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OZET

Karbondioksit (CO,) gazinin topikal veya transkutan yolla
tedavi amacl olarak uygulanmasi uzun yillardir uygulanan
bir yéntemdir.Yapilan calismalar CO, gazinin vazodilatasyon
yapici ve yeni damarlanmayi arttinci etkilerini  ortaya
koymustur.

Bu ¢alismada, sicanlarda olusturulan yara modelinde ciltalh
CO, gazi uygulamasinin yara iyilesmesi zerinde olumlu
etkisi olup olmadigr aragtirilmigtir.

Toplam 30 adet sicanin sirinda 2 cm caph cilt defektleri
olusturulmus, defekilerin  alani  hesaplanmigti.  Defekt
olusumunu takip eden 14 gin boyunca; deney grubuna
(n=10) ginltk olarak ciltalt CO, enjekte edilmis, sham
grubuna (n=10) ginltk olarak hava enjekte edilmis;
kontrol grubuna (n=10) ise hicbir islem uygulanmamistr.
Onbesinci gin sicanlar feda edilmis, acik yaralarin alanlari
hesaplanmis ve yaralar histolojik incelemeye alinmighir.
CO, enjekte edilen grup ve kontrol grubu arasinda iyilesen
yara alani agisindan bir fark olmadigi saptanmistir. Histolojik
incelemelerde, CO, gazi enjekte edilen grupta yara
zeminindeki damar sayisinda diger gruplara gére belirgin
artig oldugu; inflamatuar cevabi gésteren polimorfonikleer
|6kosit, fibroblast ve mast hicresi sayllarinda da kontrol
grubuna gére belirgin artis oldugu saptanmughir.

Bu calismada; sicanda olusturulan yara modelinde yara
gevresine ciltalti uygulanan CO, gazinin yara zemininde
damar olusumunu belirgin olarak arttirdigi gésterilmis,
ancak yara iyilesme stresini hizlandirdigi ydninde bir bulgu
elde edilememistir.

Anahtar Kelimeler: Yara iyilesmesi, karbondioksit terapisi,
anjiojenez

GIRIS

Karbondioksit (CO,) gazi solumanin bilinen sistemik
etkileri arasinda; periferik vaskiler direnci disirmesi
ve dolayisiyla kan basincini disirmesi, kalp atim hizini
disirmesi, kalbin debisini arthrmasi sayilabilir.!3
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THE EFFECTS OF CO, THERAPY ON WOUND
HEALING IN THE RATS

ABSTRACT

Topical or transcutaneous application of carbon dioxide
CO, gas for therapeutical purposes is known for many years.
Vasodilatory and angiogenic effects of CO, are described
in the literature.

In this study, the effects of subcutaneous injection of CO, on
wound healing in the rats are studied.

Dorsal skin defects of 2 cm diameters were made on 30
male Sprague Dawley rats, and the area of the defects
were measured. Subcutaneous CO, was injected to the
experimental group (n=10), air was injected to the sham
group (n=10) for postoperative 14 days, daily and no
intervention was made to the control group (n=10). On the
fifteenth day the animals were sacrificed, the areas of the
dorsal skin defects were measured and histological sections
were made from the wound bed.

No significant difference was demonstrated in healing
percentage wound areas between the CO, group and
the control group. Histologically, significant increases in
the number of capillaries were demonstrated in the CO,
group with respect to the other two groups. Number of
polimorphonuclear leukocytes, fibroblasts and mast cells
were also higher in the CO, group than in the controls.
Subcutaneous insufflation of CO, around the wound
significantly increases the number of capillaries at the wound
bed in the rat. However this was not sufficient to shorten the
healing process.

Keywords: Wound healing, carbon dioxide therapy,
angiogenesis

CO, gazinin topikal veya transkutan yolla tedavi
amagh olarak uygulanmasi karbondioksit terapisi olarak
adlandinimaktadir. CO, terapisi kaplica tedavilerinde
vzun yillardan beri uygulanagelmistir. Iceriginde belli
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Resim 1: Sicanda olusturulan yara modeli

oranlarda CO, gazi bulunan kaplica sularinda yapilan
terapilerin; hipertansiyon, damar tikanikhigi, fonksiyonel
arteriyel  kan  akim  bozukluklar,  mikrodolagim
bozukluklari, gecikmis yara iyilesmesi ve fonksiyonel kalp
bozukluklar olan hastalara fayda sagladigi bildirilmistir.*
CO, gazinin daha yeni bir uygulama yéntemi ise
transkutan yolla cilt alti enjeksiyondur. Seltlit tedavisi ve
bélgesel yag dokusunun azaltlmasi amaciyla giderek
yaygin bir sekilde uygulanan bu yéntem cogunlukla
ampirik uygulamalara dayanmaktadir ve bilimsel verileri
oldukga sinirhidir.>¢

CQO,/nin ciltte vazodilatasyon yaphgr bilinmektedir.”#
Ayrica CO, banyosu sonrasi farelerde yeni kilcal
damar olusumunun arthg da  bildirilmigtir”  CO,
gazinin uygulandigr bélgede kan dolagimini ve doku
perfizyonunu arthrdigi bilinmektedir.”® Bu calismada,
yukarda 6zetlenen bulgulardan yola gikarak, ciltalt CO,
enjeksiyon yénteminin sicanda yara iyilesmesine etkisi
aragtinlmighr.

GEREC VE YONTEMLER

Arastirma  protokol, Marmara  Universitesi Tip
Fakiltesi Deney Hayvanlarn  Arashrma  Etik  Kurulu
tarafindan  onaylandi.  (29.Mart.2007). Calismada
toplam 30 adet 200-250 gr agirhginda Sprague Dawley
cinsi erkek sican kullanildi. Sicanlar, esit olarak ¢ gruba
bslindi. Deney grubuna (n=10); cerrahiyi takip eden
ginden itibaren 14 giin boyunca hergiin CO, gazi; sham
grubuna (n=10); cerrahiyi takip eden giinden itibaren 14
gin boyunca hergiin kuru hava enjekte edildi. Kontrol
grubuna (n=10); cerrahiden sonra herhangi bir islem
uygulanmadi, 14 gin boyunca takip edildi. Calisma
boyunca sicanlar tekli kafeslerde tutuldu, serbest bir
sekilde standart sican yemi ve gesme suyuna ulagimlan
saglandi.

Intraperitoneal yolla 90 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg
ksilazin enjekte edilerek anestezi saglanmasinin ardindan,
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sicanlanin sirt balgesi traslandi. inferior sinin krista iliaka
seviyesinde olacak sekilde, orta hatta 2 cm. capinda cilt
ve pannikilis karnosusu iceren tam kalinlikta defektler
olusturuldu'' (Resim 1). Defekt alanini hesaplamak igin
yaranin sinirlan seffaf bir kagida aktarildr.

Calismada tibbi kullanim igin uygun olan tiplerde
ve yUksek basing altinda muhatfaza edilen CO, ve hava
kullanildi. Toplerin ¢ikiginda yer alan bir manometre
aracihigiyla cikis basinc 0.5 bara ayarlandi.  Bu
manometreye u¢-uca baglanan bir basing regilatéri (RE-
1/4, P: 0-12 bar Vemapndmatik) sayesinde dig ortamdan
cilt altina enjeksiyon sirasinda direng degisimine bagli
olusabilecek basing salinimlar en alt seviyede tutuldu.
Regilatérin cikis noktasinda basing 0.2 bara indirildi.
Regilatérin cikigina takilan kapali sistem bir hortum ve
bunun ucuna eklenen 30 gauge igne ile enjeksiyonlar
yapildi (Resim 2). Sistem bu sekilde 175 ml/dk akim
hizi veriyordu. Yara cevresi dért kadrana bélindi ve saat
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Resim 3: Yara alani kiigilme yizdeleri
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Resim 2: Gaz enjeksiyon sistemi

3,6,9,12 hizalarinda, yara kenarindan yaklagik 2 cm
mesafede beger saniye sireyle ciltalh enjeksiyon yapildi.

Toplam 14 seans enjeksiyon sonrasi onbesinci ginde
tim sicanlar intraperitoneal yolla yUksek doz sodyum
pentotal verilerek feda edildiler. Sirttaki iyilesmeyen yara
alanini hesaplamak igin yaranin sinirlan seffaf bir kagida
aktarildi. Tedavi dncesi ve tedavi sonrasi yapilan alan
8lgumleri bir tarayici yardimiyla bilgisayara aktarldi ve
bilgisayar programi yardimiyla (Autocad R.14 version
19.0.79.0, Autodesk Inc.) yara alanlarindaki yizde
degisim farklar hesaplandi.

Tom sicanlardan  sitlarindaki  yaralar merkezde
olacak sekilde 5x5 cm’lik cilt adalarr histolojik inceleme
igin eksize edildi. Yaranin merkezinden gececek sekilde
alinan enine kesitler hematoksilen-eosin ve toluidin mavisi
ile boyandi, 1gik mikroskopu ile incelendi. Incelemeler
calisma gruplarina kér olan tek bir patolog tarafindan
yapildi. Yara zemininde toplam G¢ biylk biyitme
alaninda (40X); damar, polimorfonikleer I6kosit (PNL),
mast hicresi ve fibroblast sayimi yapildi. Istatistiksel
degerlendirmelerde bu ¢ sayimin ortalamasi kullanildi.
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istatistiksel ~ degerlendirmeler  GraphPad  InStat3
programi  kullanilarak  yopildi.  Gruplar  aras:
kargilaghrmalar igin &rneklerin dagiimi ve varyanslarina
gore tek yonlio varyans analizi (ANOVA) veya non-
parametrik  Kruskal-Wallis ~testlerinden uygun olan
kullanildi. Istatistiksel olarak p degeri 0.05'den kicik
oldugu durumlar anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calisma siresinde kuru hava grubuna ait iki sican
kaybedildi. Bu nedenle kuru hava grubundaki bulgular
ve istatistiksel degerlendirmeler sekiz sicandan elde
edildi.Diger gruplarda kayip yoktu.CO, enjeksiyonu
sonrasinda 20-30 dakika icinde gazin biyik oranda
rezorbe oldugu, hava enjeksiyonu sonrasi bu sirenin
cok daha uzun oldugu, hatta bazi hayvanlarda 24 saat
sonrasinda da ciltalinda hava krepitasyonu alindigi tespit
edildi.

Onbes ginlik takip sonucunda hicbir sicanda tam
yara iyilesmesi olmadigi saptandi. Tedavi ncesi ve tedavi
sonrasi yapilan alan 8lcimleri Gzerinden her grup igin
ortalama yara iyilesme yizdeleri hesaplandi (Resim3).
Yapilan istatistiksel degerlendirme sonucunda CO,
ve kontrol gruplarinin kuru hava grubuna gére daha
hizli iyilestigi (p<0.001), ancak CO, grubunda kontrol
grubuna gére daha belirgin bir iyilesme olmadigr tespit
edildi.

Histolojik inceleme sonucunda her U¢ gruptaki
ortalama damar sayilari, PNL, fibroblast ve mast hicresi
sayilar ve gruplar arasi istatistiksel degerlendirme Tablo
1'de gésterilmisti. Bu bulgular 1siginda deney grubu
olan CO, enjeksiyon grubunda damar sayisinin diger iki
gruptan anlamh olarak yiksek oldugu; PNL, fibroblast
ve mast hicresi sayilarinin ise kontrol grubundan anlaml
olarak yiksek oldugu tespit edildi.

TARTISMA

Bu arastirmanin sonucunda; CO, gazi enjekte edilen
grupta yara zeminindeki damar sayisinda diger gruplara
gore belirgin artis oldugu; inflamatuar cevabi gésteren
PNL, fibroblast ve mast hicresi sayilarinda da kontrol
grubuna gére belirgin artis oldugu saptanmistir. Ancak
damar sayisindaki ve inflamatuar cevaptaki bu artigin
kontrol grubuyla karsilastinldiginda yara iyilesme hizina
etki etmedigi tespit edilmistir.

Literatirde, laser Doppler akim élcim metoduyla,
topikal uygulanan CO, gazinin sican cildine giden kan
akimini arttirdigr bildirilmigtir.® Brandi ve arkadaglar®

Damar | 51680 | 354(102 | 273(60) | <0.0001
PNL | 60 (9.1) | 57.1(10.4) | 20.4 (4.1)* | <0.0001
Fibroblast | 28.0 (3.7)¢ | 28.4 (10.6) | 23.3 (3.5) | 0.0374
Masthicresi | 59(32¢ | 33016 | 2105 | 00085

Tablo 1: Histolojik degerlendirme bulgular “Buytk biyitme alaninda adet (standart sapma)

olarak sunulmustur.

"

*Diger iki gruptan farki istatistiksel olarak anlamli

8 Kontrol grubundan farki istatistiksel olarak anlaml
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insanlarda da ciltalh CO, enjeksiyonu  sonrasinda
enjeksiyon bolgesinde kan akiminin  vazodilatasyon
yoluyla arthgini bildirmiglerdir. Irie ve arkadaglan’ ise
farelerde yaptiklar galismada topikal uygulanan CO,
banyosunun anjiyogenezi arttirdigini bulmuslardir. Bu
bulgulardan yola ¢ikarak gerceklestirdigimiz dnceki bir
calismada ciltal CO, gazi uygulamasinin sicanlarda
dorsal cilt flebinde damar olusumunu arthirdigini
ancak bu artigin canh flep alanini da arttiracak sekilde
perfizyona etki etmedigini gostermistik.'?  Anjiyogenez
ve vazodilatasyon yara iyilesmesi Uzerine olumlu etki
eftigi igin, mevcut calismamizda CO, gazinin séz
konusu etkilerini sican yara modelinde ortaya koymay:
planladik.

Insanlarda  olusan  kronik yaralara (basi yarasi,
diyabetik yara gibi) benzerligi acisindan bu calismada
yara defekti modeli tercih edilmistin. Deney grubunda
(CO, enjeksiyon grubu) cilt altina igne batinlmasi, gaz
enjekte edilmesi gibi iglemler tek bagina da inflamatuar
cevap olusturabileceginden yara iyilesme parametreleri
ile etkileseceklerdi. Bu sebeple calismada bir sham
grubu kullanmak ve CO, gazi diginda bir madde de
enjekte etmek gerekliydi. Bu calismada tarif edilen ayni
yéntemle hava enjekte edilmistir. Nitekim, bulgular
kisminda belirtildigi Uzere hava enjekte edilen grupta
PNL sayisi kontrollere gére belirgin olarak artmisti. Yine
bu grupta; damar; fibroblast ve mast hiicresi sayilar da
istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber kontrol
grubundan daha yiksekti. CO, grubu ve hava grubu
kargilashrldiginda inflamatuar hicre artiglan benzer
oranlardaydi (Tablo1). Ancak asil Gzerinde durulmasi
gereken nokta CO, enjekte edilen grupta damar sayisinin
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sadece kontrol grubuna oranla degil, hava enjekte edilen
gruba oranla da belirgin olarak artmig bulunmasiydi. Bu
bulgu CO, gazinin vaskilarizasyonu arthirdigi yolundaki
bulgular desteklemektedir.” Calismamizda histopatolojik
olarak elde edilen bulgularin asil istenen klinik sonuc
olan yara iyilesmesini hizlandincr yénde etk efttigi
gésterilememigtir. Bunun sebebinin iyi vaskilarizasyonun
her zaman iyi perfizyon anlamina gelmemesi oldugunu
disiniyoruz. Hizli yara iyilesmesi icin asil olan yaranin
iyi perfize olmasidr.

Bu calismada; sicanda olusturulan yara modelinde
yara gevresine ciltalh uygulanan CO, gazinin yara
zemininde damar olusumunu belirgin olarak arttirdig
gosterilmis, ancak yara iyilesme siresini hizlandirdig
yéninde bir bulgu elde edilememisti.  Bundan sonraki
cahsmalarda, CO, gazinin damarlanmayi arthirnici etkisinin
ayni zamanda dolagimi (perfizyonu) da arthracak sekilde
nasil kullanilabilecegi aragtinlmalidir.
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