol edici
birrol alirlar. Makrofaj, nétrofil, lenfosit, trombosit
vefibroblastlar; go¢, proliferasyon ve iyilesme gi-
bi bir cok stirece etkili faktorlerin salinimini sag-
larlar. Ayrica, makrofajlar tarafindan iiretilen spe-
sifik proteinler ise kemotraktanlar, bitytime fak-
torleri, proteazlar, ekstraselluiler matriks ve doku
biiytimesini dizginleyecek faktorleriigerir(2,3,4,
5).

immin sistem hiicreleri ve onlardan salinan
sitokin ve biiyiimefaktdrlerinin, yaraiyilesmesinin
basta proliferasyon fazive bufazdayeralan angio-
genezis lizerine stimiilan etkileri vardir, Angio-
genezis stirecinde fibroblastlar yeni damarlari
olusturan endotelial hiicrelerin kaynagini olugtur-
maktadir (2,3,4,5,6,7,8).

1958 yilinda kesfedilen ve bir pineal gland
hormonuolan melatoninise interlkin-1ve Timar
nekrotizan faktor-o. (TNF-a) sitokinlerini, Trans-
forming growth faktér-B (TGF-B) tretimini ind tik-
lemektedir. Ayrica, angiogenezis tizerine oldukca
etkili olan fibroblast proliferasyonu ve monosit
sitokin lretimini de uyaran Melatonin, néroen-
dokrin oldugu kadar immiino-modulatér bir hor-
mondur(9,10,11).

Budeneysel calismadaMelatonininyaraiyileg-
mesi proliferasyon fazindaangiogenezis lizerine
olan etkileri incelenmektedir.

GEREC VEYONTEM
Calismai.U. Deneysel Tip Aragtirma Enstitiisii
(DETAE) nde gerceklestirilmistir. 30 adet disi

Wistar Albino sican 15%erlik iki gruba aynildi. 1.
Grup (158%18 gr) kontrol, 2. Grup (156% 22 gr)
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calismagrubuolarak belirlendi. Sicanlar birkafeste
5sican olacak sekilde, 12 saatisik 12 saatkaranlik
ve 24 +4°Cisisartlarinda barindirilarak standart
fare yemi ve cesme suyu ile beslenmislerdir.

Tiim sicanlann sirt deri tiyleri ty dokiict
krem ile temizlenmistir. Deney baslangicindan
itibaren 7 giin boyunca, 1. Gruba % 0.9 NaCl
(0.25 cc/sican/giin), 2. Gruba 0.4 mg/kg/gln
olacak sekilde % 0.9 NaCl igerisinde ¢oziinmis
sekilde Melatonin 0.25 cc/sigan/giin dozunda
arkabacak tist muskiiler dokuyainsilin enjektdri
ile enjekte edilmistir.

Melatonin:(N-Acetyl-5-methoxytryptamine,
1gr., Katolog No: M-5250, Sigma Chemical Co
St. Louis USA.)

7.giintiim sicanlareter anestezisi ile uyutularak
ense kuyruk dorsal hattinda longitidinal olarak
sirt derilerine cilt-cilt alti dokularini iceren, 5’er
cm uzunlugundakesiler uygulanmistir. Buyaralar
1’ercmaraile 9 mm’lik celik kartuslu cilt stapleri
ile kapatilmistir. Siitiir sonrasi 7. giine geldiginde
yasayan sicanlarin sutir klipleri alinmistir,

Ciltinsizyonlannin yapildigi giin ve sonrasinda
melatonin ve NaCl enjeksiyonlarina sicanlar
sakrifiye edilene kadar devam edilmistir.

Ciltinsizyonunun 3. giintinde heriki gruptan
3 ersican yiiksek doz eter anestezisi ile sakrifiye
edilerek, sirttainsizyon yapilan bélgede, insizyon
hatti tam ortada olmak iizere 10X20 mm boyut-
larinda, 2 adet, cilt-cilt alti dokulari igeren flep
eksizyonu uygulanmustir.

Alinan fleplerin biri 1g1k mikroskopisi, digeri
elektron mikroskopisi incelemeleriigin planlan-
mistir.

Flep eksizyonu islemine, cilt insizyonlarinin
7.10.ve 14. giinlerinde sadece 1stk mikroskopisi
icintek flep olacak sekilde ve herbirgruptan 3‘er
sican olacak sekilde (7. giin 3’er sican, 10. glin
3’ersigan, 14. giin 3’er sican) yukanida anlatilan
teknikle devam edilmistir.insizyonun 21. giini
ise heriki gruptan kalan 3’ersicanayine elektron
ve 151tk mikroskopisi incelemesi igin 2'ser flep
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Alinan flepler neovaskiilarizasyon kriterleri
incelenmesi amaci ile 1sitk mikroskopisiicin %10
luk formol, elektron mikroskopisi i¢in %2.5 luk
gluteraldehit soliisyonunda tesbit edilmistir. Isik
mikroskopisinde Masson trichrome teknigi (12)
ile boyanan preparatlar Leitz markafotomikroskop-
taincelenerek 40x biiyltme ile rastgele segilmis
ardisik 10 alanadiisen damarsayisi kaydedilmistir.

Elektron mikroskopisinde makrofajlar, fibro-
blastlar, lenfosit infiltrasyonu, vaskilarizasyon
artisi, yag bezi ve kil koki olusumlan, lineer
vaskiiler pattern ve kollajen ag olusumuincelenen
kriterlerarasindayeralmigtir. Elektron mikroskopisi
icinalinan ve %2.5'lik gluteraldehitsolisyonunda
fikse edilmis flepler, literatiirde tarif edildigi gibi
(13) bloklar hazirlanarak Reichert OMU-3 marka
ultramikrotomda 70-80 nm. kalinliginda kesitler
yapildi. Hazirlanan preparatlar JEOL JEM 100C
elektron mikroskoptadegerlendirildi.

Hidroksiprolindiizeyi 6lgmek amaciilealinan
* yas doku 6rnekleri, kuru doku elde etmek amaci
ile 65 C de 18-24 saat kurutuldu. Kuru dokular
HCl ile muamele edilerek hidrolize edildi ve
spektrofotometre yardimiile hidroksiprolindiizey-
leri belirlendi (14).

Alinansonuclarindegerlendirilmesi, aritmetik
ortalamalar, standart sapmalar ve gruplarin ista-
tistiksel karsilastirlmasi SPSS 9.0 bilgisayar
istatistik programinda yapilmistir.

Melatoninin Yara lyilesmesi

BULGULAR

Deney sirasinda planli sakrifikasyon islemleri
haricinde 6len sican olmamistir.

Isik mikroskopisi ile yapilan incelemelerde
Melatonin grubundayaraiyilesmesinin dahaolum-
luseyrettigi, fibroblastyogunlugunun daha fazla
oldugu, endotel hiicre proliferasyonununanlamli
sekilde melatonin grubunda fazlaoldugu saptan-
migtir. Bu anlamli farkhhk 3., 7., 10., 14. ve 21.
giinlerin tamamini kapsamaktadir (Resim 1)

Gruplardan elde edilen damarsayimi sonuclari,
ortalama damar sayisi degerleri Tablo 1' de
sunulmustur. :

Yara iyilesmesinin 3.,7.,10.,14. ve 21. gin-
lerinde melatonin grubu kontrol grubuna gore
damar sayisi acisindan anlamli Gstiinltkler gos-
termistir (Tablo 2).

Dokuda élciilen hidroksiprolin dizeylerinin
gruplara ve giinlere gore dagilimi ve grup ortala-
malari Tablo 3' de gorilmektedir. Timevrelerde
goriilmekle beraber ozellikle 10., 14.ve 21. giin-
lerde hidroksiprolin seviyelerinin melatonin gru-
bunda kontrol grubuna gore daha fazla oldugu
anlastlmistir.

Elektron mikroskopisi sonuglarinda ise 3. ve
21. giinlerde melatonin grubunda daha belirgin
olmak lizere angiogenezisin arttig tesbitedilmistir
(Tablo 4, Resim 2).

TABLO 1: ORTALAMA DAMAR SAYISI SONUCLARI

GUN GRUP 3 ornek x 10 alan ORTALAMA STANDART SAPMA
3 Kontrol 30 4.60 T.52
Melatonin 30 8.53 2.99
7 Kontrol 30 4770 217
Melatonin 30 11.07 12.75
10 Kontrol 30 4.60 1.89
Melatonin 30 7.80 2.48
14 Kontrol 30 5.87 2.06
Melatonin 30 8.93 2.66
21 Kontrol 30 6.13 i
Melatonin 30 9.13 2.34
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Resim 1:Melatonin grubunda isik mikroskobu i

ve kollagen lif artist.

TARTISMA

Yara iyilesmesi mekanizmast tizerinde son
yapilan calismalar, bu siirecte bir cok buytime
faktoraniin rol aldigimni gostermektedir. Bunlarin
icindeeniyi belirlenenleri olan PDGF vede TGF-
P, yara iyilesmesinde gzellikle trombositlerin
alfagranillerinden, makrofaj ve fibroblastlardan
salgilanir, Etki mekanizmalari ve dereceleri tam
bilinmemekle beraber her ikisi deiyilesmeniner-
ken doneminde kollajen igerigini arttirmaktadir
(2). Buiylime faktorleri spesifik hiicre yuzey resep-
irleriile hedefhiicrelere baglanmakta, ve hicreyi
goce, boliinmeye veyayara iyilesmesinde etkili
olacak diger faktorleri Uretmeye induklemektedir

UCD * Eyldl 2000

le 25x biiyiitmede 21. glinde damarsayist

(3). Iyilesen yarada PDGF-ile ilgili tesbit edilen
reseptorler vaskiiler diiz kas hicrelerinde ve de
kapil!erduvarhﬂcreierinde bulunmaktadir (4).
Biyume faktorleri, mast hicrelerinin yaraya
toplanmasinasebep olmas ile yeni damar olusu-
munu kolaylastirmaktadir (5). Yara iyilesmesinde
angiogenezis, dnemli olan ancak hentiz ¢ok iyi
anlagilamamigbirolgudur. lyi anlagiimamasinda
rol alan bir faktor de yaradaki vaskdiilarizasyonu
stirekli sekilde 6lgebilecek kantitatif bir modelin
olmayisidir (6). Angiogenezis muhtemelen kerato-
dermal greftlerin siirekliliginin saglanmasindaana
rolii oynamaktadir (7). Angiogenezis izerine bir
cok faktorun etkileri aragtinlmaktadir. Trombosit
kaynakliyaraiyilesme faktorleri yaraiyilesmesinde

TAZLO 2: ORTALAMA DAMAR SAYISI SONUCLARINDA GRU PLARIN KARSILASTIRILMASI

Giinler t

3 -6.07 0.000
7 -2.70 0.011
10 -4.72 0.000
14 -5.24 0.000
21 -5.53 0.000

Anlamlilik

0,95 Giivenilirlik Aralig

Alt Ust
-5.26 -2.60
A8 -1.55
-4.59 .82
-4.26 A 47
411 -1.89

A

e
=
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TABLO 3 : HIDROKSIPROLIN DUZEYi SONUCLARI
GUN GRUP n ORTALAMA STANDART SAPMA
3 Kontrol 3 739.67 11.06
Melatonin 3 756.67 2.89
7 Kontrol 3 770.00 10.00
Melatonin 3 789.33 10.07
10 Kontrol 3 791.67 7.64
. Melatonin 3 822.00 10.82
a2
14 Kontrol 3 825.33 9.07
Melatonin 3 878.00 2.65
21 Kontrol 3 880.33 15.01
Melatonin 3 923.33 10.60
- angiogenezisi olumlu etkilemektedir (8). FGF ve EGF'iinise konnektifdokuda ivilesmeyi arttirdig
TGF-Btotal damar uzunlugunu 20 giinltk enjeksi- ama 6nceden sanildigi gibi angiogenezisi etkileme-
yonlarsonrasinda %32 ve %63 oranlarindaarttir- digi gosterilmistir (17). FGF angiogeneziste major
maktadirlar (15). Bu sonuclar FGF ve TGF-B'nin rol oynarken, IL-l ve IFN-gamma inhibitor olarak
angiogeneziste endotelyal hiicrelerin progenitoru etkili olmaktadir (18). lyilesmede roli olan TNF
olarak esas rolii tistlendigini gostermektedir (16). ve IL2'nin en dnemli kaynagi nétrofillerdir,

Resim 2:Melatonin grubunda elektron mikroskopu ile 21. giinde kollagen lif artigi.
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TABLO 4 : ELEKTRON MIKROSKOPiSi SONUCLARI

UCD * Eylil 2000 =

Gin Grup Fibroblast Makrofaj Kollagen  Kollagen _Lenfosit Damar Yag Bezi
Artisi Artis Lif Ag infiltrasyonu  Sayisinda ve Kil
Olusumu  Olusumu Artig Kok
Olusumu
3 K + + + +
M + + ++ + + + + + +
21 K ++ + + + +
£
M + 4+ + +++ ++ ++ + + 4+ +

3.ve 21. ginlerde her gruptan alinan 3 srnek birarada degerlendirilmigtir.

(K:Kontrol, M:Melatonin, +: hafif, + +:orta, + + +:yogun)

ve IL2'nin en onemli kaynagr nétrofillerdir.
Azellikle re-epitelizasyon fazinda bu etki daha
fazla olmaktadir (19).

Yaraiyilesmesinde roliolan digerbir madde
melatonindir. Hipofizer birhormon olan melato-
nin hemn TNF ile hem de 1L-2 ve 4 ile etkilegimler
icindedir. Yiksek melatonin seviyelerinde, TNF’
iin anlamh derecede diisiik oldugu saptanmigtir.
Bu sonuc, makrofajlardan salinan TNF ile pineal
giandarasmdabirfeedbackmekanizmas:olduguna
isaret eder (20). Pinealektomi sonrasinda yarada
artan total ve de insoluble kollajen igerigi mela-
tonin ile suprese edilebilmektedir. Bu sonu¢
kollajen iceriginininhibe edilmesinde melatoninin
etkili oldugunu gostermektedir (10). Hipofizer
hormon melatonin IL-2'ninimmun etkilerini arttir-
makta, toksisitesini azaltmaktadir. Yine TNF'in
yaptlgltoksisitenin,beraberinde verilecek mela-
tonin ile diizeltilebilecegi yolunda bildiriler vardir
(11). Pineal melatonin verilmesi IL-2'nin antiti-
mér aktivitesini arttirmakta, yagam siiresini uzat-
makta (21) ve trombositopeniyi dizeltmektedir
(22). Trombositopeni sadece IL verildigi zaman
yitkselmemektedir (23). Kemik iligindeki, melato-
ninin, helper Ttipi lenfositler Gzerine yiiksek de-
recede affiniteleri oldugu gozlenmistir. Melato-
nin reseptorlerinin aktive edilmesi IL-4 gretimini
arttirmakta, IL-4 ise kemik iligini aktive ederek bi-
yiime faktorlerini salgilatmaktadir. Melatoninin
|L-4'e etkimesi, hipofiz-immun sistem etkilesimi-
ne aciklik getirmektedir(9).

Ozellikle yara iyilesmesinin bozuk oldugu
sartlarda eksojen biytume faktorlerinin verilmesi,
potansiyel olarak faydalt olabilmektedir. Normal
dokudaki yaraiyilesmesini hizlandirirken, bozuk

lalard

iyilesmesi olan dokuda da iyilesmeyi indiik-
lemektedir (24).

Caligmamizdayaraiyilegmesinin proliferasyon
ve angiogenezisfazina, biyume faktorlerini direk
indukledigi bilinen melatoninin ekzojen etkisi
arastirtlmis ve oldukga olumlu sonuglaralinmistir.

Isik mikroskopisi ile yapilan incelemede eksojen

verilen melatoninin iyilesme iizerine olumlu etki-

leri gozlenmistir. Melatonin grubundayaraiyiles-

mesinin dahaolumluseyrettigi, fibroblast yogun-

lugunun dahafazlaoldugu, endotel hiicre prolife-

rasyonunun anlamli sekilde fazla oldugu saptan-

mistir. Bu Gstiin farklilik 3., 7., 10., 14. ve 21.
gUnlerinYinehidroksiprolinseviyelerindegruplann -
kiyaslanmasinda 10, 14 ve 21. giinlerde melato-
nin grubu lehine anlamli farkliliklar tesbit edil-
mistir. Elektron mikroskopisiile alinan melatonin
grubu lehine anlamli sonuglar da bunu destek-
lemektedir.

Bu calismada her ne kadar Melatonin‘in yara
iyilesmesi lizerine pozitif etkileri bulunmussa da,
kullanilan maddenin etki mekanizmasi hakkinda
bu-sonuclar ile bir gikarim yapmak mumkiin
degildir. Olasi etki buytime faktorleri tizerinden
olabilir. Ancak bununteyitiicin biyiime faktorleri
kan diizeylerinin de 6lgtldugl yeni calismalara
ihtiyag vardir. p

Caligmamizda melatoninin pozit!
dece angiogenezis tizerinde incgler
iyilesmesini butind ile degerlt‘en_dlre
metreler kullaniiarak rnelatomn!ﬂY
nin digerfazlarlnaetkisiniq belirl
gal|§ma|ar:gerektirmekteflnr. y

Yaradaiokalolarak uretilenbt!
verilen endotelyal cevabin gen/
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oldugu gosterilmistir. Sebep tam bilinmese de
yaslilikla birlikte immn cevabin enflamasyonun
vedeyaraiyilesmesinin azaldigrkesindir (25,26).
Melatoninin yasla azalmasina bagli olarak yara
ivilesmesinin bozuldugu gerceginden yola cikarak,
eksojen verilen melatoninin doza bagh olarak
ivilesme tizerin= etkilerinin dl¢ilmesiicin mela-
tonin kan diizeyinin 6lctldigi veni calismalara
daihtiyac vardir.

Sonug olarak; sicanlarda yara iyilesmesinin
proliferasyon veangiogenezisfazini eksojen verilen
melatonin hormonunun olumlu olarak etkiledigi
distintilmektedir. Damarsayisi ve hidroksiprolin
duzeylerinde gruplarkiyaslandiginda melatonin
grubu lehine anlamli farkhiliklar saptanmistir.
Ancak melatoninin etki mekanizmasi icin yeni
cahismalaraintiyac vardir.

Bu gelisme istanbul Universitesi Arastirma
Fonu'nun destegi ile gerceklestirilmistir
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