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Ratlarda Yanik Sonrasi Seryum Nitrat ve Plateletten Zengin Plazma
Tedavilerinin Akciger Dokusu Uzerine Etkilerinin Histopatolojik ve
immiinohistokimyasal Yontemlerle Arastirilmasi

Investigation of the Effects of Cerium Nitrate and Platelet-Rich Plasma Treatments
on Lung Tissue Following Burn Injury in Rats Using Histopathological and
Immunohistochemical Methods
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Yanik, ginimuzde en yaygin gorulen fiziksel travmalarin basinda gelmektedir. Yanik ilk bakista deride
olusan bir hasar olarak gorilse de aslinda viicudun genelinden olusturmus oldugu sistemik yangisal
reaksiyonlar sonucunda bircok doku ve organi etkileyebilmektedir. Bunlarin basinda ise kan dolasimi
yoninden zengin olan akciger dokusu yer almaktadir. Yanik yarasi tedavisinde birgok dogal bilesen
calismalarda kullanilmistir. Antiinflamatuvar, antioksidan ve antiapoptotik etkinlikleri bilinen Seryum
Nitrat (SN) ve Plateletten Zengin Plazma (PZP) bu dogal maddeler arasinda yer almaktadir. Bu dogal
maddeler her ne kadar yanik tedavisinde kullanilsa da yanik sonrasi akciger dokularinda nasil bir etki
ettigi net bir sekilde bilinmemektedir. Bu sebeple, deride olusturulan termal yanik sonrasinda akciger
dokusunda meydana gelen hasara karsi SN ve PZP’ nin koruyucu etkinlikleri bu calismada arastirildi.
Ratlarda deride calismaninilk gintinde termal yanik hasari olusturuldu. SN grubunda yanik sonrasi 0.04
molar Seryum Nitrat banyo sollsyonunda ratlar 30 dakika boyunca bekletildi. PZP grubunda ise ratlarin
yara bolgelerine 0.1 ml'lik PZP deri alti enjekte edildi. Calismanin 21. giininiin sonunda ratlar genel
anestezi altinda sakrifiye edildi ve akciger dokulari alindi. Akciger dokularinda yanik sonrasinda
histopatolojik olarak; interalveoler bolgelerde kanama ile monontkleer hiicre infiltrasyonlari ve buna
bagl olarak kalinlasma gozlendi. Bronsiollerin etrafinda mononukleer hiicre infiltrasyonlari gorildi.
imminohistokimyasal incelemelerde; yanik sonrasi akciger dokularinda siddetli Tnf-a ve 8-OHdG
ekspresyonlari gozlendi. SN ve PZP uygulanan gruplarda ise yanik sonrasi olusan histopatolojik ve
immUunohistokimyasal bulgularin normal degerlere yaklastigi tespit edildi. Sonug olarak; yanik sonrasi
akciger dokusunda olusan hasarlara karsi SN ve PZP’ nin koruyucu etkinligi oldugu ortaya konuldu.

Anahtar Kelimeler: Akciger, inflamasyon, plateletten zengin plazma, seryum nitrat, yanik.

ABSTRACT

Burn injuries are among the most common physical traumas seen today. Although burns initially appear as
damage to the skin, they can actually affect various tissues and organs due to the systemic inflammatory
reactions they trigger. One of the primary organs that are rich in blood circulation is the lung tissue. Several
natural compounds have been studied for burn wound treatment, among which cerium nitrate (CN) and
Platelet-Rich Plasma (PRP) are known for their anti-inflammatory, antioxidant, and antiapoptotic properties.
Despite their use in burn treatment, their specific effects on lung tissue following burns remain unclear.
Therefore, this study aimed to investigate the protective effects of CN and PRP against damage in lung tissue
following thermal burns on the skin. In this study, thermal burn injuries were induced on the skin of rats. In
the CN group, rats were exposed to a 0.04 M (molar) cerium nitrate bath solution for 30 minutes after the
burn. In the PRP group, 0.1 ml of PRP was subcutaneously injected into the wound areas of the rats. On the
21st day of the study, rats were sacrificed under general anesthesia, and lung tissues were collected.
Histopathological analysis of lung tissues after burns revealed bleeding and mononuclear cell infiltrations in
the interalveolar regions, leading to thickening. Mononuclear cell infiltrations were also observed around the
bronchioles. Immunohistochemical examinations showed severe expressions of Tnf-a and 8-OHdG in lung
tissues after burns. However, in the groups treated with CN and PRP, the histopathological and
immunohistochemical findings approached normal values after burn injury. In conclusion, CN and PRP
demonstrated protective effects against damage in lung tissue following burn injury.

Keywords: Burn, cerium nitrate, inflammation, lung, platelet-rich plasma.
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Giris

Yanik; sicak veya yakici bir madde ile temasa bagl olarak
ortaya ¢ikan, giinimuizde de insanlarda en yaygin goriilen
travma seklidir. Isi, radyasyon, kimyasal maddeler ve
elektrik gibi bazi maddeler dokunun dayanabileceginden
daha fazla uygulandiginda yaniklarin olusmasina neden
olurlar. Yanik sonrasi dokuda olusan en Onemli
komplikasyon ise koagulasyon nekrozlaridir (Sengezer ve
ark. 1995; Jeschke ve ark., 2020; Bazzi ve ark., 2022).

Yanik sonrasi olusan hasarin derecesi yaniga sebep olan
maddeye maruz kalma sliresi, miktari, travmanin
lokalizasyonu gibi sebeplere bagldir. Buna bagl olarak
yanik vicutta lokal bir etki gosterebilecegi gibi sistemik
reaksiyonlara da sebep olabilmektedir. Bu reaksiyonlarin
en 6nemlisi de yangisal reaksiyonlardir. Viicutta meydana
gelen sistemik yangisal reaksiyonlara (SIRS) bagl olarak
solunum sistemi basta olmak (izere bircok sistem
etkilenmektedir. Bu tablonun asil sebebiise SIRS ile beraber
ortaya cikan oksidatif strestir. Oksidatif stres, hilcrelerde
hiicre zari hasari olusturmasinin yani sira hiicre DNA' sinda
da kalict hasarlara neden olmaktadir (Sengezer ve
ark.,1995; Baskaran ve ark., 2000; Hassan ve ark., 2021).

Akciger dokusu yaygin dolasim agina sahip oldugundan
dolayi yanik sonrasi en ¢ok etkilenen organlarin basinda
gelmektedir. Yanik sonrasi akut akciger hasari ve
devaminda da solunum problemlerinin meydana geldigi
bilinmektedir. Yine; hipoksemi, pulmoner 6dem, solunum
yetmezligi gibi klinik tablolarla da karsilasilabilmektedir.
Akciger dokusunda meydana gelen bu durumun sebebinin
ise viicutta meydana gelen sistemik yangisal reaksiyonlara
bagh oldugu savunulmaktadir. Ancak bu tablonun
patogenezi tam olarak aydinlatilamamistir. Son yapilan
calismalarda ise bu tabloda daha ¢ok yanik sonrasi ortaya
¢ikan timor nekroz faktori (TNF)-a, interlokin (IL)-1B, IL-6,
ve IL-8 gibi lokal ve sistemik yangisal mediatorlerin rol
oynadigi ortaya konulmustur (Pruitt ve ark., 1975; Hatherill
ve ark., 1986; Oldham ve ark., 1988). Ayrica viicutta yanik
sonrasi meydana gelen oksidatif stresin de akciger
dokularinda hasarlara neden oldugu bilinmektedir (Cai ve
ark., 2022; Sahin ve ark., 2023).

Yanik vyaralarinin tedavisi eskilerden beri bircok
¢alismaya konu olmustur. Bu tedavilerde kullanilan ilaglarin
ise antioksidatif, antiinflamatuvar ve antitrombotik
etkinlikleri olmasina dikkat edilmistir. Son zamanlarda bu
ilaglara ek olarak kok hiicre tedavisi de yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir (Deniz ve ark., 2013; Kayapinar
ve ark., 2015; Ozturk ve ark., 2015; Jeschke ve ark., 2019).

Seryum nitrat (SN) ve Plateletten Zengin Plazma (PZP)
son vyillarda yanik tedavisinde yaygin olarak kullaniimaya
baslanmistir. Yapilan calismalarda dogada eser miktarda
bulunan SN’ nin yanik sonrasi viicutta meydana gelen
immunsupresif etkiyi ortadan kaldirdigi (Sheidegger ve ark.,
1992), ayrica yaniga bagli olarak meydana gelen sistemik
yangisal reaksiyonu baskilayarak yanigin olumsuz etkisini
vicuttan uzaklastirdigi bildirilmistir (Deveci ve ark., 2000;
Eski ve ark., 2012). Kanin santrifij edilmesi ile elde edilen
platelet ile zenginlestirilen plazma sivisindan olusturulan
PZP’nin (Xie ve ark., 2014), viicutta biyime hormonlari ile
antiinflamatuvar sitokinlerin salinmasinda rol alarak yara
iyilesme sirecini hizlandirdigi ortaya konulmustur. Ayrica
son yillarda PZP cerrahi (Xie ve ark., 2014) ve dermatoloji
gibi bilimlerde de bircok farkli tedavi yonteminde tedavi
amaclyla yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir
(Grambart ve ark., 2015). Son zamanlarda PZP’ nin ayrica
yanik sonrasi olusan reaksiyonlara karsi da tedavide ciddi
etkisi oldugu bildirilmistir (Venter ve ark., 2016). Bu ¢alisma
ile SN ile PZP’ nin yanik sonrasinda vicutta olusan sistemik
yangisal reaksiyonlar ve oksidatif stresin sebep oldugu
akciger hasarina karsi tedavi edici etkisinin farkli metotlar
ile arastirilmasi amaglanmistir.

Yontemler
Deney Hayvanlari

Cahsmada kullanilacak hayvan materyali, Atatirk
Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi
(ATADEM)’den elde edildi ve ¢alismada deneysel siireg ilgili
birimde gergeklestirildi. Calismada 250-300 gr agirhginda,
12 haftalik, 80 adet Sprague Dawley cinsi, erkek rat
kullanildi. Deneysel siire¢ baslamadan ratlar 7 glin boyunca
oda sicakhiginda (25°C), uygun kosullarda, sadece yem ve su
verilerek ortama adapte edildi. Deneyde kullanilan 80 adet
rattan rastgele 20’serli 4 grup olusturuldu. Bu c¢alisma
Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul izni
(2017/74) alinarak gergeklestirildi.

Yanik Modelinin Olugturulmasi

Calismada hayvanlara yanik tarak modeli (Comb Model)
uygulanarak deride termal hasar olusturulmustur. Bu
uygulama 1x2 cm boyutlarinda, 4 adet dizi ve 0.5x1 cm’ lik
bosluklardan olusacak olan piringten uretilmis 6zel yanik
taragl 100°C kaynayan suda 5 dakika bekletildikten sonra
ratlarin sirt bolgesine 20 saniye silreyle basing yapmadan

simetrik olarak gerceklestirilmistir.
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PZP’ nin Hazirlanmasi

Yanik olusturulmayan kontrol grubundan elde edilen 1
ml kan numunesi 0.5 cc sodyum sitrat iceren tlplere
alinarak iki asamali olarak santrifij edildi. ilk olarak 1700
devir/dk, 15 dakika olacak sekilde gerceklestirilen santrifij
isleminde kanin kirmizi kiire ve plazma fraksiyonu ayrildi,
daha sonra ayni 6rnekler 3000 devir/dk, 5 dakika santrifuje
edilerek plateletten fakir plazma kismi ayrildi ve PZP elde
edildi.

Deney Gruplari

Kontrol: Ratlar serum fizyolojik ile dolu olan havuzda 30
dakika bekletildi.

Sham Grubu: ik gin deride dermal hasar
olusturulduktan sonra ratlar %0.9’luk serum fizyolojik
sollisyonu icerisinde 30 dakika bekletildi.

Seryum Nitrat (SN) Grubu: Ratlar 0.04 M (molar)
Seryum Nitrat banyo sollisyonuna birakildi ve 30 dakika
boyunca soliisyon icerisinde bekletildi.

Plateletten Zengin Plazma (PZP) Grubu: Termal hasar
olusturulan ratlara hazirlanan 0.1 ml’lik PZP yara bolgesine
intradermal olarak enjekte edildi.

Doku Orneklerinin Alinmasi

Yanik olusumunda 21 giin sonra her gruptan rastgele
secilen 20 adet rat genel anesteziye (Ksilazin+Ketamin)
alinarak sakrifiye edildi. Histopatolojik ve
immunohistokimyasal incelemeler i¢in akciger doku
ornekleri alind.

Histopatolojik incelemeler

Elde edilen akciger dokusu 6érnekleri %10’luk tamponlu
formaldehit ile tespit edildi. Dokular rutin doku takibi
prosediuriniin ardindan bloklandi ve bloklardan 4 pm
kalhinhginda kesitler alindi.  Hazirlanan  preparatlar
Hematoksilen-Eozin (HE) ile boyandi ve 1sik mikroskobunda
incelendi (Olympus BX51, JAPONYA). Kesitler histopatolojik
bulgularina gore yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++)
olarak degerlendirildi (Terim Kapakin ve ark., 2013;
Iskender ve ark., 2023).

immunohistokimyasal incelemeler

immunohistokimyasal boyama prosediiriinde primer
antikor olarak (TNF-a kat no: sulandirma orani:1/200 US, 8-
OHdG: sc-66036 kat no: sulandirma orani:1/200 US)

kullanildi ve antikorlar kullanim prosedirine uygun olarak
inkiilbe edildi. Kromojen olarak HRP/DAB (3, 3-
diaminobenzidine) kromojeni, zemin boyamasi igcin Mayer’s
hematoksilen soltisyonu kullanildi. Boyama prosedurinin
ardindan stk mikroskobu (Olympus BX51 JAPONYA) ile
incelenen kesitler immunpozitifliklerine gére yok (-), hafif
(+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi
(Dokumacioglu ve ark., 2021).

istatistiksel Analiz

istatistiksel analiz icin Graphpad prism programi
kullanildi  ve p<0.05 anlamli kabul edilerek veriler
degerlendirildi. Gruplar arasi karsilastirilmada Duncan testi
kullanildi.  Grup  etkilesiminin  saptanmasinda non
parametrik Kruskal-Wallis testi, gruplar arasindaki
farkhliklari belirlenmesi icin Mann Whitney U testi
kullanildi.

Bulgular
Histopatolojik bulgular

Akciger doku ornekleri histopatolojik olarak
incelendiginde, kontrol grubunun normal histolojik yapida
oldugu gorildi. Sham grubunda, interalveoler bolgede ve
bronsiollerin  etrafinda siddetli mononikleer hiicre
infiltrasyonlari  tespit edildi. Akcigerlerde alveollerin
[imeninde ve interalveoler bolgede siddetli 6dem tablosu
saptandi. SN ve PZP gruplarinda ise histopatolojik
bulgularin Sham grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
(p<0.05) diizeyde azaldigi saptandi (Sekil 1). Histopatolojik
bulgular ve istatistiksel analiz sonuglari Sekil 2’ de sunuldu.

Sekil 1: Akuger dokusu; Kontrol (a), Sham (b) SN (c) ve PZP

(d). Akciger dokusunda inflamasyon (yildiz), H&E, Bar:
70um.

Figure 1: Lung tissue; Control (a), Sham (b), SN (c), and PZP
(d). Inflammation in lung tissue (star), H&E, Bar: 70um.
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Sekil 2: Akciger dokusunda histopatolojik bulgular ve
istatistiksel analiz sonuglari (****= p<0.05; ns: anlamh fark
yok; n=20).

Figure 2: Histopathological findings and statistical analysis
results in lung tissue (****= p<0.05; ns: no significant
difference; n=20).

immiinohistokimyasal bulgular

Akciger dokularinda vyapilan immuinohistokimyasal
analizlerde, kontrol grubunda Tnf-a ve 8-OHdG
ekpsresyonlari negatif olarak degerlendirildi. Sham
grubunda yangi hicrelerinde intrasitoplazmik Tnf-a, brons
ve bronsiol epitel hiicrelerinde intasitoplazmik 8-OHdG
ekspresyonlari saptandi. SN ve PZP gruplarinda ise hafif
dizeyde Tnf-a ve 8-OHdG ekpsresyonlari gozlendi. Sham
grubuna kiyasla ekspresyonlarin istatistiksel olarak anlaml
(p<0.05) duzeyde azaldigi saptandi (Sekil 3 ve 4).
Histopatolojik bulgular ve istatistiksel analiz sonuclari Sekil
5’ te sunuldu.

T

2

Sekil 3: Akciger dokusu; Kontrol (a), Sham (b), SN (c) ve PZP
(d). Akciger dokusunda vyangi hicrelerinde Tnf-a

ekspresyonlari (ok baslari), IHC-P, Bar: 70um.

Figure 3: Lung tissue; Control (a), Sham (b), SN (c), and PZP
(d). Expressions of Tnf-a in inflammatory cells in lung tissue

(arrowheads), IHC-P, Bar: 70um.

Sekil 4: Akciger dokusu; Kontrol (a), Sham (b), SN (c) ve PZP
(d). Akciger dokusunda 8-OHdG ekspresyonlari (ok baslari),
IHC-P, Bar: 70um.

Figure 4: Lung tissue; Control (a), Sham (b), SN (c), and PZP
(d). Expressions of 8-OHdG in lung tissue (arrowheads),
IHC-P, Bar: 70um.
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Sekil 5: Akciger dokusunda immunohistokimyasal bulgular
ve istatistiksel analiz sonuglari (****= p<0.05; ns: anlamli
fark yok; n=20).

Figure 5: Immunohistochemical findings and statistical
analysis results in lung tissue (****= p<0.05; ns: no
significant difference; n=20).

Tartigma

Yanik, aktif yasamda en sik karsilagilan travma
sekillerinden birisidir. Yamiga 1s1, elektrik, kimyasal
maddeler gibi bircok degisik faktor sebep olabilmektedir.
Yanik genellikle deri dokusunu etkileyen bir travmadir.
Ancak vicutta olusturmus oldugu sistemik yangisal
reaksiyonlara bagh olarak solunum sistemi basta olmak
Uzere bircok sistemi olumsuz etkiledigi bilinmektedir
(Gértner ve ark., 2001; Church ve ark., 2006; Robertson ve
ark., 2006).
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Yanik sonrasi dolasim yéniinden oldukga zengin bir doku
olan akciger lizerinde yapilan ¢alismalarda histopatolojik
olarak, intraalveolar ve intersitisyel dokuda meydana gelen
konjesyon ve kanamanin yaygin oldugu bildirilmigtir.
Akcigerde yanik sonrasi goriilen en sik bulgu ise 6demdir.
Akciger 6deminin yanik sonrasi olusan protein
dengesizligine bagli oldugu savunulmustur (Rathod ve ark.,
2014). Yine akciger dokusunda yanik olusum sonrasinda
ortaya cikan vyangisal reaksiyonlara bagh olarak,
interalveoler bolgelerde ve bronsiollerin etrafinda yangisal
reaksiyonlarin meydana geldigi bildirilmistir (AbuBakr ve
ark., 2018). Sunulan bu calismada da yanik sonrasinda
akciger dokularinda siddetli inflamasyon ve kanama ile
yaygin 6dem tablosu gézlenmistir. SN (Sheidegger ve ark.,
1992; Deveci ve ark., 2000; Eski ve ark., 2012) ve PZP (Xie
ve ark., 2014; Grambart ve ark., 2015) bircok yara
tedavisinde kullanilmis ve yara iyilesmesinde olumlu
sonuglar alinmis antiinflamatuvar maddelerdir. Bu
maddelerin her ne kadar yara iyilesmesine iyi geldigi bilinse
de akciger dokularindaki etkilerinin arastinldigi bir
¢alismaya rastlaniimamistir. Yapilan bu calismada yanik
sonrasl akciger dokusunda meydana gelen yangisal
reaksiyonlari ve 6dem olusumunu SN ve PZP’ nin onemli
Olglde azalttig) tespit edilmistir.

Yanigin hafif oldugu durumlarda yangisal reaksiyonlar
genellikle lokal olarak olusmasina ragmen, siddetli
olgularda bu reaksiyonlarin viicudun geneline yayildig
bilinmektedir (Baskaran ve ark., 2000). Bu duruma ise en
¢ok akciger dokularinda rastlaniimaktadir. Akciger dokulari
yaygin damar agina sahip oldugundan dolayi yaniga bagl
olarak ortaya ¢ikan yangisal reaksiyonlardan hizli ve kolay
etkilenmektedirler. Yapilan ¢alismalarda da yanik sonrasi
olusan vyangisal reaksiyonlara bagh olarak akciger
dokularinda Tnf-a ekspresyonlarinin siddetli dizeyde
arttig bildirilmistir (Clancy ve ark., 1997; Clancy ve ark.,
2000; Fang ve ark., 2011). Sunulan bu calismada da yanik
sonrasi akciger dokularinda yangi hicrelerinde siddetli
diizeyde Tnf-a ekspresyonlarina rastlaniimistir. SN (Qian ve
ark., 2020; Deldar ve ark., 2021) ve PZP’ nin (Ameer ve ark.,
2018; Lana ve ark., 2019) antienflamatuvar etkinlikleri
bildirilmesine ragmen, vyanik olusumu sonrasinda
etkinliklerinin arastirildig1 calisma mevcut degildir. Yapilan
bu calismada SN ve PZP’ nin yanik sonrasi akciger
dokularinda Tnf-a salinimini 6nemli ol¢lide azalttig
saptanmigstir.

Deride olusan yaniga bagh olarak meydana gelen termal
hasar sonucu olusan serbest radikaller bir¢cok dokuda
oksidatif stresi tetikleyerek hiicrelerde DNA hasarlarina
neden oldugu yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (AbuBakr
ve ark., 2018; Khan ve ark., 2020). Yanik sonrasi oksidatif

strese bagli olarak etkilenen organlardan birisi de akciger
dokularidir. Yapilan bazi calismalarda yanik sonrasi akciger
dokularinda oksidatif strese baglh olarak 8-OHdG
ekspresyon seviyelerinin 6nemli 6lctide arttig bildirilmistir.
(Sabeh ve ark., 1995; Csontos ve ark., 2012; Ma ve ark.,
2017). Antioksidan etkinligi kanitlanmis olan SN ve PZP’ nin
yanik sonrasi akciger dokularindaki antioksidan etkinliginin
arastinldigr bir calismaya rastlanilmamistir. Yapilan bu
calismada; vyanik sonrasi akciger dokularinda olusan
oksidatif DNA hasarina karsi koruyucu etkinliginin oldugu
tespit edilmisgtir.

Sonug

Sonuc olarak yanik sonrasi akciger dokusunda olusan
inflamasyon ve oksidatif DNA hasarina karsi SN ve PZP’ nin
antiinflamatuvar ve antioksidan etki gostererek tedavi edici
etkisi oldugu ortaya konulmustur.
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