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Oz

Amag: Diyabetik ayak, diyabetin 6nemli ve uzun stireli komplikasyonlarindan biridir. Bilindigi izere diyabetik bireylerde yara
iyilesmesi yavas olmaktadir ve bu duruma bakteriyel invazyonun eklenmesi sonucu uzun stireli inflamasyon esliginde
iyilesmeyen diyabetik ayak yaralar ortaya gikmaktadir. S6z konusu galismanin amaci, diyabetik ayak yara dokusunda
proinflamatuvar sitokinlerden TNF-a ve kollajenin parcalanmasinda rol oynayarak dokunun yeniden sekillenmesini saglayan
matriks metaloprotein MMP-2 ekspresyonunu immunohistokimyasal yontemlerle tespit etmektir.

Materyal ve Metot: Bu calismaya 30 erkek ve 30 kadin olmak lizere, diyabetik ayak tanisi almis, ve ayaklarinda agik yara
bulunan 60 birey dahil olmustur. Calismaya alinacak ayak, izotonik ¢ozelti ile yikandiktan sonra yaralar kesilip gikarilmis ve
dokular %10'luk formaldehit soliisyonunda tespit edilmistir. Rutin histolojik takip sonrasi kesitler parafine gémulmus ve yari-
ince kesitleri alinarak histopatolojik incelemeleri yapilmistir. Immunohistokimyasal analiz iin, doku émekleri, MMP-2 ve TNF-
o primer antikorlar ile boyanarak mikroskop altinda incelenmistir.

Bulgular: Calismamizin sonuglarina gére diyabetik ayak yara dokusunda, ligamenter dokunun iginde I6kositler, lenfositler
ve monositlerin yogun oldugu izlenmistir. Kollajen liflerde dejenerasyon ve kan damarlarinda dilatasyon, konjesyon ve 6dem
gériilmistiir. Inflamatuvar hiicrelerde ve nekroze olan alanlarda TNF-a ekspresyonunda artis izlenmistir. Damar gevresinde
gortilen yogun inflamasyonunun arasinda, dejenere kollajen lif ve fibroblast hiicreleri ve ekstraselliler matrikste MMP-2
ekspresyonu pozitif olarak gézlenmistir.

Sonug: Diyabetik ayak yarasi tedavisinde MMP ekspresyonu yoniinde diizenleme yapilarak, her gegen gin genisleyen
diyabetik popiilasyonda iyilesmeyen ayak yaralarina karsi bir yaklasim gelistirilebilir distincesindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Diyabetik ayak, MMP-2, TNF- a, Histopatoloji, Immunohistokimya

Abstract

Background: Diabetic foot is one of the major and long-term complications of diabetes. As known, wound healing is slow in
diabetic individuals and as a result of inclusion of bacterial invasion to this condition, non-healing diabetic foot wounds occur
with prolonged inflammation. The aim of this study was to determine the expressions of TNF-a, a proinflammatory cytokine
and matrix metalloprotein MMP-2, involved in tissue remodeling via collagen degradation by immunohistochemical methods
in diabetic foot wound tissues.

Methods: This study included 30 males and 30 females, a total of 60 patients diagnosed with diabetic foot having open
wounds. After washing the foot with isotonic solution, the hole wounds were cut and tissues were fixed in 10% formaldehyde
solution. After routine histological follow-up, the sections were embedded in paraffin and semi-thin sections were cut and
histopathological examinations were performed. For immunohistochemical analysis, tissue samples were stained with MMP-
2 and TNF-a primary antibodies and examined under a microscope.

Results: In our study, leukocytes, lymphocytes and monocytes were observed in the diabetic foot wound tissue.
Degeneration of collagen fibers and dilatation of blood vessels, congestion and edema were observed. TNF-a expression
was increased in inflammatory cells and necrosis areas. MMP-2 expression was found to be positive in degenerated collagen
fibers, fibroblasts and extracellular matrix among the intense inflammation around the vein.

Conclusion: Regarding the MMP expression in diabetic foot wound treatment, we think that an approach to the healing of
non-healing foot wounds may be developed in the diabetic population.
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Girig

Diyabetin alt ekstremitelerdeki komplikasyonlari arasinda
ayak Ulseri, enfeksiyon ve derin dokularin tahribati, néro-
lojik anomaliler ve periferik vaskiiler yetersizlik yer almak-
tadir. Diyabetik ayak, mikrobiyal patojenlerin sebep oldu-
du enfeksiyonlar ve bunlara verilen inflamatuvar cevaba
bagli olarak doku hasari ortaya ¢ikar (1, 2). Diyabetik
hastalarda 6zelikle gérilen yara iyilesmesinde gecikme,
yaranin kroniklesmesi ilaveten yetersiz enfeksiyon kontro-
I amputasyona kadar gidebilen durumlara neden olabil-
mektedir. Travmatik olmayan alt ekstremite amplitasyon-
larinin % 85'i diyabetiklerde meydana gelmektedir (3). Tip
2 diyabette gorulen hiperglisemi ve oksidatif stres doku-
larda inflamatuvar sitokinlerin fazlaca salgilanmasina ve
glikasyon Urinlerinin meydana gelmesine ve kok hiicrele-
rinin farklilasma potansiyellerinin azalmasina neden ol-
maktadir (4). Ayrica diyabette gortlen insilin direncinin,
inflamasyon gibi olaylar tizerine lokal ve sistemik etkileri
vardir. Diyabete badl olarak gelisen vaskiler yetersizlik
sonucu, notrofil hucrelerinin dokudaki géclinde azalma,
doku canlihiginda kayip ve yaralarin geg iyilesmesi ortaya
clkmaktadir. Diyabete bagli, uzun streli TNF-a (TUmor
Nekroz Faktori) ekspresyonu yara iyilesmesi sirecini
bozmaktadir (5). TNF-a nin, immiin sistem hiicreleri tara-
findan lokal olarak eksprese edildiginde terapétik etki
gosterdigi fakat, disregiile edilerek ve dolagima verildigin-
de, bir seri hastaliklara neden oldugu bilinmektedir. TNF-
a hicresel transformasyon, hicrenin canlihgini stird(ir-
mesi, proliferasyonu, invazyon, anjiyogenez, metastaz
gibi pek ¢ok olaya dahil olmaktadir (6). Pro-inflamatuvar
sitokinler (6rn. TNF-a) ve matriks metalloproteinazlar
(MMP) arasinda siki bir iliski vardir. TNF-a gibi tetikleyici
sinyallerin yara iyilesmesi strecine dahil olmasi sonucu
MMP’ler de aktive olmaktadirlar (7). MMP'ler, proteolitik
enzimlerdir ve morfogenez, yara iyilesmesi, hiicre gégl
ve anjiyogenez, kemik ve kikirdak dokunun onarimi gibi
olaylarda rol oynarlar. Hlicre disl proteinleri degradasyo-
na ugratmak suretiyle hiicre disi matriksi yeniden sekil-
lendirirler. Bu nedenle, anjiyogenez igin dnemli olduklari
one sUrilmistir (8, 9). MMP’lerin, blytime faktérler,
sitokinler, hiicre-hiicre ve hiicre disi matriks adezyon
molekilleri gibi gesitli faktorler tarafindan uyarildigi bilin-
mektedir (10). MMP ler arasinda en iyi bilinenlerinden biri
MMP-2dir. MMP-2, hemen hemen tim hcre tiplerinde
bulunur ve diger hiicre digi matriks proteinlerinin yani sira
denatire kollajen (jelatin) ve kollajen tip 4 ' (bazal
membranin bir bileseni) degrade eder (11). Bu ¢alismada,
immUnohistokimyasal yontemler kullanilarak tip 2 diyabetli
hastalarin ayaklarindaki yaralardan alinan doku 6rnekle-
rinde inflamasyon, anjiyogenik etkiler, hticre etkilesimlerini
incelemek amaclanmistir.

Diyabetik Ayak Yaralarinda MMP-2 ve TNF- a Ekspresyonlar

Materyal ve Metod

Deneysel Siireg

Bu arastirmada Gazi Yasargil Egitim ve Arastirma Hasta-
nesi, Fizk Tedavi ve Rehabilitasyon Klinigine Mayis
2017-Ekim 2018 arasinda diyabetik ayak sikayeti ile gelen
hastalardan, 30 erkek ve 30 kadin olmak tzere, diyabetik
ayak tanisi almis, ve ayaklarinda agik yara bulunan 60
birey dahil edildi ve hastalardan galisma 6ncesi onam
formlari alindi. Hastalar sirtlisti yatar pozisyonda iken,
ayaklar izotonik salinle yikandiktan sonra agik yaranin
cerrahi debridmani yapildi ve eksize edilen dokular ince-
leme i¢in tespit solusyonu olarak %10 luk formaldehite
alindi, dehidrasyon icin artan etanol serilerinden gegirildi
ve parafine gémildi. Mikrotom (Leica, Aimanya) ile yari-
ince kesitleri alinan dokular histopatolojik inceleme igin
Hematoksilen- Eosin ile boyandi ve mikroskop altinda
incelendi.

immunohistokimyasal incelemeler igin dokularin
hazirlanmasi

Parafin bloklardan alinan kesitler distile suya alindi ve
fosfat tamponu ile hazirlanmis salin (PBS) sollisyonunda
3x5 yikandi. Antijen (Katalog no10010023, Thermo Fisher
Scientific Fremont, USA) retrieval mikrodalgada 3 dk,
90°C de yapildi. Kesitler proteoliz igin sitrat tampon solU-
syonu iginde (pH 6), mikrodalgada isitma islemine tabi
tutuldular. Kesitler 3x5 kez PBS ile yikandi ve hidrojen
peroksit (Merck, ABD) (3ml %30 Hydrogen peroxide
(H20,) + 27ml methanol) ile 20dk inkiibe edildi. Kesitler
yine 3x5 kez PBS ile yikandi ve 8dk Ultra V Block (lot:
PHL150128, Thermo Fisher, ABD) ile muamele edildi.
Suziildikten sonra, primer antikorlar MMP-2(Matrix Metal-
loprotein-2 monoclonal antibody 1:100, Cat#PA1-16667,
Thermo Fisher,ABD) ve TNF-a (Cat # 14-7321-81 Ther-
mo Fisher, ABD) direkt olarak kesitlere uygulandi. Kesitler
bir gece +4°C ‘de bekletildi. Kesitler 3x5 dk PBS ile
yikandiktan sonra Biotin isaretli sekonder antikor (lot:
PHL150128, Thermo Fischer, ABD) ile14 dk inkiibe edildi.
PBS ile yikandiktan sonra 15 dk Streptavidin Peroxidase
(lot: PHL150128, Thermo Fischer, ABD) ile muamele
edildi. Tekrar 3x5 kez PBS ile yikanan kesitlere 10 dk
DAB (lot: HD36221, Thermo Fischer, ABD) uygulandi.
Reaksiyon gortlen lamlar PBS ile yikandi. Zit boyamasi
45 dk Harris’s Hematoksilen (Sigma, Hematoxylin Solu-
tion, Harris Modified, ABD) ile gergeklegtirildi, Lamlar
Entellan (Sigma, ABD) ile kapatildi ve Zeiss Imager A2
(Almanya) 151k mikroskobu ile incelendi.

Bulgular

Histopatoloji Bulgulari

Erkek ve kadin hastalarin diyabetik ayaktaki lezyon doku-
sunun yapisal ozellikleri ve hiicresel bilesenleri histopato-
lojik olarak degerlendirildi. Erkek hastalardan alinan diya-
betik ayak dokusu histopatolojik olarak incelendiginde;
ligamenter dokunun iginde artan I6kositler, lenfositler, ve
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monositlerin yodun oldugu izlenmistir. Ayrica, bu hiicrele-
rin lezyonun her tarafina diffuz bir bigimde yayildigi, 6zel-
likle kiiglik kan damarlari etrafinda lokalize oldugu gorl-
mlstir. Kan damarlarinda dilatasyon, konjesyon ve
odem gorllmustir. Bag doku kollajen liflerinde yer yer
dejeneratif degisikler izlenmistir (Sekil 1a). Kadin hastala-
rin diyabetik ayak dokusu histopatolojik olarak incelendi-
ginde; kan damarlarinda dilatasyon, konjesyon, subendo-
telial tabakada dejeneratif degisiklikler, perivaskuler alan-
da yogun inflamasyon ve nekroze alanlar gérildi ve ayni
alanda infiltrasyon izlendi. Kollojen fibrillerde organizas-
yon dedisikligi ve hyalinizasyon soliter bigimde dagiimig
inflamatuvar hticreler goraldi (Sekil 1b).
Immunohistokimyasal ¢alismalar

immunohistokimya bulgulari degerlendirildiginde; erkek
hastalarin doku 6rneklerinde kiigik gruplar seklinde gor-
len inflamatuvar hicrelerde ve nekroze olan alanlarda
TNF-a ekspresyonunda artig, bozulmus kollojen liflerin
arasinda difftiz dagilmis lokositer hiicrelerde TNF-a eksp-
resyonu pozitif olarak gozlendi (Sekil 2a). Kadin hastala-
rin immunohistokimyasal incelemesinde ise kan damarlari
etrafindaki inflamatuvar hicrelerin yogun oldugu ve nek-
roze alanlar igine yayilimis Idkositer hiicrelerde TNF- a
ekspresyonlarinin gcli oldugu gértlmustir (Sekil 2b).
Erkek hastalardan alinan bagka bir kesitte ise damar
cevresinde gorilen yogun inflamasyonunun arasinda
dejenere kollajen lif ve fibroblast hiicreleri ve ekstrasellii-
ler matrikste MMP-2 ekspresyonu pozitif olarak gozlendi
(Sekil 2c). Kadin hastalarin diyabetik ayak kesitlerinde ise
artmis kollajen lif dejenerasyonu ve fibroblast hiicre ge-
kirdeklerinde piknosis ve apoptotik degisikler gorultrken
bu yapilarda MMP-2 ekspresyonunun pozitif oldugu tespit
edildi (Sekil 2d).

Tartisma

Bilindigi gibi diyabette, hipergliseminin kontrol altina alin-
mamasl, proinflamatuvar etmenler, perivaskiler hastalik-
lar esliginde periferal néropati, endotelyal disfonksiyon ve
etkin olmayan immiin cevap bileskesinde immiin hiicrele-
rinin fonksiyonlari bozulmakta ve nihayetinde yara iyiles-
mesi sUreci zarar gormektedir (12). Diyabetik ayak Ulser-
leri de cesitli nedenlerden kaynaklanmaktadir; néropati,
ayakta meydana gelen travma ve deformite, diyabetik
ayak yaralarinin sebeplerindendir (13). inflamasyon,
immin sistem yetersizligi, periferal vaskiler hastaliklar
nedeni ile meydana gelen iskemi, ve enfeksiyon iyilesme-
yen diyabetik ayak yaralarinin altinda yatan sebeplerdir
(14).

Diyabetiklerde fibroblast ve endotelyal hiicre proliferasyo-
nu azalmakta, kollajen yapisi bozulmaktadir. Calisma-
mizda, diyabetik ayak yarasinda, ligamenter dokunun
icinde Iokositlerin arttigi, lenfositler ve monositlerin yogun
oldugu gozlenmistir. Bag doku kollajen liflerinde yer yer
dejeneratif degisikler izlenmistir.

Diyabetik Ayak Yaralarinda MMP-2 ve TNF- a Ekspresyonlar

Yaralanmadan hemen sonra insan yaralarinda ve deney-
sel modellerde interlokin (IL) ve TNF-a gibi proinflamatu-
var sitokinlerin arttigi belilenmistir. Bazi proinflamatuvar
sitokinler ve kemokinler normal deri yarasinin iyilesmesi
icin elzemdir (15). Tip 2 diyabetik bireylerde de instilin
direncine bagli olarak, serumda TNF- a dizeyinin arttigi
bildirilmistir (16). TNF-q, fibroblast ve endotel hiicrelerin-
de apoptozu tesvik ederek granllasyon dokusunu azalt-
maktadir. Yaraya TNF-a uygulanmasi, yara direncini de
azaltmaktadir ¢link(, kollajen Tip 1 ve 3 ekspresyonlari
azalmaktadir (17). TNF-q, fibroblast ve vaskiler éncl
hiicreleri intoksike etmekte ve fibroblastlarin proliferasyon
ve gocu ve matriks bilesenlerinin sentezi 6nlenmektedir
(4). Calismamizda ayak yara dokusunda inflamatuvar
hiicrelerde ve nekroze olan alanlarda TNF-a ekspresyo-
nunda artis, bozulmus kollajen liflerin arasinda diffiiz
dagiimis lokositer hiicrelerde TNF-a ekspresyonu pozitif
olarak gézlenmistir.

Sekil 1a. Erkek ve kadin hastalara ait diyabetik ayal
dokulari, H-E boyama, Biyltme: X40

TR X, ] }. {u i . Cpila
Sekil 1b. Erkek ve kadin hastalara ait diyabetik ayak
dokulari, H-E boyama, Biy(tme: X40
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Sekil 2a. Erkk' hastalara ait diyabetik ayak dokularinda
TNF-a boyamasi, Blyitmex40

A g Mg SIS 3

Sekil 2b. Kadin hastalara ait diyaetik ayk douIarlnda
TNF-a boyamasi, Blyitme x40

k|| 2c. e ‘I ait dabetlk ouarnda
MMP-2 boyamasi, Blyttme x40

Sekil 2d. Kadin hastalara ait diyaetik ayak dokularinda
MMP-2 boyamasi, Blyttme x40

Diyabetik Ayak Yaralarinda MMP-2 ve TNF- a Ekspresyonlar

In vivo ve in vitro galismalar MMP'lerin direkt veya indirekt
olarak yara iyilesmesi ve neovaskilerizasyon siirecine
dahil olduklarini géstermistir. Dolayisiyla, MMPlerin doku
homeostazinin saglanmasinda rol oynadigi soylenebilir.
Doku hasarinin ardindan, cesitli MMPler uyarilmakta ve
mezensimal, epitelyal ve immdiin hiicreler tarafindan eksp-
rese edilmektedirler. MMPler, yara dokusunda MMP-2 ve
-9 yoluyla, hlcre disl matrikse bagli pro-anjiyogenik fak-
torlerin (TNF- a, VEGF gibi) salinmasini uyarirlar. MMP-
2'nin, fibroblast ve endotelyal hiicreler tarafindan Gretildigi
bilinmektedir (18). Calismamizda artmig yara dokusunda
kollajen lif dejenerasyonu ve fibroblast hiicre ¢ekirdekle-
rinde piknosis ve apoptotik degisikler gézlenmis ve MMP-
2 ekspresyonunun pozitif oldugu tespit edilmigtir.
Diyabetik ayak yaralarina kars! terapétik ¢alismalar gu-
nimiizde devam etmektedir bu yaklagimlarin amaci, yara
bolgesindeki hiperinflamasyonu indirgemek velveya glu-
kotoksisiteyi hafifletmek igin bu olaylara neden olan efek-
tor yolaklari ortadan kaldirmaktir (4). Bu yontemlerle, her
gegen gin genisleyen diyabetik popiilasyonda iyilesme-
yen ve ampiitasyona kadar ilerleyen diyabetik ayak yara-
larinin azalmas| hedeflenmektedir. Bu calismada ortaya
koyulan sonuglara gére, diyabetik hastalarda hiperglisemi
ve oksidatif stres sonucu gelisen ekstraseliiler matriks
mekanizmasinin  bozulmasi ve inflamasyonun artmasi
hastaligin seyrini olumsuz ydnde etkilerken, matriks meta-
loprotein aktivitesinde tedavi yoniinde diizenleme yapildi-
ginda iyilesmenin daha hizli gelisebilecedi digtndlmus-
tar.

Kaynaklar

1. Rodrigues J, Mitta N. Diabetic Foot and Gangrene.
Open 2011; 29: 1-25

2. Williams DT, Hilton JR, Harding KG. Diagnosing foot infection in
diabetes. Clin Infect Dis 2004; 39: 83-6.

3. Berlanga J, Valdéz C, Savigne W. Cellular and molecular in-
sights into the wound healing mechanism in diabetes, Biotecnol
Apl 2010; 27: 255-61.

4. Acosta JB, del Barco DG, Vera DC et al. The pro-inflammatory
environment in recalcitrant diabetic foot wounds. Int Wound J
2008; 5(4): 530-9.

5. XuF, Zhang C, Graves DT. Abnormal cell responses and role of
TNF-a in impaired diabetic wound healing. BioMed Res Int 2013;
754802.

6. Aggarwal BB. Signalling pathways of the TNF superfamily: a
double-edged sword, Nat Rev Immunol 2003; 3(9): 745-56.

7. Wetzler C, Kampfer H, Stallmeyer B, Pfeilschifter J, Frank S.
Large and sustained induction of chemokines during impaired
wound healing in the genetically diabetic mouse: prolonged per-
sistence of neutrophils and macrophages during the late phase
of repair, J Invest Dermatol 2000;115: 245-253.

8. Nagase H, Woessner JF. Matrix metalloproteinases, J Biol
Chem 1999; 274(31): 21491-4.

9. Overall CM, Lopez-Otin C. Strategies for MMP inhibition in
cancer: innovations for the post-trial era, Nat Rev Cancer, 2002;
2:657-72

10. Hu J, Van den Steen PE, Sang QX, Opdenakker G. Matrix
metalloproteinase inhibitors as therapy for inflammatory and
vascular diseases. Nat Rev Drug Discov 2007; 6(6):480-98.

In Tech

Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi (Journal of Harran University Medical Faculty) 2019;16(2):394-398.

DOI: 10.35440/hutfd.540551

397



Baloglu ve Ozkorkmaz

11.
12.
13.
14.
15.

16.

17.

18.

Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Dergisi (Journal of Harran University Medical Faculty) 2019;16(2):394-398.

Sawicki G. Intracellular Regulation of Matrix Metalloproteinase-2
Activity: New Strategies in Treatment and Protection of Heart
Subjected to Oxidative Stress. Scientifica 2013; ID 130451.
Tellechea A, Le Veves A, Carvalho E. Inflammatory and angio-
genic abnormalities in diabetic wound healing: role of neuropep-
tides and therapeutic perspectives, Open Circ Vasc J 2010; 3:
43-55.

Leung PC. Diabetic foot ulcers, a comprehensive review. Sur-
geon 2007; 5(4): 219-31.

Sibbald RG, Woo KY. The bhiology of chronic foot ulcers in
persons with diabetes, Diabetes Metab Res Rev.2008; 24(1):
25-30.

Barrientos S, Stojadinovic O, Golinko MS, Brem H, Tomic-Canic
M. Growth factors and cytokines in wound healing, Wound Re-
pair Regen 2008; 16(5): 585-601.

Borst SE. The role of TNF-alpha in insulin resistance. Endocrine
2004; 23(2-3): 177-82.

Rapala K, Laato M, Niinikoski J, et al. Tumor necrosis factor
alpha inhibits wound healing in the rat. Eur Surg Res 1991;23:
261-8.

Léffek S, Schilling O, Franzke CW. Biological role of matrix
metalloproteinases: A critical balance. Eur Respir J 2011; 38:
191-208.

DOI: 10.35440/hutfd.540551

Diyabetik Ayak Yaralarinda MMP-2 ve TNF- a Ekspresyonlar

398



	Başlık
	metin

