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OZET

Yara, yumusak dokularin normal anatomik yap1 ve fonksiyonunun
bozulmasidir. Travma ile baslayan ve yeni doku olusumu ile sonuclanan
hiicresel ve biyokimyasal olaylar siireci ise yara iyilesmesi olarak adlandirilir.
Epidermal biiyiime faktorii (EGF) gibi cesitli biiyiime faktorleri yara iyilesmesi
siirecinde oOnemli rol oynarlar. Arastirmalarin c¢ogu EGF’nin yara
iyilesmesindeki hizlandiricr etkisini gostermektedir ancak EGF’nin yara
iyilesme siirecinde organizmada meydana gelen oksidan olaylar iizerine etkisini
gosteren calismalarin sayisi ¢ok azdir. Bu amacgla cahsmamizda, rat deri
dokusunda yara olusturulmus ve topikal olarak uygulanan EGF’nin oksidatif
olaylar iizerindeki etkisinin 1., 5., 7. ve 14. giinlerde arastirilmasi

amaclanmstir.

Deneylerde 200-250 g agirhkta 54 adet Wistar-Albino tipi erkek rat kullanildi.
Dorsolateral eksizyonel yara yapilan ratlar 2 gruba aynldi: 1- Tedavisiz grup 2-
Topikal EGF uygulanan grup. Uygulama grubundaki hayvanlarin yara
dokularina her giin birer kez thilotears icerisinde topikal olarak tek doz
(10ng/ml) EGF soliisyonu uygulandi. 1., 5., 7. ve 14. giinlerde ratlar anestezi
altinda kalplerinden kan cekilerek feda edildi. Yara dokular1 hemen ¢ikartildi,

bulagsmay1 oOnleyecek materyale sanlarak -30 °C de saklandi Degerler



spektrofotometrik yontemle olciildii. TBARS, GSH, NOx ve AA sonuclari
Anova Varyans Analizi ile SOD ise Kruskal Wallis testi ile karsilastirildi (p <
0,05).

Sonuc olarak, EGF uygulanan gruplar ile tedavisiz gruplar karsilastirlldiginda;
EGF uygulanan grubun 5. giindeki TBARS diizeyi azalhirken, NOx diizeyi
artmistir; ayrica 14. giinde de GSH diizeyi artmistir. EGF’nin, bir antioksidan
gibi, yara dokusunda meydana gelen oksidan iiriinlerin temizlenmesine ve
yaranin daha erken safhalarda iyilesmesine katki saglayarak antioksidan

tedaviler icin potansiyel 6zellik tasidigin1 gostermektedir.

Bilim Kodu :203.1.057

Anahtar Kelimeler : EGF, Yara, Deri, Antioksidan, TBARS, GSH, NOx, AA,
SOD

Sayfa Adedi : 82
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ABSTRACT

Wound is the impairment of soft tissues’ anatomic structure and function.
Wound healing is the process of the biochemical events that start with trauma
and eventuate with new tissue formation. Various growth factors, like Epidemal
growth factor (EGF), play an important role in wound healing. Many
researches reported EGF’s wound healing accelerating effect. However, little is
known about the interaction between the growth factors and oxidant-
antioxidant events in experimental cutaneous wound healing models. Therefore
we planned this study to evaluate the connection between EGF therapy and
TBARS, GSH, NOx, AA levels and SOD activity in skin tissue. All of these
parameters of wound tissue were determined after excisional surgery followed

by topical EGF administration on days 1, 5, 7 and 14.

In our study, 54 male Wistar-Albino rats (weight: 200-250g) were used.
Dorsolateral excisional wounds were made on the rats and they were randomly
divided into 2 groups: 1- Untreated group, 2- Topical EGF administered group.
EGF solution was prepared in thilotears (10 ng/ml) and administered as topical
single dose on post-operation days. Animals were sacrificed on 1, 5, 7 and 14th
days by exsanguination under anesthesia. Wound tissues were removed

immediately avoiding contamination and stored at —30 "C. The parameters of
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the wound tissue were measured spectrophotometrically. Statistical analysis
were performed using Anova Variance Analysis (TBARS, GSH, NOx and AA
levels) and Kruskal Wallis test (SOD activity). All data were expressed as mean

+ SD. Statistical significance was considered as P < (.05.

Our results showed that, TBARS levels were decreased and NOx levels were
increased on the 5™ day after operation, and GSH levels were increased on the
14" day in EGF administered group, compared to untreated group. As a
concluion, our data showed that EGF may act like an antioxidant and show its
beneficial effects by scavenging already formed toxic oxidation products in
wound tissue. Also, it may contribute healing of the wound tissue in earlier

stages and suggest a potential effective role for antioxidant therapies.
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1. GIRIS

Yara, yumusak dokularin normal anatomik yap1 ve fonksiyonunun bozulmasidir [1].
Travma ile baglayan ve yeni doku olusumu ile sonug¢lanan hiicresel ve biyokimyasal
olaylar siireci ise yara iyilesmesi olarak adlandirilir [2]. Operatif veya travmatik
olarak dokunun hasar gormesini takiben, her organizmanmn oOncelikli gorevi;
kanamay1r durdurma, enfeksiyonu Onleme, bozulan anatomik biitlinlik ile

fonksiyonel yapiy1 onarmaktir [3-5].

Lokal yaralanmaya kars1 organizmanin cevabi ilk olarak inflamasyon siireciyle baslar
ve rejenerasyon ve reparasyon ile sonuglanir [6]. Rejenerasyon ve reparasyon, doku
ve hiicre biitiinliigliniin yeniden tesis edilmesinde iki temel siiregtir. Rejenerasyon,
orijinal yapidan hem yapi, hem de fonksiyon olarak ayirt edilemeyen yeni dokunun
meydana gelmesidir. Reparasyon ise, ekstraseliiler matriksin yeniden sentezlenip

birikmesiyle, yani bag doku olusumu ile doku devamliliginin saglanmasidir [6-8].

Dermal yara iyilesmesi, hiicre c¢ogalmasi, hiicre gocli ve kollajen sentezi gibi
komponentlerden olusan dinamik bir olaydir. Tam kalinliktaki dermal yaralar dermis
ve epidermisi kapsar. Epidermis damarsiz bir yapiya sahiptir ve epitelizasyon ile
tyilesir. Dermiste ise iyilesme graniilasyon dokusu olusumu ve kollajen sentezi ile

gerceklesir [8].

Yara iyilesmesinde tiim olaylar i¢ ice gegmis ve es zamanli olmasma ragmen, daha
kolay anlasilabilmesi amaciyla yara iyilesmesi; inflamasyon, hiicre proliferasyonu ve

maturasyon olmak tizere ii¢ evreye ayrilabilir [5, 8-12].

Yara iyilesmesinin evreleri kemiriciler, tavsanlar, koyunlar ve diger tiim memelilerde
benzerdir [13, 14]. Bununla birlikte yaranin 6zelligi ve c¢evresel faktorler yaranin
tyilesmesini etkiler [13, 14]. Yara iyilesmesini etkileyen lokal faktorler: iskem,
gerilim, 6lii bosluklar, yabanci cisimler ve kontaminasyon, hematom, lokal travma,

kronik doku faktdrleri, siitiirler, radyasyon, doku tipi ve ¢evre 1sisidir [15-17]. Genel



(iskemik) faktorler ise; biiylime faktorleri, tibbi durumlar, anemi/kan kayba,

beslenme, yas ve anestezi seklidir [15, 16, 18-20].

Biiyiime faktorleri biyolojik olarak aktif dogal polipeptit hormonlardir. Hiicrelerin
proliferasyonu, kemotaksisi, farklilasmasi ve matriks sentezi gibi doku tamirindeki
anahtar hiicresel olaylar1, 6zgiin reseptorlerine baglanarak diizenlerler [21]. Molekiil
agirliklar1 4 000-60 000 Da arasinda degisen biliyiime faktorlerinin ¢ok az miktarlari
bile hiicresel aktiviteleri etkileyebilir [22].

Biiyiime faktorleri, kemotaksis ve hiicresel proliferasyonu uyararak, ayni ve farkl
tipteki hiicreler arasi haberlesmeyi saglayarak, hiicre dis1 matriks olusumu ve
anjiogenezi kontrol ederek, yara biliziilme islemini diizenleyerek ve doku
biitlinliigiinii yeniden kurarak, yara onarimi isleminde temel bir rol alir. Biiyiime
faktorlerinin yara iyilesmesindeki rolii, deri yaralarinda ve gercek graniilasyon
dokusunda detayli bigimde incelenmistir. Cok sayidaki biliylime faktoriiniin bu
islemde yer aldig1 gosterilmistir [23]. Yara iyilesmesinde etkili oldugu kanitlanmig
biliylime faktorleri; PDGF (Trombosit Kaynakli Biiyiime Faktorii), FGF (Fibroblast
Biiyiime Faktorii), TGF-B (Transforme Edici Biliyiime Faktori- ), EGF (Epidemal
Bilyiime Faktorii), IGF (insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii), GM-CSF (Makrofaj
Koloni Stimiile Edici Faktor), IL-1(interlokin-1), IL-2 (Interlokin-2), TNF-o (Tiimor
Nekroz Faktor)’dir [24-28].

EGF ilk kez Dr. Stanley Cohen tarafindan erkek fare submandibular tiikiiriik
bezinden izole edilmistir [29, 30]. Cohen erkek fare submandibular tiikiiriikk bezinde
Sinir Biiyiime Faktorii’'nii (NGF) izole etmeye g¢alisirken bu bezlerden elde ettigi
ekstrenin yeni dogan farelere enjekte edildiginde erken dis siirmesi ve erken
gozkapag1 acilisina neden oldugunu gozleyerek etken maddeyi izole etmis ve bu
maddeye epidermisin gelisimini hizlandiric1 etkisinden dolayr Epidermal Growth
Factor (EGF) adi1 vermistir [29, 31-36]. EGF en ¢ok bdbrek, tiikiiriik bezleri ve
lakrimal bez tarafindan iiretilir. Bu yiizden idrar, tiikiiriik ve gézyasinda bol miktarda
bulunur [29]. Ayrica duedonum brunner bezleri, troid, pankreas, adrenal bez,

ovaryum, parotis bezi, karaciger, 6zofagus, mide, ince bagirsak, kolon, kalp, bobrek,



prostat, iskelet kasi, diiz kas, akcigerler, timus bezinde de bulunur. EGF bircok

ektodermal ve mezodermal kdkenli hiicre i¢in mitojenik 6zelliktedir [29, 36- 38].

EGF, etkili oldugu hiicrelerde iyon alinimini, glikolizi, DNA ve RNA ile protein
yapimini arttirict 6zellik gosterir [37, 38]. EGF’nin korneal endotelyal hiicreler,
fibroblastlar, sinir sistemi destek dokusu hiicreleri iizerinde mitojenik aktiviteye
sahip olmas1 [29, 38, 39], gastrik asit sekresyonunu inhibe etmesi [29, 40], serum
cinko dilizeyini arttirmast [41] yaninda embriyonun gelismesi ve yeni kan
damarlarmin olusmasi tlizerinde etkili bulunmasi sonucu yara iyilesmesi tizerinde
yogun calismalar yapilmistir ve yara iyilesmesini hizlandirdigi bildirilmistir [42].
Sistemik ya da topikal olarak EGF uygulamasmin yara iyilesmesine olumlu
katkilariin bulundugu bilinmektedir [43, 44]. EGF’nin sistemik yoldan uygulanmasi
ile ilgili yapilan caligmalarda EGF’nin mide asit sekresyonunu azalttigi1 [45, 46] ve
stres llseri olusturulmus ratlarda mide dokusunda lipit peroksidasyonunu yine
azalttigit gozlenmistir [47]. Ayrica gastrointestinal sistemde olusan iskemi
reperflizyon hasarinda bakteriyel translokasyonu azaltarak etki gosterir [48].
Ozofagus mukozasmin da onarimi ve korunmasinda rolii vardir [49-53]. Koltuksuz
ve arkadaslar1 (2001) alkali yanik olusturduklar1 sicanlara EGF ve CAPE vermisler
ve sonugta EGF’nin 6zofagusta iyilestirici yonde etkisinin oldugunu gérmiislerdir
[54]. Berthet ve arkadaslarinin (1994) siganlarda periton icerisine epidermal biiylime
faktorii ve interferon y vererek yaptiklari calismada 6zofagusta yanik olusturulduktan
sonra intraperitoneal epidermal biiyiime faktorii ile interferon y’nin birlikte verildigi
grupta O0zofagus kalinliklarinda anlamli bir azalma izlenmistir [55]. Celebi ve
arkadaslarinin  (2002) yaptiklar1 calismada EGF igeren poliakrilik asit jel
formiilasyonu hazirlanmis ve fare sirtinda olusturulan 1 cm uzunlugundaki cilt
kesilerinde uygulanmistir. Poliakrilik asit, mukoza ve dokulara yapigsmamasi, irritan
olmamas1 gibi nedenlerden dolay: tercih edilmistir. 7. ve 15. gilinlerde yapilan
incelemeler sonucunda EGF-poliakrilik asit jel formulasyonunun uygulandigi
yaralardaki gerilme kuvvetinin, EGF igeren serum fizyolojik uygulanan yaralara gore
daha fazla oldugu goriilmiistiir [43]. EGF’nin kronik yaralar iizerindeki etkisinin
arastirildigr bir bagka calismada, diabetes mellitus, romatoid artrit gibi cesitli

rahatsizliklara bagl olarak ortaya ¢ikan iilser yaralarinda topikal olarak EGF igeren



Silvaden uygulanmis ve iyilesme lizerinde olumlu etkilerinin oldugu bildirilmistir
[56]. Farelerde korneal alkali yaniklarmm iyilesmesinde EGF’nin etkisinin
arastirildigr bir calismada EGF’nin ¢esitli dozaj formlar1 i¢cinde yara bdlgesine
uygulanmasiyla kontrol grubuna goére yarali bdlgenin c¢apinda anlamli bir azalma
meydana geldigi ifade edilmistir [57]. Topikal olarak EGF uygulamasmin yara
tyilesmesi iizerine etkilerinin incelendigi arastirmalarda ise EGF’ nin epitelizasyonu
uyardigi, yara iyilesmesinin erken sathalarinda dermis olusumunun iizerine kesin
etkisinin oldugu ve kronik yaralarin iyilesmesini uyardigi bildirilmistir [29, 58].
Proteinlerin iiretimini ve epitel hiicrelerin migrasyonunu uyarici etkiye sahip olan
EGF vyara iyilesmesini hizlandirir, fibroblastlarin biiyiimesini ve keratinositlerin
goclinli arttirarak yara iyilesmesinde Onemli bir rol oynar [18]. EGF'nin yara
tyilesmesindeki etkisi, inflamatuar satha, fibroblastik satha ve remodelling sathasi
olmak iizere ii¢ sliregten gegmektedir. Mitojenik bir polipeptit olan EGF, yara
iyilesmesine inflamasyon fazmin bitiminde etki etmeye baslamakta ve fibroblastik
olusumunu indiikledigi ve bunun yam sira graniilasyon dokusunun olusumu ve

epitelizasyonu uyardig: bilinmektedir [59].

Yapilan arastirmalarin cogu EGF’nin yara iyilesmesi lizerindeki hizlandiricr etkisini
gostermektedir ancak EGF’nin yara iyilesme siirecinde organizmada meydana gelen
oksidan olaylar iizerine etkisini gosteren caligmalarin sayisi ¢ok azdir. Tim bu
bilgiler 15181inda calismamizda, rat deri dokusunda yara olusturulmus ve topikal
olarak uygulanan EGF’nin oksidatif olaylar lizerindeki etkisinin 1., 5., 7. ve 14.

glinlerde arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Yara ve Yara lyilesmesi
2.1.1. Yara

Yara, canli dokunun cerrahi, spontan, idiyopatik veya c¢esitli hastaliklar sonucu
anatomik ve fonksiyonel devamliliginin bozulmasidir. Yara iyilesmesi ise yaralanmis
dokunun anatomik ve fonksiyonel 6zelliklerinin yeniden olusturulmasini saglamak
iizere degisik hiicre gruplarinin ortaklasa yiriittiikleri islevlerden olusan bir onarim
stirecidir [60, 61]. Yara deyiminin karsilig1 olarak erozyon, iilser, fissiir deyimleri de
kullanilir. Erozyon, dermise ge¢meyen fokal (odaksal) epidermis kayiplarini
belirleyen bir deyimdir, iz birakmaz, kronik degildir. Fissiir, ¢atlak seklindeki dikey
yaralar1 belirleyen doku kayiplaridir. Epidermisi veya dermisi tutabilir. Ulser ise
dermis ve epidermiste doku kayiplariyla seyreden lokal yaralardir [62]. Yaralarin
tyilesmesi i¢in kesin siireler verilemez ancak makul slirede iyilesmeyen, yavas ve az
ilerleme gosteren yaralar i¢cin kronik deyimi kullanilir [63-65]. Akut yaralar 2-3
haftada iyilesirken, kronik yaralarin iyilesmeleri ¢ok yavas olup, aylar hatta yillar
alabilir [66-70]. Akut ve kronik yara arasindaki fark, yaranin lokalizasyonuna,
nedenine, hastanin yasina ve hastanin fizyolojik durumuna bagli olarak
belirlenmektedir [71]. Kronik yaralarin %701 vendz tilserler ve diyabetik yaralardir
[72]. Sonugta, Ozellikle kronik yaralarin tedavisi hekimler icin biiyiik sorun

olusturabilir [66 - 70].

2.1.2. Yara cesitleri

Yara cesitleri asagidaki gibi smiflandirilmistir [73]:

1. Mekanik travmalara bagli yaralar
a) Kiint travmatik yaralar
Abrazyon / styrik
Kontiizyon / bere

Laserasyon / yirtik



Kemik kiriklar1
b) Kesici alet yaralar1
c) Kesici-Delici alet yaralari
d) Kesici-Ezici alet yaralari
e) Delici alet yaralar1

f) Atesli silah yaralar1

2. Fiziksel travmalara bagl yaralar
a) Is1 yaralar1
b) Isik yaralar1
c) Elektrik yaralar1

d) Barotravma yaralar1
3. Kimyasal travmalara bagl yaralar
a) Asit
b) Baz
4. Biyolojik etkilere bagl yaralar
a) Hayvan 1sirik yaralari
b) Bocek sokmalarina bagl yaralar
c¢) Toksinler
2.1.3. Yara iyilesmesinin mekanizmasi

Yara iyilesmesi mekanizmasina gore 3 gruba ayrilir:

Primer ivilesme:

Kesilmis olan temiz bir yaranin, cerrahi olarak kapatilmasi ve komplikasyonsuz
iyilesmesidir. Birincil yara iyilesmesi ya da primer kapama da denir. Yaranin
kapatilmas1 ve yara dudaklarinin tam olarak karsi karsiya gelmesi ile onarim siireci

baslar. Yarada tiim tabaka yaklastirilir ve arada kalan sinirli bosluk fibrin ile dolar.



Fibrin6z yapigsma yaklasik 24 saat alir ve 48. saate gelindiginde epitel hiicreleri altta
olusan skar (yara izi) dokusunu orter. Bu 48 saatlik donem icerisinde yeni bag
dokusu olusumu goriilmemektedir. Mikroskopisinde yara ve dikis materyali hatti

boyunca dermis i¢ine dogru epitelyal ilerleme oldugu goriiliir [74, 75].

Sekonder iyilesme:

Acik yaralarda, graniilasyon dokusunun olugmasi, retraksiyon ve yiizeyin
epitelizasyonu 1ile karakterizedir. Yaralanmadan 4-5 gilin sonra yara yeri
fibroblastlarca istila edilir. Baslangigta bu agik yara, piht1 ve eksuda ile doldurulur,
olusan bu kabuk, yara yiizeyini orterek derindeki dokularin nemli tutulmasini saglar.
Nemli bolgelerde kollajenoliz ve hasarli dokularin fagositik 16kositlerce sindirilmesi
olay1 gerceklesir. Ozel olarak diferansiye olmus, aktin ve miyozin iceren fibroblastlar
(miyofibroblastlar) yara kontraksiyonu ad1 verilen iyilesme siirecine yardim ederler.
Sirasiyla kollajen tip 1 ve tip 3 olusur ve bunlarin arasinda ¢apraz baglanmalar
geliserek, skarin temel formu olusur. Epitel yara kenarlarindan harekete gecerek bu
dokunun iizerini drter. ilerleyen donemde skardaki kollajen matiir hale geger, tip 1
kollajen kaybolur, skar incelir, damarlar hacim ve sayica azalarak hiperemik ve
damardan zengin skar dokusu sinirlanir. Sekonder iyilesme stireci daha uzun siire alir
(3040 giin) ve biyiik skarlar olusabilir. Enfekte yaralarin ¢ogu ve yaniklar bu
sekilde tyilesir [74].

Gecikmis primer iyilesme:

4-5 giin acik birakilarak drene edilen bir yaranin primer olarak kapanmasidir [74].



Cizelge 2.1. Yara iyilesmesinde ekstraselliiler elementler ve hiicrelerin rolleri [76].

Yara Elemanlari

Yaralanmadan Sonra
Goriilme Zamanlari

Yara lyilesmesinde Major Etkileri

Trombositler

Hemen

Hemostaz, biiyiime faktorlerinin
(PDGF, TGF-B, EGF ve TGF-a) ve
proteolitik enzimlerin salinimi

Notrofiller

6.saat, 24-48. saatte pik

Yara debridmani, bakteri ve yabanci
cisimlerin temizlenmesi

Makrofajlar

3-5. giinde en gok

Yara debridmani, biiylime
faktorlerinin (PDGF, TGF-B, TGF-
a, FGF, IL-1, EGF, ve TNFa)
salinimi

Fibroblastlar

48-72. saat arasi

Kollajen, proteoglikanlar ve elastin
sentezi; biiylime faktorlerinin (TGF-
B, PDGF, KGF, FGF, IGF-1 ve
IFN) salinimi; yara kontraksiyonu;
yaranin yeniden yapilanmasi

Keratinositler

Epidermal migrasyon
baslayinca

Mitoz ve migrasyona sekonder
epidermal iyilesme; fibronektin
sentezi; biilylime faktorlerinin (TGF-
B, TGF-a, EGF) tiretimi

Endotel hiicreleri

48-72. saat arasi

Fibronektin sentezi; biiyiime
faktorlerinin (PDGF, TGF-p, IGF-1)
iretimi

Hiicre migrasyonu i¢in yapisal

Fibronektin Erken destek; kollajenin organizasyonu
Kollaien Tip III: 2 giin sonra Yapisal destek ve giic; hiicreler arasi
oflaje Tip I: birkag hafta sonra etkilesimi diizenleme
Kollajen sentezinin regiilasyonu;
Proteoglikanlar 2. haftada maksimum sentez | hiicreler arasi etkilesimler; matriks

komponenti

(EGF, Epidermal biiyiime faktdiir; FGF, fibroblast biiyiime faktérii; IFN, Interferon; IGF-1, Insiilin benzeri biiyiime faktor; IL-
1, Interlékin 1; KGF, Keratinosit biiyiime faktorii; PDGF, Platelet kaynakl biiyiime faktorii; TGF, Transforming biiyiime
faktorii; TNF-o, Tiimor nekroz faktor-alfa)

2.1.4. Yara iyilesmesini etkileyen faktorler

Lokal faktorler

1. iskemi
2. Gerilim
3. Olii bosluklar

4. Yabanci cisimler ve kontaminasyon




5. Cevre sicaklig1

6. Hematom

7. Lokal travma

8. Siitiirler

9. Doku tipi

10. Kronik doku faktorleri
11. Radyasyon [15-17]

Genel (Sistemik) faktorler

Sistemik faktorlerin immiin fonksiyonlar ve kollajen sentezi lizerinde endojen etkileri
bulunur. Ayrica lokal faktorler lizerinde de etkileri bulunur ve yara iyilesmesini

geciktirir.

1.Biiylime faktorleri

2.Tibbi durumlar

3.Anemi/ Kan kayb1
4.Beslenme

5.Yas

6.Anestezi sekli [15, 16, 18-20]

2.1.5. Yara iyilesmesi

Yara iyilesmesinde tiim olaylar i¢ ice ge¢mis ve es zamanli olmasina ragmen, daha
kolay anlasilabilmesi amaciyla yara iyilesmesi; inflamasyon, hiicresel proliferasyon

ve maturasyon olmak iizere {i¢ evreye ayrilabilir [5, 8-12].



|Skar Maturasyonu

FKollajen Fibril  Capraz Baglanma

REMODELING 1 Hafta - 6 Ay

‘Endotelyal Hiicreler

‘Epitelyal Hiicreler

‘Kollaj en ‘
{Pibroblastlar ‘

PROLIFERASYON 2 - 20 Giin

21 Makrofajlar

» Notrofiller
"INFLAMASYON 1-7 Giin I1

Proteoglikanlar

ibrin
v/ Plateletler

IHemostaz 1 Saat

Sekil 2.1. Yara iyilesmesinin fazlar1 [77].

1-inflamasyon evresi: Cerrahi miidahale veya travma sonucu olusan doku hasarina
kars1 organizmanm cevabi, inflamasyonla baslar [4, 78]. Inflamasyon; organizmayi
kan kaybina karsi1 korumak, yabanci maddelerin invazyonunu 6nlemek ve yarayi
onarmma hazir hale getirmek i¢in gelisen, organizmanin gosterdigi vaskiiler, hiimoral
ve hiicresel bir reaksiyondur [4, 11, 78]. Inflamasyon vazodilatasyon ve permeabilite
artistyla sonuglanir [79]. Yaralanma sonrasi kan damarlarinin biitiinliigli bozularak
kanama meydana gelir [4, 79-81]. Kanama ile es zamanl baslayan hemostaz ile yara
tyilesmesinin ilk asamasi baslamis olur [8, 11, 79, 81]. Yara meydana geldikten
sonra hiicre membranlar1 tromboksan A2 ve prostaglandin F2o gibi vazoaktif
komponentler salgilayarak, hasar goéren damarlarda 5-10 dakikalik gecici bir
vazokonstriiksiyona neden olurlar [6, 8, 10, 11, 82-85]. Sekillenen vazokontriiksiyon,
kan kaybini onlemek i¢in kan akim miktarim1 azaltarak hemostazin sekilenmesine
katkida bulunur [84, 86-88]. Vazokontriiksiyonla es zamanli olarak damardan ¢ikan
trombositlerin endotel alt1 kollajen ile temasi sonucu trombositlerin kiimelesmesi,
kiimelesen trombositlerin damar1 tikamasi ve hageman faktoriin aktivasyonuna yol
acmasiyla pihtilasma mekanizmas1 harekete gecer [3, 5, 7, 81, 82, 90].
Trombositlerin kollajenle temasinda, kollajenin yapisinda bulunan prolin ve

hidroksiprolin aminoasitleri, trombositleri aktive ederler. Aktive olan trombositler ise
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graniillerinde bulunan trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), transforme edici
bliylime faktorii-beta (TGF-B), trombosit faktor IV, fibronektin, serotonin,
tromboksan A2, fibrinojen, von Willebrand faktdr ve trombozpondin gibi faktorler
ile, tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a) ve interlokin-1 (IL-1) gibi sitokinleri salgilatir
[13, 74, 81, 82, 84]. Bu salgilanan faktor ve sitokinler yara iyilesmesinin erken ve
gec doneminde 6nemli rol oynarlar. Vazokontraksiyonu takiben yaklasik 20 dk sonra
histamin, serotonin, prostaglandin E1l, prostaglandin E2 aracilig1 ile sekillenen
vazodilatasyon ve permeabilite artis1 sonucu, kan hiicrelerinin diapedezi, sivi ve
proteinlerin damar disina ¢ikist sekillenir [3, 5, 82, 84, 89]. Fibrinojen, trombin ve
diger pihtilasma faktorleri yardimi ile pihtilasma meydana gelir ve kanama durur.
Olusan piht1; fibrin, fibronektin, trombin, trombosit, vitronektin, von Willebrand
faktor ve trombozpondin gibi kan proteinleri ile eritrosit ve l6kosit gibi sekilli
elementlerden olusur [4, 6, 78, 85, 89]. Pihtiy1 olusturan bu faktorler ise inflamatuar
reaksiyonu baglatan sitokin ve biliylime faktorlerini salgilarlar. Bu piht1 ile
kontaminasyon ve viicut s1visi kayb1 onlendigi gibi yara iyilesmesi i¢in de gegici bir
matriks saglanmis olur [4, 6, 78-81, 85, 89, 90]. Ayrica fibrin pihtilar1 bdlgede
yaralanan lenfatikleri tikayarak sivinin yaralanmis bolgeden drene olmasimi onler.
Boylece inflamasyon bdlgesel bir olay olarak kalir [78, 83, 85]. Yangmnin lokalize
olmasiyla bolgede kizariklik, sislik, 1s1 artis1 ve yaradan saliman noropeptitlerden
kaynaklanan agr1 sekillenir [78, 91, 92]. Dikis uygulanan yaralarda ise, olusan piht1
yaray1 yeterli bir sekilde doldurur ve yara dudaklarimi birbirine yapistirir ve yaraya
sinirh bir direng kazandirir [78]. Sonraki siiregte piht1 dehidre olarak yara kabuguna
dontistir [4, 78, 83, 85, 87, 89]. Yara kabugu ise yaray1 tipki pansuman materyali gibi
dis kontaminasyondan korur, sekonder kanamalar1 Onler, i¢c hemostaz1 siirdiiriir ve
ptht1 ylizeyi altinda epitel migrasyonun gelismesini saglar [11, 78, 83, 85, 87].
Pihtilagsma siirecinde aktive olan komponentlerden, mast hiicrelerinden, yarali ve
aktive olmus mezensimal hiicrelerden, fibrinojen ve fibrin yikimlanma iiriinlerinden
salgilanan c¢esitli vazoaktif medyatorler ve kemoatraktanlar araciligi ile kan
dolasimindan yara bolgesine ilk olarak inflamatuar 16kositler gelirler [4, 8, 11, 74].
Travmayi takiben ilk birkag saat ile 6 saat icinde yara bolgesine gelen ilk 16kositler
notrofillerdir ve kisa stirede sayilart artar [5, 74, 89, 93]. Yarada mikroorganizma

varliginda ise yaralanmadan sonraki birka¢ dakika i¢inde notrofiller bolgeye gelirler
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[88]. Yara bolgesinde nétrofillerin sayis1 24-48. saatlerde pik seviyeye ulasir [5, 7,
11]. Notrofiller yaralanma boyunca yara bolgesine giren bakterileri, 6lii dokular1 ve
yabanci cisimleri fagosite ederler [4, 5, 7, 11, 74, 80, 84, 90, 91, 93]. Bu
mekanizmada proinflamatuar sitokinler olarak bilinen IL-1 ve TNF-a da 6nemli rol
oynar [11]. Notrofiller farkl tiplerde cesitli proteazlara sahiptirler. Bunlardan serin
proteazlar genis bir Ozellige sahipken, metalloproteinazlar (¢inko iyonu igeren)
ozellikle kollajeni sindirirler. Her iki proteaz da yara bdlgesinde dnceden var olan
ekstraseliiler matriksi yikimlarlar. Ayrica nétrofiller prostaglandin E ve cesitli
enzimler salgilayarak nekrotik dokunun kolay yikimlanmasina katkida bulunurlar [6,
89]. Yara bolgesindeki saglam dokular matriks proteaz inhibitdrlerinden yapilmig bir
armor tarafindan korunur. Enfeksiyon bulunmadig: takdirde nétrofillerin yaradaki
sayist lclincii giinden sonra hizla azalir. Enfeksiyon varliginda ise notrofil
infiltrasyonu enfeksiyon kontrol altina alinincaya kadar devam eder, yara bolgesinde
kalma stireleri ve sayilar1 artar [78, 88, 90]. Notrofiller bilinmeyen bir uyarici ile
Oliirler ve yerini makrofajlara terk ederler [6]. Yara bdlgesinde Olen nétrofillerin
lizozomal enzimleri, 6lii dokular1 yikimlayarak yangisal reaksiyona katkida bulunur
ve Ol notrofiller doku makrofajlar1 tarafindan fagosite edilir veya eskar ile atilirlar
[9, 78, 79]. Son yillarda yapilan ¢alismalarda enfeksiyon bulunmayan yaralarda,
normal yara iyilesmesi siireci i¢in notrofillerin zorunlu hiicreler olmadiklar1 ileri
siriilmektedir [4, 13, 74, 78, 93] .Yara iyilesmesinde yara bdlgesine gelen immun
hiicrelerinden biri de makrofajlardir [5, 74, 93, 94]. Yara bolgesine 48-96. saat
icinde ulasan makrofajlar sistemik dolasimdaki monositlerden kaynaklanan
mononiikleer fagositik hiicrelerdir [4- 6, 7, 11, 78, 85, 86, 90, 93, 95]. Makrofajlarin
notrofillerle birlikte yara bolgesine geldikleri de ifade edilmektedir [8, 78]. Ayrica
monositler birleserek cok c¢ekirdekli epitelioid veya histiosit gibi dev hiicrelere
doniisiirler [78, 85]. Monositlerin yangili bdlgeye gelmelerinde, fibrin, alginat,
hipoksik ortam, artmig laktat konsantrasyonu, matriks yikimlanma triinleri, trombin,
inflamatuar proteinler, bakteri endotoksinleri, yangisal hiicre iirlinleri, notrofil ve
trombositlerden salinan bir¢ok kemoatranktan madde aracilik eder [11, 74, 93, 95].
Yara bolgesine gelen makrofajlar 6zellikle IL-1 ve IL-8 gibi proinflamatuar peptitler
ve TNF salmimi ile inflamasyonu siirdiirlirler [92]. Makrofajlar, patolojik

organizmalari, doku artiklarimi ve foksiyonel olmayan notrofilleri fagosite ederler [1-
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6, 11, 78, 85, 86, 90]. Ayrica makrofajlar hem nitrik oksit sentezleyerek, hem de
serbest oksijen radikalleri vasitasiyla patojenleri yok ederler [6, 7]. Hasarli
ekstraseliiler matriks ise keratinositler, fibroblastlar ve makrofajlar tarafindan
sentezlenen  matriks metalloproteinazlar1  tarafindan  temizlenir. Bu
metalloproteinazlar inflamatuar debrisi de temizleyerek yara hiicrelerinin matrikse
dogru hareket etmelerine olanak saglar [6]. Aktive olan makrofajlar, inflamatuar evre
ile onarim evresi arasinda gegis gorevi Ustlenirler, ayrica epitelizasyon, anjiogenez,
fibroplaziay1 kapsayan mezensimal hiicrelerin aktivasyonunu saglarlar ve yara
tyilesmesi icin gerekli TGF-B, TNF-a, IL-1, PDGF, fibroblast biiylime faktorii
(FGF) gibi faktorleri sentezleyerek salgilarlar [2, 5, 11, 13, 74, 86, 88, 91, 96]. Ozetle
bu biiylime faktorleri fibroblastlar tarafindan ekstraseliiler matriksin organizasyonu
ve endotel hiicreleri ile diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu diizenlerler [13]. Anti-
monosit serumu ve kortizon ile makrofajlar baskilanacak olursa, kollajen sentezi,
neovaskiilarizasyon ile fibroblastlarin proliferasyonu ve migrasyonunda belirgin bir
gecikme gozlenir. Boylece yara iyilesmesi ciddi anlamda bozulur [11, 93]. Yapilan
deneysel calismalarda, makrofajlarin ve yaralara lokal olarak uygulanan TGF-B’nin
yarada kollajen sentezini ve kopma direncini arttirdigi ortaya konmustur [5].
Makrofajlar yaralanmanin erken doneminde aktive olarak NO sentezlerler.
Endotelyal hiicreler, fibroblastlar, monosit ve lenfositler de NO sentezini
hizlandirirlar. Deneysel c¢alismalarda diisilk konsantrasyondaki NO’nun hiicre
proliferasyonunu arttirdigi, yiiksek konsantrasyonlarda ise hiicre farklilagsmasina
neden oldugu belirtilmektedir [88]. Notrofillerin aksine, makrofajlarin yaradaki
varlig1 ve aktivitelerinin normal yara iyilesmesi i¢in hayati 6neme sahip oldugu, hem
yara debrimenti hem de yara onarimi i¢in zorunlu oldugu bildirilmektedir [5, 87].
Trombosit ve notrofiller tarafindan baslatilan yara onarmmi makrofajlar tarafindan
devam ettirilir [90]. Asm1 kontamine yaralarda makrofajlarin  maksimum
stimiilasyonu, inflamatuar fazin uzamasina dolayisiyla iyilesmenin gecikmesine ve

daha fazla skar dokusu olusumuna neden olabilir [95].

2-Hiicresel proliferasyon evresi: Bu evre inflamasyonu takiben yaklasik
yaralanmadan sonraki 3-5. gilinlerde yaradaki kan pihtisi, nekrotik doku, yabanci

cisimler ve enfeksiyon gibi bariyerler kalktiktan sonra baslar [5, 8, 11, 78].
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Proliferatif donem, fibroblastlarin hakim olmasiyla yaradaki graniilasyon dokusunun

olusumu, epitelizasyon ve yara kontraksiyonu ile karakterizedir [8, 13, 78, 96].

Graniilasyon dokusunun olusumu: Normal yara iyilesmesi siirecinde en belirgin
gosterge, diizenli bigimde graniilasyon dokusu gelisimidir [74]. Graniilasyon dokusu
olusumu tiim yaralarda meydana gelmekle birlikte, 6zellikle agik yara iyilesmesinde
daha belirgindir [94] ve yaralanmadan sonraki 3—6. giinlerde baslar [11, 80, 85].
Graniilasyon dokusu; kollajen, fibronektin ve hiyaluronik asidin hiicre dis1 matriks
icine gomiilmesi, yeni kapillar tomurcuklanma ile fibroblast ve inflamasyon
hiicrelerinin birlesiminden olusur [5, 8, 11, 74, 86]. Graniilasyon deyimi, yara
yiizeyindeki dokunun parlak kirmizi graniiler goriiniimiinden ileri gelmektedir. Her
bir graniil yeni bir kapillar tomurcugu temsil eder [94]. Graniilasyon dokusu agik
yaralarin iyilesmesinde, sistemik bir enfeksiyona karsi bariyer gorevi iistlenir [78, 85,
97]. Ayrica graniilasyon dokusu epitel hiicrelerinin go¢ etmesi i¢in bir zemin
olusturur [78, 85]. Inflamatuar evre siirecinde sekillenen gegici matriks, kapsadigi
biiylime faktorleri, sitokinler, hiyaluronan ve fibronektin vasitasiyla, graniilasyon
dokusu olusumunu destekler [11]. Graniilasyon dokusunun gelisimi, fibroplazia
olarak tanimlanan, fibroblastlarin aktivasyonu ile yeni damar olusum siireci olan

anjiogenez ile karakterizedir.

Fibroplazia: Yetigkin  memelilerde yara iyilesmesi, ekstraselliller matriks
komponentlerinin sentezi ve birikiminde anahtar rol oynayan fibroblastlarin
proliferasyonunu kapsar [11, 97]. Fibroplazia, kollajen iireten fibroblastlarin yara
kenarindan koken alarak yaraya go¢ ederek prolifere olmalari, bdylece kollajen
iiretilmesi ve kollajenin yara bolgesinde birikim siireci olarak tanimlanir ve yara
bolgesinde graniilasyon dokusunun olusumu ile baslar [4]. Ekstraselliiler
fragmentlerden ve inflamatuar hiicrelerden saliman IL-1, TNF-a, PDGF, EGF, FGF
ozellikle TGF-B1 ve TGF-B2 gibi bir ¢cok kemoatraktanlar, fibroblastlarin yara
bolgesine goc¢ etmesinde ve proliferasyonunda rol oynarlar [78, 85, 89, 94].
Fibroblastlar bag dokuyu c¢evreleyen farklilasmamis mezensimal hiicrelerden ve
perivaskiiler adventisyadan koken alarak, 6nceden sekillenen fibrin pihtisi i¢indeki

lifler ve yeni gelisen kapillarlar boyunca sitoplazmik uzantilar olusturarak yaranin
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icine dogru hareket ederler [78, 83- 85, 89, 94]. Fibroblastlar yaralanmadan sonraki
3—4. giinlerde goriiliirler ve 7. giinde pik seviyeye ulasarak 15-21. giline kadar yarada
aktif olarak kalirlar [5, 10, 11, 78, 83, 85, 94]. Fibroblastlar onarim siirecinin esas
elementidir ve dokularn yeniden yapilanmas:1 siirecinde kullanilan yapisal
proteinlerin biiylik bir boliimiiniin iiretilmesinden sorumludurlar [5]. Fibroblastlar
fibrin pihtisin1 gecici matriks olarak kullanirlar. Gegici matriks hizla glikoprotein
(fibronektin — laminin), proteoglikan (hiyaluronik asit) ve kollajen (baslangigta tip
III, daha sonra tip 1) den olusan gevsek bir yapiya sahip ekstraseliiler matriks ile yer
degistirir [97]. Yara bolgesine ulagan fibroblastlar, yara olgunlasmasinda 6nemli olan
elastin, fibronektin ve glikozaminoglikan gibi geg¢ici matriksin yerini alacak sekilsiz
temel madde komponentleri ile kollajenaz gibi proteazlarin senteziyle, es zamanli
olarak yaraya gerilim kuvveti kazandwan glikoprotein yapisinda olan kollajen
sentezini de yaparlar [4, 78, 80]. Kollajenin yapis1 agirlikli olarak hidroksiprolin ve
hidroksilizin aminoasitlerinden olusur. Kollajen olusumu yara onarim siirecinin 4-5.
gilinlerinde tropokollajen molekiillerinin ekstraselliiler matrikse birakilmasiyla
sekillenmeye baglar. Baslangicta sekillenen olgunlasmamis kollajen fibrilleri,
birbirleriyle ¢capraz baglanarak olgun kollajeni olustururlar [78, 94]. Kollajen igerigi
artarken temel madde miktar1 azalir. Yarada erken donemde gerilim direncinin
artmas1 kollajen formasyonuna bagli iken, sonraki diren¢ artis1 skar dokusunun
olgunlagsmasina baghdir [78]. Insizyon yaralarm olusumundan 3—4 giin sonra yara
icindeki pihtinin fibrin iplikleri yara yilizeyine dikey olarak yonelirler. Yaklasik 6 giin
sonra ise, insizyonel yara arasindaki kapillarlar, fibroblastlar ve kollajen lifleri yara
ylizeyine paralel bir yap1 alarak yara dudaklarini birbirine baglar [85]. Yara
merkezindeki asidik ortam ve diisiik oksijen seviyesi, fibroblast proliferasyonunu
stimiile eder [81, 95]. Anjiogenez siirecinde sekillenen yeni damar olusumu, yara
merkezinde oksijen seviyesini artirarak fibroblast proliferasyonu azaltir. Fibroblastlar
asidik ortam ve diisiik oksijen seviyesinde maksimum matriks proteinlerini iiretirler.
Yara ortami anoksik kosullarda kollajenlerin c¢apraz baglanmasini inhibe eder.
Oksijen kollajenlerin ¢apraz baglanmasi i¢in zorunlu bir kofaktordiir [74]. Matriksin
birikmesi ve fibroblastlarda protein sentezinin sona ermesinden sonra, fibroblastlar
fenotipik karakterlerini degistirerek miyofibroblast formuna doniisiirler [11, 74].

Miyofibroblastlar elektron mikroskobunda yapi olarak, hem diiz kas hiicrelerinin
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hem de fibroblastlarin O6zelliklerini gosterirler [74]. Miyofibroblastlar 6zellikle

onarim siirecinin 2. haftasinda yara kontraksiyonuna katilirlar [11].

Anjiogenez: Yara bolgesinde var olan endotel hiicrelerden yeni kan damarlari
olusumunu kapsar, yara iyilesmesinde fibroblastlarin proliferasyon siireci ile paralel
olarak gelisir [4, 5, 8, 11, 74, 84]. Yara onariminda mezensimal hiicrelerin
migrasyonu, proliferasyonu ve sentez islemini gergeklestirebilmeleri icin gerekli
oksijen ve enerji, yeni olusan kan damarlar1 ile saglanir [8, 11, 84]. Endotel hiicreleri
anjiogenezi olusturmak tlizere go¢ ederken salgiladiklari kollajenaz, plazminojen
aktivatorii ve stromelizin gibi medyatdrlerle veniil bazal membrani pargalarlar [8, 80,
84]. Bu pargalanmis bazal membran araliklarindan endotel hiicreleri psédopodlar
olusturarak perivaskiiler alana c¢ikar ve proteolitik enzimler salgilayarak goglerine
devam ederler [8, 80]. Anjiogenezis, serum ve ekstraselliiler ortamdan kaynaklanan
bircok faktor tarafindan aktive edilir. Yaralanma, dokuda yikimlanmaya ve hipoksiye
yol agarak makrofaj ve trombosit gibi aktive hiicrelerden inflamasyon
medyatdrlerinin salgilanmasma neden olur [11]. Ozellikle bazik fibroblast biiyiime
faktorii (bFGF), onarim siirecinin ilk 3 giinii aktive olarak, mikrokapillarlarin bazal
membranlarini1 parcalayip serbest endotel hiicrelerin meydana gelmesini saglayan
proteazlarin sentezini stimiile ederek, endotel hiicrelerinin migrasyonunu destekler
[5, 11]. Yara kenarlarindaki keratinositlerden olmak iizere fibroblastlar, makrofajlar,
trombositlerden ve diger endotel hiicrelerinden salgilanan vaskiiler endotelyal
bliytime faktorii (VEGF), ekstraselliiler matriks komponentlerinin baglanmasina
aracilik eden bir¢ok ylizey reseptorlerini indiikleyerek hiicresel migrasyonu
kolaylastirir [6, 11, 81]. BOylece anjiogenik uyarimlara cevap olarak yaralanmadan
sonraki ikinci glinde kapillarlarin ucunda bulunan endotel hiicreler yara i¢ine dogru
hareket eder ve ard arda dizilerek kapillar tomurcuklanmay1 ve diger yonlerden gelen
tomurcuklarla birlesip kapillar dallanma olusturarak kapillar ag1 sekillendirirler [8].
Yaradaki lenfatik drenaj iyilesmenin baslangic siirecinde zayif oldugu icin, lenfatik

kanal kan damarlarindan yavas veya es zamanli olarak gelisir [83, 85].

Epitelizasyon: Epidermisin gorevi i¢ ve dis ortam arasinda bariyer olusturmaktir [11,

93]. D1s ortamdan zararli maddelerin girisini Onlerken, i¢ ortamdan ise elektrolit ve
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sivt kaybma engel olur [93]. Epitelizasyon, yaralanmadan sonra derinin bariyer
ozelliginin yeniden kazandirilmasi amaciyla epitel hiicrelerinin ayrilmasini, gog
etmesini, ¢ogalmasini, organize ve keratinize olmasini kapsayan bir siirectir [8].
Bazal membranin zarar gérmedigi yiizeysel kismi kalinliktaki epidermal yaralarda,
epitelizasyon, yara periferinde kalan epitel kalintilar1 kil folikiilii ve ter bezi gibi
epidermal olusumlardan meydana gelir [8, 10, 11, 74, 79, 80]. Tam kalinliktaki ac¢ik
yaralarda bazal membran hasar gormiistiir ve epitelizasyon sadece yara
kenarlarindaki saglam epitel hiicrelerinden koken alir [8, 10, 11]. Yaralanmadan
sonraki ilk saatler icinde, epitel migrasyonla es zamanli olarak, bazal epidermal
hiicrelerin ~ sitoplazmalarinda aktin  flamentlerin  sekillenmesi, hiicre ici
tonoflamentlerin kisalmast ve psddopod benzeri ¢ikintilarin sekillenmesi gibi
belirgin fenotipik degisime ugrarlar [4, 11, 74, 79, 93]. Bu degisim, epitel hiicrelerin
birbirleriyle ve bazal membranla olan baglantilarini kaybetmelerine neden olur [4, 5,
74, 79, 93]. Yaranin meydana gelmesinden sonraki ilk dakikalarda olusan piht1
epitelizasyon i¢in gegici bir engel olusturur [2]. Keratinositler, tip V kollajen, notral
proteazlar, plazminojen aktivatorii, kollajenaz ve fibronektin iireterek epitelizasyon
siirecine katki saglarlar. Fibronektin, epitelyum hiicrelerinin yara tabanina dogru
hareket etmelerinde kilavuzluk eder [80]. Kollajenaz ve diger proteazlar ise; (epitel
hiicreler yalnizca canli yiizeyler iizerinde go¢ ettikleri i¢in) piht1 ile canh yiizey
arasindaki baglantiy1 ayirarak epitelyum hiicrelerine gé¢ edecek zemini olustururlar
[80, 85]. Epitelizasyon, serbest yara kenarlar1 tarafindan baglatilip, epitel hiicrelerin
ilerlemesi baska bir dogrultudan gelen hiicrelerle karsilasincaya kadar devam eder,
bu noktada kontak inhibisyon kurulur ve ilerleme durur [11, 93]. Dikis ile kars1
karstya getirilen yaralarda epitelizasyon hemen baglar ve 24-48 saat i¢inde yaranin
iki dudagi arasinda periferden merkeze tek kathi epitelyal bir koprii olusur. Bu
yaranin disaridan gelebilecek tehlikelere karsi olusturdugu ilk koruma engelidir [5,
83]. Ayrica, bu yaralarda epitelyal hiicreler dikis ipliginin doku i¢cinde kalan boliimii
boyunca da go¢ ederler [78]. Ancak acik yaralarda ise, yeterli graniilasyon dokusu
sekillendikten sonra graniilasyon dokusu yilizeyinde 4-5 giinliik latent bir periyottan
sonra go¢ etmeye baslarlar [83, 85]. Yara kabugu varsa, epitelizasyon bu kabugun
altinda devam eder [78]. Buraya go¢ eden epitel hiicreleri yassi goriiniimlerini

kaybeder ve daha ¢ok slitunumsu bir sekil alirlar ve mitotik aktiviteleri normalin 17
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kat1 artar [5, 7, 11, 80]. Bu tek katl epitel ortii, go¢ eden yeni epitel hiicreleri ile
birbirinin tstiine binecek sekilde ikinci ve iiglincii tabaka olusur [5, 11]. Epitelin
tabakalagsmasi ile yilizeysel epiteli yavas yavas keratinize olur ve saglamlasir [5, 7,
78, 93]. Fakat bu olusum hicbir zaman normal epitelyum yapisinda degildir [5].
Enfeksiyonun ve yara kabugunun sekillenmedigi yaralarda, nemli ortam ve yeterli
oksijenasyonun saglandigi kosullarda epitelyum hiicrelerinin migrasyonu ve
proliferasyonu maksimumdur [4, 8, 93]. Asir1 graniilasyon dokusu gelisimi, kronik
yang1 varlig1 ve yara yatagmdaki fibrin kalintilar1 epitelizasyonun bozulmasia neden
olur. Yeni sekillenen epitel deri eklentilerinden yoksun, ince ve kirilgan bir yapidadir

[97].

Yara kontraksiyonu: Defektin kapatilmasini kolaylastirmak i¢in yaray1 cevreleyen
tam kalinliktaki yara dudaklarinin merkeze dogru hareketi sonucu gelisen bir
kiigiilmedir [2, 5, 78, 85]. Graniilasyon dokusu deri kenarlarini ige dogru ceker ve
boylece epitelizasyon ile kapatilacak alan azalir [85]. Kontraksiyon, anormal skar
kontraksiyonu ile sonuclanabilen deformite olarak bilinen kontraktiir ile
karistirilmamalidir [93]. Yaralanmadan hemen sonra derideki normal elastik
gerilmenin agiga ¢ikmasina bagli olarak yara kenarlarinda hafif bir geri ¢ekilme
vardir ve bu durum yara alaninin artigina neden olur [5]. Bu yaklasik 72 saat siirer.
Ardindan doku kontraksiyonu yaranin orijinal ¢apina doner ve yara kontraksiyonu ile
yara biiylikliigli yavas yavas azalir. Kontraksiyon yaralanmadan sonra 5-15. giinlerde
maksimum diizeydedir ve giinliikk yaklasik olarak 0,6-0,7 mm ilerler [80, 83].
Kopeklerde goze carpan yara kontraksiyonu genellikle yaralanmadan sonraki 5-9.
giinde baglar [85]. Graniilasyon dokusundaki fibroblastlar, yapisal ve fonksiyonel
olarak farklilasarak kontraktil yetenegine sahip miyofibroblast olarak isimlendirilen
diiz kas hiicrelerine benzer bir yap1 kazanirlar [4, 7, 11, 93, 97]. Bu hiicreler sadece
yara dokusunda bulunur, saglam bag dokuda ise bulunmazlar ve aktin-miyozin
icerdigi sanilmaktadir [83, 85]. Bu hiicreler yara yataginda birbirlerine, kas
tabakasma ve yara dudaklarindaki dermise baglanirlar [85]. Bdylece bu
miyofibroblastlarin kontraksiyonu yara kenarlarini yara merkezine dogru c¢ekerek,
yara alanmm kii¢iilmesini saglar [97]. Yara dudaklar1 birbirleri ile temas

sagladiklarinda, miyofibroblastlarin gerilim giicli yaray1 g¢evreleyen derinin
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gerilimine esit oldugunda ve miyofibroblastlarda yapisal bir bozukluk oldugu zaman
kontraksiyon durur [78, 85]. Ayrica graniilasyon dokusunun, tam kalinliktaki greft
veya flep ile kapatilmasi ve agik yaralarin mekaniksel olarak hareketsizlestirilmesi
yara kontraksiyonunu engeller [78, 93]. Yaralarin sekline gore, yara kontraksiyonu
ve skar olusumu da degisir. Ucgen, dikdortgen ve kare seklindeki yaralar, kdseleri
sabit kalarak kenarlar cevreden merkeze dogru hareket ederek iyilesir. Dairesel
yaralar tiggen, dortgen ve kare seklindeki yaralardan yaklasik olarak %30 daha yavas
biiziiserek iyilesir [85].
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3-Maturasyon evresi: Epitelizasyon tamamlandiginda yaranin iyilestigi kabul edilir.
Ancak daha pek cok olay devam etmektedir. Yara onarim siirecinin son evresi olan
maturasyon, graniilasyon dokusunun skar dokusuna doniismesini ve ekstraselliiler
matriksin olgunlagsmasini kapsayan yara iyilesmesinin en uzun evresidir [4, 11, 74,
94]. Maturasyon evresi, yara bolgesindeki fibroblastlarin sayisinin azaldigi, kollajen
iretiminin dengeye ulastig1, epitelizasyonun tamamlandig1 yara renginin soluklastigi,
yara gerilim direncinin arttig1i, skar dokusunun hacminin azaldig1 ve sonucta
tyilesmis skar dokusunun olustugu evredir [4, 78, 80, 82, 94]. Bu evre siirecinde,
fazla miktarda hiicresel ve vaskiiler yapiya sahip graniilasyon dokusu yavas yavas
sekil ve yap1 degistirerek daha az hiicre ve damara sahip skar dokusu ile yer degistirir
[7, 74, 93]. Bu hiicresel azalma, hiicrelerin yara disina goc etmeleri veya programli
hiicre Olimii olarak adlandmrilan apoptozis ile gerceklesmektedir [74].
Fibroblastlardan sentezlenen kollajen molekiilleri, hidroksilasyondan sonra
prokollajen olarak isimlendirilir. Prokollajenin yapisindan amino ve karboksil
terminal peptitler kaldirildiktan sonra kollajen yapisi sekillenir. Bu ilk kollajen
molekiilii, yara direncini saglayan fibriller birbirleri ile capraz olarak baglanirlar
[80]. Kollajen yara bosluguna yerlestigi zaman, fibronektin yavas yavas kaybolur.
Non-siilfat glikozaminoglikanlar ve hiyaluronik asit daha elastik yapiya sahip
kondroitin-4-siilfat gibi proteoglikanlar ile yer degistirir [11, 80]. Daha sonra skar
dokusundaki su ve glikozaminoglikanlarin yavas yavas rezorbe olarak, kollajen
fiberlerin ve diger matriks komponentlerinin birbirlerine daha yakinlagsmasini saglar
[74, 80]. Liziloksidaz ise, yara direncinin artmasma neden olan kollajen fibrillerin
capraz baglanmasina aracilik eder [78, 80]. Kollajen fibrillerin birbirine
baglanmasiyla sekillenen kollajen demetleri geliserek deri ylizeyine paralel bir
sekilde yeniden diizenlenir. Graniilasyon dokusundaki tip III kollajen yerini skar
dokusunda tip I kollajene brrakir [74, 80, 86]. Bu evrede kollajen sentezi israrl
bicimde devam ederse hipertrofik nedbe olarak adlandirilan kabarik ve sert bir doku
olusur [93]. Bu fazin en 6nemli 6zelligi, kollajen birikimi ve diizenlenmesidir.
Kesintisiz kollajen sentezi en az yaralanmadan sonraki 4-5 haftaya kadar devam
eder. Baslangigta iiretilen kollajen saglam derideki kollajenden daha incedir. Zaman
gectikce, baslangigtaki kollajen iplikleri absorbe edilir ve gerilme hatt1 boyunca daha

kalin ve diizenli kollajen birikir. Bu degisiklik ile birlikte yara gerilim kuvveti de
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artar. Kollajen fiberlerin kalmligi ve diizeniyle yara gerilim kuvveti arasinda pozitif
bir korelasyon vardir. Skar dokusu 1. haftada yaranin en son kazanacagi direncin

%3 line sahiptir. Ugiincii haftada %30, 3. ay ve sonrasinda %80 direng kazanir [10].

Kollajen: Memeli hiicrelerinin cogu dokulara yerlesmis olup ¢ogunlukla bag dokusu
ad1 verilen karmagik bir hiicre dis1 yatakla ¢evrelenmistir [99]. Bag doku, hiicrelerin
aralarmi doldurmak suretiyle dokularin sekillenmelerini saglar. Diger 6nemli bir
gorevi ise organizmadaki doku kayiplarmin oOnlenmesidir. Doku kayiplarinin
onlenmesinde bag dokusu hiicreleri ¢cogalip yeni hiicrelerarast madde yaparak, hem
bag dokunun hem de rejenere olamayan dokularin kayiplarin1 kapatir [100]. Bag
dokusunu olusturan ekstraseliiller makromolekiiler ara madde kollajen, retikiilin,
elastin ve proteoglikanlardan meydana gelir [2]. Kollajen deri, kemik, kikirdak,
tendon ve ligament basta olmak lizere bircok dokuda bulunan, bag dokunun en
onemli yapisal proteinidir [101]. Kollajenin ana gorevi, dokular1 deformasyona kars1
direncli kilmak ve dokularin sekil almasini saglamaktir [13]. Kollajen fibriller daha
biiyiik fiberleri olusturmak iizere birleserek halat gibi bir yap1 kazanirlar [102].
Kollajen fiberler mekanik basing ve ¢ekilmeler etkisiyle uzamazlar ve bu tiir etkilere
kars1 biiylik direng gosterirler. Buna karsilik egilip biikiilebilme 6zellikleri vardir
[100]. Kollajen molekiilii (tropokollajen), a- zincir olarak isimlendirilen birbiri
etrafina sarili iplik yapisina benzer ii¢ polipeptitten olusmus ticlii heliks yapisindadir
[81, 103]. Kollajenin yapisinda %35 oraninda glisin ve %11 oraninda ise alanin
bulunmaktadir. Kollajen diger proteinlerden farkli olarak ayrica %12 oraninda prolin
ve %9 oraninda ise hidroksiprolin ihtiva etmektedir. Bu aminoasitlere diger
proteinlerde nadir olarak rastlanmaktadir [3, 84, 100]. Ozellikle hidroksiprolin,
kollajenin {ic¢lii heliks yapisinin stabilazyonunda onemlidir [103]. Kollajenin
aminoasit dizilimi genellikle tekrarlayan bir tripeptit birimidir ve glisin-x-prolin veya
glisin-x-hidroksiprolin seklinde dizilim goriilir ve arada bulunan x herhangi bir
aminoasit olabilir. Kollajenin ti¢lii heliks yapisindaki a zincirlerinin sikica sarilmasi,
kollajene esit boyuttaki bir celik telden daha fazla gerilme kuvveti saglar [104].
Zincirlerin biyokimyasal yapilarmma gore bircok kollajen tipi bulunmaktadir [4].
Bunlardan en ¢ok bilinen bes tip kollajen vardir [4, 84]. Ancak yara onariminda tip I

ve tip III kollajen rol oynar [7]. Organ ve dokularin bitinligi ile dayanikligini
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saglayan tip I kollajen, viicuttaki kollajenin %90°1n1 olusturur ve baslica deri, kemik
ve tendonda bulunur [8, 84, 101]. Tip III kollajen ise deri, kan damarlar1 ve i¢
organlarda bulunur ve dokulara esneklik saglar [84, 105]. Yetiskin memelilerin
derisinde %80 tip I ve %20 tip III kollajen bulunur [8, 81, 101]. Yara iyilesme
evresinin baslangi¢ siirecinde tip III kollajen fazlaca bulunur. Kollajen,
fibroblastlarin ribozomlarinda iiretildikten sonra endoplazmik retikuluma gecerek
heliks yapisini alir. Heliks formasyonu hidroksiprolin ve hidroksilizinden arta kalan
prolin ve lizinin hidroksilasyonu sonucu olusur. Hidroksilasyon icin oksijen ve
askorbik asite ihtiya¢ vardir. Heliks yapisini alan bu olusuma prokollajen adi1 verilir.
Fibroblastlardan hiicre dismna verilen prokollajen, prokollajen peptidaz enzimi
tarafindan, tropokollajen adi verilen yapiya donistiriilir [4, 7, 101, 103]. Bu
tropokollajen molekiilleri fibril yapisina polimerize olur [4]. Ardindan kollajen
fibrilleri birbirleriyle birleserek kollajen fiberlerini olustururlar [84, 101]. Yara
tyilesmesinin ilk birkag¢ giinliik siirecinde, gecici olarak tip III kollajen artis1 vardir.
Daha sonraki yara iyilesme siirecinde tip I kollajen baskindir [84, 86]. Normal bir
deride tip I ve tip III kollajen oran1 4/1° dir [84]. Kollajen sentezi tam kalinliktaki
yaralarda 5-7. giinlerde pik seviyeye ulasir ve 3—4 hafta artis devam eder. Dort
haftadan sonra yavas yavas azalir ve sonunda kollajenazin neden oldugu yikimi

dengeleyen bir diizeye iner [8].

Yara gerilim direncinin gelisimi: Cerrahi biyoloji agisindan yara iyilesmesinde
meydana gelen biitiin morfolojik ve kimyasal olaylarmm en 6nemli sonucu, yara
gerilim kuvvetinin normal doku diizeyine gelmesidir. Yara gerilim kuvveti, yara
kenarlarinda santimetre kare alana kilogram olarak uygulanan kuvvetle (kg/cm?)
Olgiiliir. Gerilim kuvvetinin sabit olmasma karsin, yara kenarmin ayrilmaya direnci
ayni uzunlukta deri yaralarinda ve viicudun muhtelif bolgelerinde farklidir [3]. Yara
direnci, iyilesme esnasinda ekstraseliiler ortamda salgilanan hiicresel ({iriinler
arasindaki biyokimyasal etkilesim ile kazanilmaktadir [93]. Yara direnci yavas bir
sekilde gelisir ve ilk 5 giinde yara 6nemli bir diren¢ kazanmaz [8, 85, 93]. Yara
iyilesmesinin erken doneminde, gerilim kuvvetine katkida bulunan en Onemli
faktorler, fibrin-fibronektin kompleksinin arasindaki kohezyon kuvveti, hiicresel

migrasyon ve hiicresel Uriinlerdir. Fakat bu faktorler zayif bir yara direnci saglar. Bu
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siirecte yara kolayca zarar gorebilir ve yara agilmasi genellikle bu evrede gozlenir |3,
93]. Bunun yani sira primer olarak kapatilan yaralarda ilk 24 saat iginde fibrin
pthtisinim yardimu ile yara kismi bir direng kazanabilir. Ilk 5 giin i¢inde epitelizasyon
meydana gelir ve bu epitelyum hiicrelerinin yapistirici giicii yara direncinin
olugsmasima yardim eder [85]. Yara iyilesmesinin ilk evrelerinde hiicrelerden salinan
fibronektin ve hiyaluronik asit predominanttir. Bu iki matriks komponenti, hiicrelerin
migrasyonu i¢in etkili bir ortam olustururlar [4]. Yara iyilesme siirecinde hyaluronik
asit konsantrasyonu azalirken, proteoglikan (kondroitin-4-siilfat, heparin stilfat,
dermatan  siilfat) konsantrasyonu artar [4, 11]. Ekstraseliiler —matriks
komponentlerindeki bu degisiklik, hiicrelerin baglanmalarini ve sabitlesmelerini
saglar. Hiicrelerin hareketsiz kalmasi, hiicrelerin farklilasarak daha olgun hale
gelmelerine neden olur [4]. Fibroblastlar yaraya geldikten sonra, yaranin sekilsiz
temel maddesini olusturan protein, polisakkaritler ve ¢esitli glikoproteinler
salgilamaya baglarlar. Fibroblastlarin salgilar1 3—5. glinde maksimum seviyeye ulagir
ve kollajen birikmesi bu siiregte etkili olur [85]. Ilk evrede tropokollajen molekiilleri
ekstraseliiler bolge i¢ine gegerler ve fibroblastlarin yakimindaki geng kollajen fibriller
ile birlesirler [4, 85]. Helikal kollajen makromolekiillerinin fibriller demetleri
olusturmasiyla yaranin kivami ve gerilme direnci artar [8]. ilk sekillenen kollajen
demetleri kiiciiktiir, fakat daha sonra bu kollajen demetleri geliserek yara dudaklarini
birbirine baglayan kollajenden zengin skar dokusunu olusturur. Skar dokusunun
yeniden yapilanma siirecinde kollajen iiretimi, birikimi, yikimlanmasi ve
diizenlenmesi devam eder [4, 85]. Yarada ilk 3 hafta i¢inde hizli bir sekilde kollajen
birikerek stabilize olur. Bu noktada kollajen birikimi ve yikimi arasinda bir denge
kurulur. Cesitli doku kollajenazlar1 fonksiyonel kollajen fiberlerini koruyarak
fonksiyonel olmayan kollajen fiberlerini yikimlar [85]. Kollajen yikimlanmasi
graniilosit, makrofaj, fibroblast ve epitel hiicreleri tarafindan sentezlenen cesitli
kollajenaz tarafindan kontrol edilir [4, 8, 11, 86]. Kollajenaz kollajenin sekil
degisiminde kilavuzluk eder. Kollajenin yikimlanmasinda ve sindirilmesinde
bakteriyel kollajenaz, lizozomal proteaz ve doku kollajenaz1 olmak iizere 3 cesit
enzim gorev alir. 11k iki grup enzim, dnceden sindirilen ve fagosite edilen kollajen
fragmentlerine etki eder. Doku kollajenazlar1 ise; 3 oOnemli metalloproteinaz

enziminden olusur. Metalloproteinaz I (interstitial kollajenaz) tip I, II, III, X ve XIII



25

kollajeni yikimlar. Metalloproteinaz II (jelatinaz) dogal kollajen tip IV, V ve
denatiire olan tiim kollajen tiplerini parcalar. Metalloproteinaz III (stromelizin) ise;
tip III, IV, V, VII ve IX kollajeni yikimlar [8]. Yara gerilim direnci, kollajenlerin
olgunlagsmasina baglhdir. Kollajenin olgunlagmasi yaralanmadan sonraki 15. giinde
baslar ve 12 ay kadar siirer [93]. Yara direncinin artmasi, kollajen fiberlerin fiziksel
dizilislerinin degismesi ve c¢apraz baglanmasindan kaynaklanmaktadir. Kollajen
yapisindaki her bir polipeptit zinciri intramolekiiler capraz baglar ile bir arada
tutulur. Intermolekiiler capraz baglar degisik kollajen molekiilleri arasinda kurulur.
Bu fiziksel degisim ve capraz baglanma sonucu kollajen fiberlerin yogunluk ve
kalinliklar1 artarak kollajen demetleri seklinde gruplanirlar [85]. Gerilim kuvveti ve
ayrilma direncinin artmasmnda en oOnemli faktor, yaranin ihtiva ettigi kollajen
miktarindan ziyade mevcut kollajenin intra molekiiler ve inter molekiiler kovalent
baglarinin artmasidir [3, 4, 7, 11, 86]. Yaralanmadan sonraki 3. haftada yara %20-25
arasinda, bir ay sonra ise %40 oraninda bir diren¢ kazanir [8]. Kollajen olgunlagsma
stireci aylarca stirebilir. Fakat skar dokusunun gerilim direnci saglam derinin gerilim
direncinin ancak %70-80’ine ulasir [4, 8, 82, 85]. Yine de skar dokusunun mekanik
ve kozmetik Ozellikleri asla saglam derininkine ulasamaz [8]. Sonug¢ olarak, yara
tyilesmesi kan hiicreleri, paransimal hiicreler, ekstraseliiler matriks, medyatorler ve
sitokinler arasinda etkilesimleri kapsayan dinamik bir siirectir. Yara iyilesmesi
biyolojisinin bilinmesi, optimal yara iyilesmesinin saglanmasi ve olusabilecek

komplikasyonlarmn 6nlenmesi agisindan dnemlidir [106].

2.2. Deri

Viicudu dis ortamdan koruyan, viicudun en genis, kompleks ve dinamik bir organ
sistemi olan deri, organizmanin 6nemli immiinolojik ve endokrinolojik aktivitelerini
icine alan sistemik ve fizyolojik bir 6nem tagimaktadir [107- 109]. Genis anlamdaki
gorevi vicudu Ortmek olan deri, genellikle keratinlesmis, gecirgen olmayan
epidermis ve killarla kaphdir. Derinin toksik, termik ve mekanik etkileri 6nleme,
ayrica gaz degisimine katilma, viicut 1s1 dengesini ayarlama gibi islevleri de vardir.
Ayrica deri, dermisde bulunan immiin sistem hiicreleri ile primer savunma sistemine

ait bir organdir [107]. Deri embriyolojik bakimdan birbirinden farkli iki orijinden
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olusmustur. Bunlardan birincisi, daha ince olup ektodermden kdken alan epidermis
tabakasidir. Kalin olan ise mezodermden kdken alan dermis (cutis) tabakasidir ve

bag dokudan meydana gelmistir (Sekil 2.3) [107- 109].
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Sekil 2.3. Derinin yapis1 [110].

2.2.1. Epidermis

Derinin dis tabakasi olan epidermis ¢ok kath yassi, keratinize, esnek bir epitelyum
ortilistidiir. Keratinosit ve keratinosit olmayan hiicrelerden olugsmustur. Epidermisin
kalinlig1 bulundugu yere gore degisir. Kil ortiisii sik olan deri bolgelerinde epidermis
incedir ve diiz bir yiizeyle bagdoku {izerine oturur. Buna karsilik kilsiz bolgelerde,
deri-mukoza gecis bdlgelerinde, fazla mekanik etkiye ugrayan bolgelerde ¢ok
kalindir ve buralarda bagdoku, mikroskopik papillalar halinde epidermise sokulur.
Epidermis, derin ve yiizlek olmak iizere iki ana katmandan olusur. Derin katman
stratum bazale ve stratum spinozum, ylizlek katman stratum granulozum, stratum
lusidum ve stratum korneum katmanlarini igerir [107-109, 111, 112]. Epidermisde

keratinosit, melanosit, langerhans hiicresi ve merkel hiicresi olmak tizere dort farkli
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hiicre tipi bulunur. Keratin yapma yoniinde farklilasan keratinositler, epidermisin
temel hiicreleridir. Epidermal alt katmanlar, bazal membrandan serbest yiize dogru

sirasiyla asagidaki gibidir:

a) Stratum bazale (Str. germinativum): En derindeki epitel katmandir. Tek sirali
silindirik hiicrelerden olusur. Bu hiicre dizisi, bag dokuya doniik olan
sitoplazmik uzantili ylizeyleriyle bazal membrana sikica tutunurlar. Bu
hiicreler mitoz ya da amitoz bolinmeyle devamli ¢ogalirlar. Boylece {ist
yiizeyde olusan kayip bu katman tarafindan karsilanir. Stratum bazale hiicreleri
iist tabakaya dezmazom, alt tabakaya ise hemidezmazom ile baglanirlar. Bu
katmandaki hiicrelerin c¢ekirdekleri biiyiik, oval ve genellikle hiicreleri
doldurur. Bazal hiicreler arasinda ¢ok az sayida melanosit denilen ve derinin
renk maddesini (melanin) yapan hiicreler bulunur. Bu katmanda bulunan

merkel hiicreleri, sensorik sinir sonlariyla iliski halindedirler [107, 109, 112].

b) Stratum spinozum (Str. malpighi): Poligonal ve mozaik goriiniislii hiicrelerden
olusur. Bu katmandaki hiicreler cogalma yetenegine sahiptirler. Bu yiizden str.
bazale ile str. spinozumla birlikte dogurucu katman ad1 verilir. Str. Spinozum
keratinizasyonun baslamasindan sorumludur. Melanosit ve langerhans

hiicrelerinin uzantilar1 bu katman i¢inde bulunur [107, 108, 112].

c) Stratum granulozum: Buradaki hiicreler yassi olup iist iiste bir ka¢ sira
olustururlar. Adim graniillii yapisindan alan bu katman hiicrelerinde keratin 6n

maddesi olan keratohiyalin bulunmaktadir [107- 109, 111].

d) Stratum lusidum: Asidofili gosteren, hiicreleri 6ldiigli i¢in homojen bir yapi
kazanmis olan kattir. Kimyasal degisiklige ugrayan keratohiyalin, bu katmanda
eleidin olarak adlandirilir. Stratum granulozum ile stratum korneum arasinda
yar1 saydam ve homojen bir hat halinde bulunur. Derinin killarla korunmus ve

ince olan bolgelerinde bu katman bulunmaz [107, 109].
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e) Stratum korneum: lyice yassilasmis ve birbiri ile hiicreler aras1 mesafe
birakmaksizin baglanmis hiicrelerden olusmustur. Bu katmandaki hiicrelerin
cekirdek ve organelleri yoktur. Olii hiicrelerin tamamen keratine doniismesiyle
sekillenen bu katmanda pul pul dokiilmeler olur. Korneum katmanmin
kalinligi, mekanik etkilerin derecesine bagli olarak artar [107, 109]. Diger
taraftan epidermiste asagida siralanan keratinosit olmayan hiicrelerde yer

almaktadir.

Melanositler: Embriyonun noral kabartisindan koken alir ve epidermisin bazal
membranma lokalize olurlar. Sitoplazmalarinda melanozom olarak adlandirilan
pigment iceren graniiller bulunur. Bu pigmentler deri ve kila renk verir. Derinin

kendine 6zgii rengi karotene bagli olarak saridir [109].

Merkel Hiicreleri: Killi ve kilsiz deride epidermisin bazal bdlgesinde lokalize
olmuslardir. Sensorik sinir uclar1 ile iliski halindedirler. Bu hiicrelerin miyelinsiz
aksonlarla birlikte yaptiklar1 olusumlarin temas duyusu i¢in mekanoreseptor olarak

gorev yaptig1 sanilmaktadir [109].

Langerhans Hiicreleri: Bu hiicreler deride, dermal lenf damarlarinda, lenf
nodiillerinde bulunurlar. Lenfositlere antijen sunan bu hiicreler derinin immun

cevabindan sorumludurlar [109].

2.2.2. Dermis

Koryum olarak da adlandirilan bu kat, ¢cok miktarda kollajen ve elastik iplikler tasir.
Bag dokudan olusan bu kat icerisinde damarlar, sinirler, yag ve ter bezleri, kil
folikiilleri ve killara eslik eden diiz kas telleri bulunur [107, 109]. Dermisin alt

katmanlari, yiizeyden derine dogru sunlardir:

a) Stratum superfisiyale (Str. papillare): Kilsiz deri bolgelerinde epidermisle olan
baglantisinda mikroskopik papillalar bulunmaktadir. Bu ylizden str. Papillare

olarakta adlandirilir. Hemen epidermisin altindan baglayan bag dokunun
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olusturdugu bdéliimdiir. Mikroskopik papillalar1 olusturan bagdokuda, ince
kollajen iplik demetleri, retikulum iplikleri, elastik iplik aglari, serbest hiicreler
(histiyositler, mastositler, pigment hiicreleri), kapillar yumaklar ve dokunun

duyusuna ait sinir sonlar1 bulunur [107-109, 111, 112].

b) Stratum profundum (Str. retikulare): Dermisin derin olan alt katmanidir. Burada
kollajen iplik demetleri daha kalin ve giicliidiir. Serbest hiicrelerden ve
kapillarlardan fakirdir. Kollajen iplik demetleri ve elastik iplikler miikkemmel

bir ag yapisi olustururlar [107, 109].

2.2.3. Hipodermis

Deriyi altindaki dokulara baglayan derialti bag dokusudur. Bu bdlgede bagdoku,
daha gevsek bir yapiya sahiptir. Kollajen ve elastik iplikler lameller halindedir. Yag
hiicreleri bu lameller arasinda az ya da ¢ok miktarda toplanma gosterirler. Yag
hiicreli boliimiine stratum adipozum, bunun altinda yer alan ve deriyi viicuda

baglayan boliimiine de stratum fibrozum denir [107, 109].

2.2.4. Epidermal olusumlar

Bu morfolojik yapilar; deri bezleri (yag, ter ve siit bezleri), killar ve boynuzsu

olusumlardir [107- 109, 111, 112].

2.3. Biiyiime Faktorleri

Biiytime faktorleri, agirliklart 4000-60 000 Da arasinda degisen, ¢ok az miktarlar1
bile hiicresel aktiviteleri etkileyebilen proteinlerdir [112]. Stanley COHEN, 1974
yilinda biyiime faktorii terimini, ¢Oziilebilir olan, T lenfositleri ve makrofajlar

tarafindan tretilen bir madde i¢in kullanmastir [114].

Biiyiime faktorleri, hiicresel fonksiyonlar1 endokrin, parakrin veya otokrin

mekanizmalarla saglarlar. Endokrin yolla etkileyen faktorler hiicreye kan yoluyla
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giderler ve uzaktaki hiicreleri de etkilerler. Parakrin yolla etki eden faktorler
salgilandiklar1 bolgede etkilidirler. Otokrin faktorler; tarafindan salgilandiklari
hiicrenin fonksiyonlarmi etkilerler [113, 115].
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Sekil 2.4. Biiytime faktorlerinin hiicresel fonksiyon yollar1 [116].

Biiyliime faktorlerinin herhangi bir hiicreyi etkileyebilmesi, o hiicrenin o faktor i¢in
reseptore sahip olup olmamasma baghdir. Reseptore baglanma sonucunda hiicre
icinde O6zgilin bir cevaba sebep olan bir seri sinyal ortaya ¢ikar. Etki cogunlukla,
tirozin kinaz uyarilarak saglanir. Her hiicrenin farkl biiyiime faktorleri i¢in farkli
sayida reseptorleri bulunur [113, 117]. Biiylime faktorleri, kemotaktik ve hiicresel
proliferasyonu uyarmasiyla, ayni ve farkl tipteki hiicreler arasindaki sinyalizasyonu
saglamasiyla, ekstraseliiler matriks olusumu ve angiogenezi kontrol etmesiyle,
konsantrasyon siirecini diizenlemesiyle ve doku biitlinliigiinii yeniden kurmasiyla
iyilesme siirecinde temel bir rol oynarlar. EGF gibi peptit biiylime faktorleri;
fibroblast ve keratinositlerin mitogenezini, keratinositlerin gé¢ etmesini, graniilasyon

ve doku gelisimini uyarirlar [118].

2.3.1. Biiyiime faktorleri ve yara iyilesmesi

Organizmada hiicreler arasi iletisimi saglayan protein yapisindaki sitokinlerin bir alt
grubu olan biiyiime faktorleri temel olarak hiicre proliferasyonunu stimiile ederler.
Biiylime faktorlerinin yara iyilesmesini diizenleyici etkileri birka¢ mekanizma

iizerinden yiirimektedir:
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1. Kemotaktik aktivileri sayesinde inflamatuar hiicrelerin ve fibroblastlarin yara
bolgesine go¢ etmesini saglarlar

2. Hiicre proliferasyonunu saglayan mitojenik aktivite gosterirler

3. Anjiogenezi stimiile ederler

4. Ekstraseliiler matriks olusumu ve yapilanmasinda diizenleyici rol oynarlar [69].
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Sekil 2.5. Yara iyilesme stirecinde biiytime faktorleri [119]

Yara iyilesmesinde etkili oldugu kanitlanmis biiytime faktorleri; PDGF, FGF, TGF-
B, EGF, IGF, GMCSF, IL-1, IL-2, TNF-a’dir [24-28].

Trombosit Kaynakli Biiyiime Faktorii (PDGF)

Trombositler, makrofajlar, endotel hiicreleri ve diiz kas hiicrelerinden kaynaklanir.
Makrofajlarin ve notrofillerin kemotaksisini, fibroblast ve diiz kas hiicrelerinin
kemotaksisini ve proliferasyonunu uyarir. Bir yandan kollajen, hiyaliironik asit ve
fibronektin sentezini stimiile ederken diger yandan kollajenaz aktivitesini arttirir

[69].
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Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF)

Asidik ve bazik olmak lizere tanimlanan baslica iki tip FGF’nin ikisi de endotel
hiicrelerinin proliferasyonunu stimiile ederek anjiogenezi hizlandirir. Ayrica bazik

FGF fibroblastlar lizerine mitojenik etki gostererek kollajen sentezini arttirir [69].

Transforme Edici Biiyiime Faktori-f (TGF-p)

Ozellikle trombosit, lenfosit, notrofil ve makrofajlardan salinir. Hemen tiim
hiicrelerin TGF-B’ya ait reseptorleri vardwr. TGF-f yara iyilesmesinin tiim
basamaklarmi etkileyen bir bliyiime faktoriidiir. Yara iyilesmesinin erken doneminde
inflamatuar fazin regililasyonunu saglar. Ayni zamanda kollajen sentezini stimiile
eden gii¢lii bir ajandir ve bu nedenle skar gelisiminde O6nemli rol oynadigi
disiiniilmektedir. Hayvan caligmalarinda yara olusumunun erken doneminde, yara
bolgesine TGF-B’y1 notralize edici antikorlarin uygulanmasiyla skar gelisiminin

azaltilabilecegi gosterilmistir [69].

Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF)

Tiim epitelyal hiicrelerin proliferasyon ve migrasyonunu saglayan bir ajandir. Bu
nedenle reepitelizasyon asamasinda olduk¢a 6nemli rol oynamaktadir. Ayni1 zamanda
anjiogenezi ve kollajenaz aktivitesini uyarici1 oOzelliklere de sahiptir. Yapilan
calismalarda EGF’nin yara bdlgesine topikal uygulanimmin epitelizasyonu
hizlandirdigl, ayrica sistemik uygulanan metilprednizolonun yara iyilesmesini

geciktirici etkisini azalttig1 gésterilmistir [69].
Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorleri (IGF1-2 veya Somatomedinler)
Biiyiime iizerine Onemli etkileri olan somatomedinler esas olarak hepatosit ve

fibroblastlardan sentezlenirler. Yara iyilesmesinde PDGF veya FGF ile birlikte

calisarak fibroblast proliferasyonunu hizlandirirlar [69].
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Graniilosit Makrofaj Koloni Stimiile Edici Faktor (GMCSF)

T lenfositler, endotelyal hiicreler ve fibroblastlardan kaynaklanmakta olup yara
bolgesine notrofil ve makrofajlarin kemotaksisini, endotelial hiicre proliferasyonunu

ve graniilasyon dokusu olusumunu stimiile etmektedir [69].

2.4. Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF)

Epidermal biiytime faktorii (EGF), ilk kez 1962 yilinda Dr. Stanley Cohen tarafindan
erkek fare ¢enealt1 tiikiiriik bezinden izole edilmistir [59]. Cohen, erkek fare ¢enealt:
tiikiiriik bezinde, sinir biiylime faktorii (NGF) izole etmeye calisirken, bu bezlerden
elde ettigi ekstrenin yeni dogan farelere enjekte edildiginde erken goz kapagi
acilisina ve erken dis ¢ikarmasma neden oldugunu gozleyerek etken maddeyi izole
etmis ve epidermis gelisimini hizlandirici etkisi nedeni ile bu maddeye epidermal

biiytime faktorii (EGF) adin1 vermistir [59].

2.4.1. EGF’nin biyokimyasal o6zellikleri

EGF amino asit dizisinde lizin, fenilalanin ve alanin bulundurmayan 53 amino asitten
olusmus, 6,000 dalton molekiiler agirliginda, tek zincirli bir polipeptittir, izoelektrik
noktast ise 4,5’tur. Su i¢inde ¢oziinlirligl ¢ok yiliksektir. Metanol ve etilen glikol
icinde ¢oziiniir. Fare EGF’sinin molekiil agirligi 6041 Da ve izoelektrik noktasi ise
4,6’drr. Kaynar su i¢inde biyolojik aktivitesi stabildir, fakat diliie asit veya alkali
icinde 1sitilirsa biyolojik aktivitesi zarar goriir. Kimyasal 6zellikleri benzer olan insan
ve fare EGF’leri ayn1 biyolojik aktiviteleri gosterirler [18, 59, 120]. Molekiiliin bir
ucu -NH; grubu, diger ucu ise -COOH grubu ile sonlanmaktadir. Polipeptit, alt1
sistein kokiine sahiptir ve li¢ tane disiilfit bagi icerir. Bu disiilfit baglar1 molekiiliin
biyolojik aktivitesi i¢cin ¢ok gereklidir. EGF’nin 6nciil molekiilii ise 1217 amino asit
icerir. Bu sayilar olgun EGF’den 24 kat daha biiyiiktiir ve prepro EGF olarak
adlandirilir [18, 59, 121].
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Sekil 2.6. EGF’nin yapis1 [122]

2.4.2. EGF reseptorleri

Hiicrelerin ¢ogunda EGF’ye ait reseptorler bulunur. En ¢ok sayida reseptor

epitelyum hiicrelerinde bulunur, ancak endotel hiicreleri, fibroblast ve diiz kas
hiicrelerinde de reseptorler vardir. Anjiogenezi ve kollajenaz aktivitesini uyarici
ozellige sahiptir. Plazma, siit, idrar, tiikiiriik gibi biyolojik sivilarda bulunmaktadir.
EGF, diger tiim biiyiime faktorler1 gibi yiiksek egilimli ve disiik kapasiteli
reseptorleri ilgili hiicre ylizeyine baglar. EGF reseptoriiniin i¢indeki aktivite, EGF
baglanmasina kars1 gerg¢eklesen tirozin kinaz aktivitesidir. EGF reseptoriiniin kinaz
etki alani, EGF reseptoriiniin kendisini fosforile eder. Buna da otofosforilasyon denir.
Bu islem sinyal iletimi basamagindaki diger proteinler icin de gecerlidir. EGF
reseptorii ile birlesip agregasyon ve fosforilasyon olayr meydana geldikten sonra
EGF reseptorii ile birlikte sitoplazmaya gegerler. Orada lizozomlar ile birleserek

reseptozomlar1 olustururlar ve parcalanirlar [18, 59].
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Sekil 2.7. EGF’nin sinyalizasyon yolu [123]

2.4.3. EGF’nin biyolojik 6zellikleri ve yara iyilesmesindeki rolleri

EGF, etkili oldugu hiicrelerde iyon alinimini, glikolizi, DNA ve RNA ile protein
yapimini arttirict 6zellik gosterir [37, 38]. EGF’nin korneal endotelyal hiicreler,
fibroblastlar, sinir sistemi destek dokusu hiicreleri iizerinde mitojenik aktiviteye
sahip olmasi1 [29, 38, 39], gastrik asit sekresyonunu inhibe etmesi [29, 40], serum
cinko dilizeyini arttirmast [41] yaninda embriyonun gelismesi ve yeni kan
damarlarmin olusmasi {izerinde etkili bulunmasi sonucu yara iyilesmesi iizerinde
yogun calismalar yapilmistir ve yara iyilesmesini hizlandirdigi bildirilmistir [42].
Sistemik ya da topikal olarak EGF uygulamasmnm yara iyilesmesine olumlu
katkilariin bulundugu bilinmektedir [43, 44]. EGF’nin sistemik yoldan uygulanmasi
ile ilgili yapilan caligmalarda EGF’nin mide asit sekresyonunu azalttigi [45, 46] ve
stres llseri olusturulmus ratlarda mide dokusunda lipit peroksidasyonunu yine
azalttigit gozlenmistir [47]. Ayrica gastrointestinal sistemde olusan iskemi
reperflizyon hasarinda bakteriyel translokasyonu azaltarak etki gosterir [48].
Ozofagus mukozasmin da onarimi ve korunmasinda rolii vardir [49-53]. Koltuksuz
ve arkadaslar1 (2001) alkali yanik olusturduklar1 sicanlara EGF ve CAPE vermisler
ve sonugta EGF’nin 6zofagusta iyilestirici yonde etkisinin oldugunu goérmiislerdir
[54]. Berthet ve arkadaslarinin (1994) siganlarda periton icerisine epidermal biiylime
faktorii ve interferon y vererek yaptiklari calismada 6zofagusta yanik olusturulduktan
sonra intraperitoneal epidermal biiylime faktorii ile interferon y’nin birlikte verildigi

grupta O0zofagus kalinliklarinda anlamli bir azalma izlenmistir [55]. Celebi ve
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arkadaslarinin  (2002) yaptiklar1 calismada EGF igeren poliakrilik asit jel
formiilasyonu hazirlanmis ve fare sirtinda olusturulan 1 cm uzunlugundaki cilt
kesilerinde uygulanmistir. Poliakrilik asit, mukoza ve dokulara yapismamasi, irritan
olmamas1 gibi nedenlerden dolay: tercih edilmistir. 7. ve 15. gilinlerde yapilan
incelemeler sonucunda EGF-poliakrilik asit jel formulasyonunun uygulandigi
yaralardaki gerilme kuvvetinin, EGF igeren serum fizyolojik uygulanan yaralara gore
daha fazla oldugu goriilmiistiir [43]. EGF’nin kronik yaralar iizerindeki etkisinin
arastirildigr bir bagka calismada, diabetes mellitus, romatoid artrit gibi cesitli
rahatsizliklara bagl olarak ortaya ¢ikan iilser yaralarinda topikal olarak EGF iceren
Silvaden uygulanmis ve iyilesme lizerinde olumlu etkilerinin oldugu bildirilmistir
[56]. Farelerde korneal alkali yaniklarmm 1iyilesmesinde EGF’nin etkisinin
arastirildigr bir calismada EGF’nin ¢esitli dozaj formlar1 iginde yara bolgesine
uygulanmasiyla kontrol grubuna goére yarali bdlgenin c¢apinda anlamli bir azalma
meydana geldigi ifade edilmistir [57]. Topikal olarak EGF uygulamasini yara
lyilesmesi iizerine etkilerinin incelendigi arastirmalarda ise EGF’nin epitelizasyonu
uyardigi, yara iyilesmesinin erken sathalarinda dermis olusumunun iizerine kesin
etkisinin oldugu ve kronik yaralarm iyilesmesini uyardigir bildirilmistir [29, 58].
Proteinlerin iiretimini ve epitel hiicrelerin migrasyonunu uyarici etkiye sahip olan
EGF vyara iyilesmesini hizlandirir, fibroblastlarin biiyiimesini ve keratinositlerin
goclinli arttirarak yara iyilesmesinde Onemli bir rol oynar [18]. EGF'nin yara
tyilesmesindeki etkisi, inflamatuar satha, fibroblastik satha ve remodelling sathasi
olmak iizere li¢ siiregten ge¢cmektedir. Mitojenik bir polipeptit olan EGF, yara
lyilesmesine inflamasyon fazinin bitiminde etki etmeye baslamakta ve fibroblastik
olusumunu indiikledigi ve bunun yam sira graniilasyon dokusunun olusumu ve

epitelizasyonu uyardig: bilinmektedir [59].

EGF ozellikle keratinosit ve fibroblast gibi hem mezodermal hem de ektodermal
orijinli hiicreler iizerinde proliferatif etkiye sahiptir. EGF graniilasyon dokusu,
kollajen ve glikozaminoglikan diizeyini arttirir, sonucta epitelizasyon hizlanir ve yara
gerilim kuvveti artar. EGF'nin i¢inde bol miktarda bulundugu cene alt1 tiikiiriik bezi
ekstreleri yara iyilesmesini hizlandiric1 etki gostermektedir [18, 49]. Serum ¢inko

diizeyini arttrmaktadir [124].
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EGF, pek cok mezodermal ve ektodermal kokenli hiicreler ig¢in mitojenik
ozelliktedir. Dolayisiyla, EGF’nin neoplastik biiylime iizerinde etkisi nedeniyle

kanser ile iliskili oldugu s6ylenmektedir [18, 49]

EGF, etkin oldugu hiicrelerde de iyon alimini, glikolizi, DNA ve RNA sentezini
arttiric1 6zellige sahiptir. Cesitli epitel hiicre kiiltiirlerinde EGF biiylimeyi, ¢ogalmay1
ve farklilagmay1 arttirmaktadir. EGF gibi peptit bliylime faktorleri keratinositlerin ve
fibroblastlarin mitogenezini, keratinositlerin gogiinii ve doku ve graniilasyon
gelisimini uyarirlar. Domuzlarda epitelyum rejenerasyonu, tavsanlarda da korneal
epitelizasyonu hizlandirdig1 anlagilmistir [18, 59]. EGF, doku diferansiyasyonu ile
organogenezi uyarir. Neotanal kemiricilerde dis patlamasina ve goz kapaklarinin
erken agilmasma neden olur. Fetal siganlarda, koyunlarda ve tavsanlarda akcigerin
olgunlagsmasin1 baglatir. Organ kiiltiirlerinde damak gelisimine yardime1 olur,
gastrointestinal, karaciger ve pankreatik olgunlagmay1 stimiile eder. Tiroid ve adrenal
bezin gelisimine yardimci olur. Meme bezi gelisimi ve yara iyilesmesini stimiile
eder, gastrik asit sekresyonunu inhibe eder, biiylime hormonu (GH), prolaktin (PRL)
ve adrenokortikotropik hormon’u (ACTH) igeren hipofiz hormon sekresyonunu
uyarir, plasenta dokusundan plasental laktojen ve koriyonik gonadotropin
sekresyonunu  stimiile eder. Embriyonik testis gelisiminde rol oynar.
Spermatogenezin mayotik fazini uyararak erkekte reprodiiktif fonksiyonda rol
oynarken, sertoli ve leyding hiicrelerinin aktivasyonu yoluyla spermatogenezi kontrol
eder [18, 59]. Insanda tiikiiriik ve serum EGF konsantrasyonlar1 tiroid hormonuna
baglt degildir. Insan serum EGF' si hipertiroidizmde degismezken, farede azalma
gostermektedir. Insanda idrar ile atilan EGF tiroid hormonuna baghdur.
Hipertiroidide artar, hipotiroidide azalir [125]. Epidermisin proliferasyonunu ve
keratinizasyonunu arttirici etkidedir. Bu etki tiroid hormonu etkisi ile artar. EGF' nin
birden fazla sentez yeri vardir. Tiroid hormonunun EGF sentezini deride lokal olarak
arttirdigr sanilmaktadir [126]. Prematiire dogumlarda anne siitiindeki EGF miktar1
normal dogumdakine oranla yiiksek bulunmustur. Yeni doganlarda agizdan

alindiginda degisiklige ugramadan kana gegmektedir [127].
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2.5. Serbest Radikaller

2.5.1. Serbest radikal tanim

Biyolojik istemlerde serbest radikal reaksiyonlar1 6nemli yer tutar. Serbest radikal,
bir orbitalinde paylasilmamis bir elektron tasiyan herhangi bir bilesiktir. Atomun
yapisinda bulunan elektronlar orbital adi verilen bolgelerde birbirlerine gore zit
yonde hareket ederler ve her orbitalde en fazla iki orbital bulunabilir. Elektronlar
spin denilen hareketlerinden dolayr magnetik bir alana sahiptir. Ayni orbitalde
birbirine zit spine sahip bir cift elektronun ise magnetik alani yoktur. Ancak
paylasilmamis elektrona sahip olan molekiiller bir magnetik alan yaratabilirler.
Boylece bu molekiiller herhangi bir molekiil ile etkilesime girerek, elektron alirlar

veya verirler [128].

2.5.2. Serbest radikal kaynaklan

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller oksijen kaynakli olanlaridir.

Serbest radikaller metabolizma sirasinda stirekli yapilanma i¢indedir. Asagida serbest

radikal kaynaklar1 ve olusan radikaller 6zetlenmistir [ 128].

Oksijen

Oksijenin suya indirgenmesi sirasindaki tek elektron aktarmalar1 sonucunda olusan

reaktif molekiiller radikallerin 6nemli bir grubunu olusturur. Bu reaksiyonlar sirasi

ile;
0,+H +e > H,0y Hidroperoksil radikali
HO, > H + 0Oy Superoksit radikali
O, +2H + e 2 H,0O, Hidrojen peroksit

H,O, + e - OH + OH Hidroksil radikali
OH+e +H = H,0O
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Oksijenin bir elektron alinimi ile indirgenmesinden siiperoksit anyonu, iki elektron
indirgenmesi ile hidrojen peroksit olusur. Ugiincii elektron ilavesi ile yiiksek
derecede reaktif hidroksil radikali olusur. Doérdiincii elektron ilavesi ile su meydana

gelir [128].

Siiperoksit radikali kuvvetli bir indirgeyici ajandir. Ozellikle hem gruplar1 Fe-S
gruplar1 ile ve prostetik grup olarak gecis metallerini (Fe, Cu gibi) igeren gruplarla
etkilesim gosterir. Siiperoksit radikali siiperoksit dismutaz (SOD) ile mutasyona

ugrayarak hidrojen peroksiti olusturur[128].

H,0,, zayif bir indirgeyici ajandir. Ortamda geg¢is metalleri olmadik¢a oldukca
sabittir. Gegis metalleri varliginda hidroksil radikalini olusturur. Bu reaksiyonlara

Fenton ve Haber-weiss reaksiyonlar1 denir[ 128]. Bu reaksiyonlar;

H,0, + Fe™? > Fe' + OH + OH"
0O, + Fe+3 > Fe” +0,
Net reaksiyon > OH + OH + O,

H,0,, katalaz ve glutatyon peroksidaz tarafindan parcalanir.

Hidroksil radikali biitiin oksijen radikalleri i¢cinde en reaktif olanidir; proteinler,

karbonhidrat, lipit ve niikleik asitleri okside etme yetenekleri fazladir [128].

Oksijen kaynakli diger radikaller alkoksi radikali ve peroksi radikali olup lipit

peroksidasyon reaksiyonlar1 sirasinda tiretilirler [128].

Dogrudan radikal 6zelligi tasimayan, ancak gecis metalleri varliginda ve asir1 radikal
olusumunda radikallerle birleserek reaktivite kazanan molekiillere non-radikal
oksijen partikiilleri denir. Bu grupta H,O,, lipit hidroperoksitleri ve hipoklordz asit
yer alir [128].
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Aktive notrofiller: Hipokloroz asit (HOCI)

Aktive notrofillerden iiretilen giiclii bir oksidandir. Fagositler membran NADPH
oksidan sistemi ile superoksit radikalini olustururlar. Olusan radikal hizla
dismutasyona ugrar ve hidrojen peroksit meydana gelir. Hidrojen peroksidin ortamda
bulunan serbest klor iyonlar1 ile miyeloperoksidaz katalizorliigiinde -etkilesimi
sonucunda HOCI olusur. HOCI, oksidan bir molekiil olup protein oksidasyonuna yol
acabilir veya superoksit radikali veya demir tuzlari ile reaksiyona girerek hidroksil

radikalini olusturur [128].

Nitrik oksit (NO)

Iki ucu keskin bicak olan nitrik oksit tek sayili elektron tasir ancak bu elektronun
hem nitrojen hem de oksijen lizerinde delokalize olmasi nedeniyle NO tam bir
radikal 6zelligi tasimaz, ayn1 zamanda antioksidandir. Endojen serbest radikallerle

birleserek peroksit ve hidroksil radikalini olusturabilir [128].

Mitokondrial elektron transport sistemi

Mitokondri de oksijenin suya indirgenmesi sirasinda i¢ membranda lokalize elektron

transport zincirinde superoksit radikali olusur [128].

Endoplazmik retikulum

Sitokrom P405 ve sitokrom b5 igeren bu sistemler doymamis yag asitlerinin ve
ksenobiyotiklerin oksidasyonunda yer alir. Detoksifikasyon sirasinda serbest

radikaller meydana gelir [128].
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Peroksizomlar
Peroksizomlar yiiksek diizeyde oksidaz (6rnegin, D-aminoasit oksidaz, iirat oksidaz,
acil KoA oksidaz) icerdiklerinden dolay1 giiclii bir hidrojen peroksit kaynagidir

[128].

Plazma membranlari

Plazma membranida bulunan lipooksijenaz ve siklooksijenaz, radikal iiretimine yol
acan reaksiyonlardan sorumludur. Bu enzimlerin katalizledigi reaksiyonlar
sonucunda prostoglandinler, tromboksanlar, ve 16kotrienler meydana gelir [ 128].

2.5.3. Serbest radikallerin etkileri

Serbest radikaller oldukca reaktif molekiillerdir. Biyomolekiillerle reaksiyona girerek

olusturduklar1 bilesikler ¢ogu kez toksik 6zellik tagimaktadir [128].

Serbest radikallerin proteinler tizerine olan etkileri

Peptit baglari ile prolin ve lizin gibi aminoasitler serbest radikallerden oldukc¢a kolay
etkilenir. Proteinlerin serbest radikal hasarina kars1 duyarliligi, aminoasit bilesimine,
proteinin aktivasyonundan veya yapisal diizenlenmesinden sorumlu aminoasitlerin

yerlesimine ve hasarli proteinin onarilabilirligine baghdir[ 128].

Serbest radikallerin nikleik asitler izerine olan etkileri

Iyonize radyasyondan kaynaklanan hiicre mutasyonlar1 ve dliim, serbest radikallerin
DNA ile olan reaksiyonu ile olusabilir. Bu olayda 6zellikler hidroksil radikali rol
oynamaktadir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonrasinda niikleik asitlerde baz
degisimleri, DNA’da zincir kirilmalari meydana gelir. Tamir sistemlerindeki
yetersizlik sonucu mutasyonlar geligir. Oksidadif DNA hasarinin gostergesi 8-

hidroksideoksiguanozin (8-OHdG; 8-oxo0-2’-deoksiguanozin)’dir [128].
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Serbest radikallerin lipitler izerinde olan etkileri

Serbest radikallerin en iyi tanimlanmis etkileridir. Lipit peroksidasyonu serbest
radikaller tarafindan baglatilan ve membranda bulunan coklu doymamis yag
asitlerinin oksidasyonunu iceren kimyasal bir olaydir. Siiperoksit radikali, hidroksil
radikali, peroksil radikali ve alkoksil radikali, lipit peroksidasyonunu baglatan
radikallerdir. Demir iyonlarmin lipit peroksidasyonununda 6nemli bir rolii vardir

[128].

Yag asidinin (LH) oksidasyon metilen karbonundan hidrojen atomunun
¢ikarilmasiyla baslar ve yag asidi radikali (L) olusur. Ilerleme asamasmda yag asidi
radikaline hizli bir sekilde oksijen eklenerek peroksil radikalini (LOO) olusturur.
Lipit peroksil radikalleri zincir reaksiyonlariin baslaticilaridir, bunlar diger coklu
doymamis yag asidi molekiillerinden hidrojen atomlarin1 ¢ikartarak yeni
reaksiyonlar1 baglatirlar. Sonlanma asamasinda lipit hidroperoksitleri yikilarak daha
reaktif radikal tiirleri olusturur. Peroksi radikaller ayrica siklik peroksitleri de
olusturabilmektedir. Ortamda bulunan demir ve bakir tuzlari lipit hidroperoksitlerinin
yikilimmi hizlandirmakta olup olusan peroksi ve alkoksi radikalleri lipit
peroksidasyonlarint  uyarir. Lipit  peroksidasyonunun en Onemli {irlini
malondialdehittir (MDA). Ug¢ ya da daha fazla ¢ift bag igeren yag asitlerinin
peroksidasyonunda MDA meydana gelir. Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon
alis-verisine etki ederek membrandaki bilesiklerin capraz baglanmasina yol agar ve
iyon gegirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuglara neden
olur. MDA bu 6zelligi nedeniyle, DNA’nin azotlu bazlar1 ile reaksiyona girebilir ve
bundan dolay1r mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢cin genotoksik ve karsinojeniktir. Coklu
doymamis yag asitleri hiicre membrani, endoplazmik retikulum ve mitokontri gibi
hayati organeller i¢in gereklidir. Bunlarin yapisal bozulmalar1 hiicresel fonksiyonlar
icin ¢ok Onemli sonuclar dogurabilir. Radikaller, aldehitler ve diger lipit

peroksidayon {irlinleri membran proteinlerinde ciddi hasarlara yol acabilir [128].
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Baglama: LH+R > L.+RH
Ilerleme: L.+ 0, = LOO.
LOO. + LH - LOOH + L.
Sonlanma: LOOH - LO, LOO, Malondialdehit (MDA) gibi aldehit

LOOH + Fe'? & Fe” + OH + RO. (Alkoksi radikali)
LOOH + Fe"* > Fe? + H' + RO, (Peroksi radikali)

Lipit peroksidasyon reaksiyonlar1 genel olarak 2 tiptir:

e Non-enzimatik lipit peroksidasyonu; yukarida anlatilan herhangi bir radikalin
coklu doymamis yag asidindeki metilen karbonundan hidrojen atomunun
uzaklastirilmasi reaksiyonlarini kapsar [128].

e Enzimatik lipit peroksidasyonu; siklooksijenaz ve lipooksijenaz reaksiyonlari
sonucunda olusan hidroperoksit ve endoperoksitler, enzimatik reaksiyon

irtinleridir [128].

Membranda lipit peroksidasyon hasarini etkileyen faktorler:

* membranin lipit/protein orani

* fosfolipit miktar1

* yag asitlerinin bilesimi

* yag asitlerinin doymamislik derecesi

* membranin akiskanligidir [128].

Membran lipit peroksidayonu sonucunda;

* membran transport sistemleri bozulur

* hiicre i¢1 ve dis1 iyon dengeleri bozulur

* hiicre i¢1 kalsiyum konsantrasyonu artar ve buna bagli olarak proteazlar aktive olur
* hiicre i¢1 organellerde olusan lipit peroksidasyonu litik enzimlerin salgilanmasina

bagli hasarlar geligir [128].
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Lipit peroksidasyonu ve okside LDL

LDL yapisindaki lipitlerin oksidasyonu sonucunda LDL yapisindaki modifikasyon
ile okside LDL meydana gelir. LDL oksidasyonu ateroskleroz gelisiminde rol oynar.
Okside LDL normal LDL’nin kullandig1 reseptorlerden ayri olarak skavenger; ¢opcii
reseptorler ile hiicreye alinir. Bu yolla hiicre icine alman LDL, hiicre i¢inde
kolesterol artisina ve kopiik hiicre olusumuna yol acar. Okside LDL, makrofajlar

tarafindan daha hizli bir sekilde yikilir, hiicre i¢in toksiktir [128].

Okside LDL;

* endotelde adhezyon molekiillerinin ekspresyonunu arttirir
* endotelde monosit adhezyonunu arttirir

* T hiicre aktivasyonunu ve monosit farklilagmasin indiikler
* makrofaj mobilitesini inhibe eder

* makrofajlardan interlokin sentezini ve sekresyonunu uyarir

* okside LDL’ nin tiim bu etkileri ateroskleroz olusunda rol oynamaktadir [ 128].
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Sekil 2.8. Lipit peroksidasyonu ve etkileri [128]
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2.5.4. Serbest oksijen radikalleri ve yara iyilesmesi

Serbest radikaller, normal metabolizmanin yan tiriinii olarak olusabildigi gibi,
enfeksiyon, inflamasyon, karsinogenez, ilag ve diger zararli kimyasal maddelerin
etkisiyle de olusabilmektedir [129]. Inflamatuar hastaliklarda ve yara iyilesmesinin
inflamasyon fazinda aktif noétrofillerce asmr1 miktarda iiretilen reaktif oksijen
tiirlerinin doku hasarma yol actig1 bilinmektedir. Giiniimiize kadar yapilmis yara
iyilesmesiyle 1ilgili arastirmalarin ¢ogunda yara iyilesmesinde oksijenin yararl,
hipoksinin ise zararli etkilerinin oldugu sonucuna varilmistir [130, 131]. Yara

enfeksiyonunun 6nlenmesinde de oksijenin rolii oldugu bildirilmistir [132, 133].

Yara iyilesmesinin ge¢ yangisal fazinda, monositler dokuda makrofajlara dondiirtiliir.
Bakteri ve endotoksinlerin dolasima translokasyonu ile makrofajlar stimiile olur. Bu
durumda bakteri etkeniyle karsilasan makrofajlarin biiytiklik ve aktivasyonu ile
birlikte makrofajlarda mitokondri, lizozom sayis1 ve siliperoksit iiretimi artar. Bu
artan reaktif oksijen tiirlerinin metabolikleri makrofajlarin yok etme giiciinii ileri
derecede arttirir. Ancak makrofajlar tarafindan aswr1 miktarda iretilen serbest
radikaller rejenere olan deri hiicreleri i¢in son derece toksiktir. Makrofajlar dnce
fibroblastlar {izerinde etkili olarak hiicresel cogalmay1 geciktirirler, sonra endotelyal

hiicreleri etkileyerek yaranin revaskiilarizasyonunu geciktirirler [134].

Makrofajlar, sistemik dolasimdaki monositlerden veya mevcut dokudaki
mononiikleer hiicrelerden kaynaklanan, fagositoz yapan hiicrelerdir. Ancak
makrofajlar sadece fagositoz yapmakla kalmaz, ayni1 zamanda ¢esitli sitokin, biiylime

faktorleri ve NO sentezlerini gergeklestirirler [135].

Fagositoz; yabanci cisimciklerin, mikroorganizmalarin, hasarli ve 6lii doku hiicreleri
ve savunma hiicrelerini hiicre ic¢ine alinmasi, yikilmasi1 ve ortadan kaldirilmasi
islemlerini kapsar. Fagositozun ilk asamasi; fagositik hiicrenin bakteri ve viriislere
yapismasidir. Bu siire¢ kapsiilsiiz bakteri ve proteinlere karst duyarsizdir. Kan
proteinleri virulent bakterilerin etrafinda bir film olusturarak 16kositlerin

yapismalarmi saglar ve onlar1 fagositoza hazirlar. Diger bakteriler yiizeylerinde
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boyle 0Ozel antikorlarla kaplanmazlarsa fagosite edilemezler. Sonraki asamada
fagositik hiicrelerde psddopodlar olusur. Ps6dopodlar, sitoplazmanin, partikiillerin
etrafina akigini ifade eder. Psodopodlarin, partikiiliin tamamini sarip i¢lerine almalar1
siirecine de fagozom olusumu ad1 verilir. Fagozom hiicre igerisine alindiktan sonra
lizozom ile birlesir ve fagolizozom olarak adlandirilir. Bu yapi, hidrojen peroksit,
reaktif oksijen tiirleri (serbest radikaller), peroksidaz, lizozom ve hidrolitik enzimleri
ve etkilesimleri igerir. Fagositozun son asamasi, mikroplarin o6ldiiriilmesi ve
parcalanmasidir. Bakteriler ve diger mikroplarin oldiiriilmesi genis Olciide reaktif
oksijen tiikketiminde ani artig, glikojen katabolizmasi, glikoz oksidasyonunda artis ve

reaktif oksijen tiirleri ile saglanir [136].

Fagositozu takiben notrofiller, monositler ve makrofajlar oksijen tiiketiminde ani
artis, glukoz oksidasyonunda artis ve reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi ile karakterize
olan oksidatif bir patlamay1 uyarir. Pentoz fosfat yolu aktivasyonun neden oldugu bir
glukoz katabolizmasinda artis vardir. Bu olay solunumsal patlama (respiratory burst)
olarak adlandirilir (Sekil 2.9) ve reaktif oksijen tiirlerinin lretim ve salinimiyla

ilgilidir [137, 138].
N g
NADPH I 5;:;1;?;51 ==
I\ADPHkad‘X , v \

NADP*

Spontan
l veya SOD

Bakteri i
N H3 FeZt Fenton reaksiyom

I | _‘\\ 3
f _//—CI Fe

\-Ir} eloperoksidaz ~» OHs

& Bakteri

Sekil 2.9. Solunumsal patlama [139]
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Notrofillerin mikrobisit aktiviteleri, oksijeni toksik olan siiperoksit anyonlarina ve
hidrojen perokside doniistiiren enzim sistemleri iizerine oturur. Notrofillerin hiicre
membranindaki NADPH bagimli oksidaz sistemi, siiperoksit olusturan onemli bir
kaynaktir. Bakteri, mitojen, opsonize partikiiller, immiin kompleksler, lektinler,
arasidonik asit metabolizma triinleri gibi etkenlerle bu enzim aktive olur. Olusan
stiperoksit ¢cogu kez spontan reaksiyon veya siiperoksit dismutaz enzimi ile hidrojen
perokside doniisiir. Uretilen hidrojen peroksit miktar1 genellikle birgok bakteriyi
oldiirmeye yeterli degildir ve kloriir varliginda miyeloperoksidaz (MPO) enzimi
hidrojen peroksidi HOCI’ye donistiirir. HOCI kuvvetli bir oksidan ve
antimikrobiyal ajandir. Bakteriyi halojenasyonla veya lipit peroksidasyonuyla
oldiiriir. Oksidatif patlama ile fagolizozomal igerik sindirilir ve bundan sonra

ekzositoz ile disariya atilir [129].

NADPH oksidaz
0, + NADPH > 20, + NADP + H'
N SOD
20,.+2H > H,O, + O,
H,0, + CI + H MPO HOCL + H,0

v

2.5.5. Antioksidan sistemler

Serbest radikallere karsi viicutta antioksidanlar olarak isimlendirilen savunma
sistemleri  bulunmaktadir. Antioksidanlar ¢esitli mekanizmalarla etkilerini

gostermektedir [128]. Bu mekanizmalar:

*radikal olusumunun sinirlandirilmasi

*tetiklenen biyokimyasal reaksiyonlarinin kirilmasi
*radikal reaksiyonlarinin sona erdirilmesi

*olusan radikallerin detoksifikasyonu

*hasarli molekiillerin ortadan kaldirilmasidir [128].
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2.5.6. Antioksidanlarin yerlesim bolgelerine gore siniflandirilmasi
Antioksidanlar yerlesim bolgelerine gore su sekilde siniflandirilirlar
*hiicre i¢i antioksidanlar

*membranda bulunan antioksidanlar

*hiicre dis1 antioksidanlar [128].

Hiicre ici antioksidanlar:

Stiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit radikalini dismutasyona ugratarak detoksifiye eder. Organizmada substrat
olarak serbest radikal kullanan tek enzim SOD’dur.

SOD
20,7 +2H" y» H02+0;

SOD’un Cu-Zn ve Mn kapsayan iki ayr1 izoenzimi bulunmaktadir. Cu ve Zn igeren

tip1 sitozolde, Mn igeren tipi ise mitokondride yerlesim gosterir [128].

Katalaz

Yiiksek konsantrasyonda olusan hidrojen peroksitin detoksifikasyonunu saglar [128].

Katalaz
2 H202 > 2 HZO + 02

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Diisiik konsantrasyonda olusan hidrojen peroksitin detoksifikasyonunu saglar.

GSH-Px
H,0,+ 2 GSH . 2H,0+ GSSG

»
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GSH-Px’in selenyum (Se) bagimli ve Se-bagimsiz iki farkli tipi vardir. Se-bagimli
formu hem H»O;’in hem de lipit hidroperoksitlerinin metabolizmasinda yer alirken,

Se-bagimsiz tipi sadece lipit hidroperoksitlerini metabolize etmektedir [128].

Sitokrom oksidaz

Oksijenin suya indirgenmesi sirasinda radikal olusumunu onler [128].

Glutatyon

Hiicre i¢inin en 6nemli antioksidan molekiiliidiir. Tripeptit yapilidir. Proteinlerin
aktif sekilde kalmasini saglar. Siilfidril gruplar1 agisindan oldukca zengindir [128].
GSH-Px’m fonksiyonu i¢in gereklidir. Hidrojen peroksitin detoksifikasyonu
srrasinda GSH-Px, rediikte glutatyon (GSH)in tiiketimine yol acar.
Detoksifikasyonun devami i¢in meydana gelen okside glutatyonun (GSSG) rediikte

formuna dondiiriilmesi gerekir [128].

Glutatyon rediiktaz, NADPH bagimli bir enzim olup GSSG’1n rediiksiyonunu saglar.
GSH ayrica lipit peroksitlerinin ve disiilfitlerin, indirgenme reaksiyon sirasinda da

okside olur [128].

SOD Katalaz
0,+€ — 5 H,0, > H.0+0,
GSH NADP \
Glutatyon Glutatyon rediiktaz i'l;kgi'
2 H,0 GSH NADPH

Sekil 2.10. Hiicre i¢i antioksidanlar [128]
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Membranda bulunan antioksidanlar:

E vitamini (a-tokoferol)

Yagda erir en kuvvetli antioksidan vitamindir. Radikal reaksiyonlar1 sirasinda
zincirleme giden reaksiyonlar1 bozucu etkisi (zincir kiric1 antioksidan) bulunur. Lipit
peroksilleri ile olan radikal sonucunda kendisi de zayif etkili radikale doniisiir. A-
tokoferol rediiktaz ile aktif formuna doniismesi i¢in GSH ve askorbik aside ihtiyag
gosterir [128].

LOO' + a-tokoferol-OH = LOOH + a-tokoferol-O

A vitamini (B-karoten)

Radikal toplayici etkisi bulunmaktadir [128].

Membranin yapisal organizasyonu

Fosfolipit/kolesterol orani, radikal hasar1 derecesi bakimindan Onemlidir.
Doymamighgin artis1 radikal etkisini arttirirken, fosfolipit artis1 savunmayi

gliclendirir [128].

Hiicre dis1 antioksidanlar:

Transferrin: Metal katalizli lipit peroksidasyonuna yol acan demir iyonlarini

baglayarak serbest demir olusumunu 6nler [128].

Laktoferrin: Demiri baglamak sureti ile etkili olan bir siit proteinidir [128].

Haptoglobulin ve hemopeksin: Hemoglobulini baglayarak serbest hemoglobin

olusumunu sinirlar [128].
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Seruloplazmin: Bakir iyonlarmi baglamak sureti ile metal katalizli reaksiyonlar1

sinirlar [128].

Urik asit: Radikal tutucu 6zelliginin yani sira demir ve bakir1 baglayarak serbest

radikal reaksiyonlarini da onler [128].

Askorbik asit: Suda eriyen en gii¢lii antioksidan molekiildiir. Biyolojik ortamlarda
askorbat seklinde bulunur. Radikal tutucu etkisi vardir. E vitamininin

rejenerasyonunda rolii vardir [128].

SOD ve GSH-Px: Plazmadaki etkileri olduk¢a sinirlhidir [ 128].

Bilirubin

Mukus: Icerdikleri enzimler agisindan antioksidan 6zellik tasimaktadir [128].

Glukoz:  Fizyolojik  konsantrasyonlarda  antioksidan  etkilidir.  Yiksek
konsantrasyonlarda radikal {iretici olarak davranir, glukozun otooksidasyonu radikal

olusumuna yol acar [128].

2.5.7. Radikal hasarlarinin klinik 6nemi

Patogenezinde lipit peroksidasyonunun sorumlu tutuldugu cok sayida klinik tablo

bulunmaktadir [128]. Bunlara 6rnekler;

*yaslanma

*radyasyon

*karsinojenik etkiler sonucunda olusan tiimor gelisimi
*iskemi-reperflizyon hasari

*travma

*uzun siireli metabolik hastaliklar

*diabetes mellitus
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*baz1 karaciger hastaliklar1
*yanik
*ateroskleroz [ 128].

Sonug olarak; reaktif oksijen molekiilleri ve tiirevleri 6nemli hiicre hasarlarma neden
olmaktadir. Bundan dolay1r serbest radikal olusumlarma ait mekanizmalarin
aydimlatilmasi1 dogal antioksidanlarin tedavi amagl kullanimina ve yeni antioksidan

ilaglarin gelistirilmesinin hedeflenmesine yol agmustir [128].



54

3. MATERYAL VE METOT

3.1. Deney Protokolii

Deneylerde 200-250 g agirhikta 54 adet Wistar-Albino tipi erkek rat kullanildi.
Ratlar G. U. Deney Hayvanlar1 Merkezinde (GUDAM) bakild1. Deney oncesi ve
deney siiresince serbest yem ve su ile beslenen hayvanlar, deney siiresince tek tek
kafeslerde, giin 15181 dongiisii paralelinde aydinlanan ortamda bakildilar. Deneylerde
kullanilan jel ilag formu G.U. Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Fizyoloji-Biyokimya arastirma

laboratuarinda hazirlandi.

3.2. EGF Soliisyonunun Hazirlanmasi

Yaralanmay1 takiben uygulanacak olan EGF (Sigma E-4127 0,1 mg) thilotears

icerisinde 10 ng/ml dozda olacak sekilde hazirland1.

3.3. Gruplar ve Yara Modelinin Olusturulmasi

Sabah saat 10:00 da hayvanlarin once standart terazide agirliklar1 saptandi. Daha
sonra ketamin (Ketalar 60 mg/kg) ve ksilazin (Rhompun 5mg/kg ) intraperitonal (ip)
olarak enjekte edilerek genel anestezi saglandi. Hayvanin dorsalinde, medulla
spinalisin her iki yaninda 5 cm uzunlugunda olacak sekilde, dorsolateral eksizyonel
yaralar yapildi. Eksizyonel yaradan sonra yara dudaklari 4 siiturla adapte edildi.
Deney gruplar1 asagidaki gibi diizenlendi:

Kontrol: Yara modeli olusturulmayan ve tedavi uygulanmayan grup (n=6)

Yara Olusturulan Tedavisiz Gruplar: Bu gruptaki hayvanlara ip olarak enjekte edilen

ketamin-ksilazin anestezisi altinda, medulla spinalislerinin iki yaninda, 5 cm
uzunlugunda dorsolateral eksizyonel yaralar olusturuldu ve herhangi bir tedavi

uygulanmad.
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EGF Uygulanan Gruplar: Bu gruptaki hayvanlara 2. grup ile ayni sekilde yara modeli

olusturulduktan sonra, 10 ng/ml dozda hazirlanan EGF soliisyonu, her yara bdlgesine

1 ml olacak sekilde ve giinde 1 kez topikal olarak uygulandi.

Operasyon sonrasi analjezinin saglanmasi i¢in farmakolojik ajan olan paracetamol
icme suyuna 2 mg/ml olacak sekilde kullanildi. Ratlar deney siiresince serbest yem
ve su ile beslendiler. Operasyonun 1, 5, 7 ve 14. gilinliinde hayvanlar sabah saat 10.00
da agirliklar: tartilarak kalplerinden kan c¢ekilmek suretiyle feda edildiler. Derideki
yara iyilesme siirecinde, onemli ge¢is basamaklar1 olarak kabul edilen 1, 5, 7 ve 14.

giinler calismamizda 6zellikle se¢ilmistir.

Kontrol grubu hayvanlarin ayni bolgelerinden alinan dokular1 ile diger gruplardan
aliman yara dokular1 bulagmayi Onleyecek materyale sarildiktan sonra sivi azot

icerisine konularak donduruldu ve analizlere kadar —30 °C’de muhafaza edildi.

(a) (b)

Resim 3.1. (a) Medulla spinalisin her iki yaninda yaklasik 5 cm uzunlugunda yapilan
kesi yarasi (b) Yapilan kesi yarasinin 4 siiturla adapte edilmesi



56

3.4. Yontemler

3.4.1. Dokuda TBARS tayin yontemi

Dokudaki TBARS diizeyleri tiyobarbitiirik asit reaktif madde olusumu yontemiyle
calisildi [140]. Doku oOrnekleri tartildi. Homojenizator ile soguk TCA ig¢inde
homojenize edildi. Daha sonra siipernatan alinarak iizerine TBA ve BHT eklendi.
Numunelerin optik dansitesi spektrofotometrede 535 nm’de, kore karsit okundu.

Dokulardaki TBARS konsantrasyonu nmol/g doku olarak hesaplandi.

3.4.2. Dokuda GSH tayin yontemi

Dokuda glutatyon tayini i¢in modifiye Ellman yontemi kullanildi [141]. Doku
orneklert TBARS yontemindeki gibi homojenize edilip santrifiij edildikten sonra
siipernatan, NaH,PO4 ve DTNB c¢6zeltisi ile karistirildi. Oda sicakliginda 5- 10 dk
inkiibe edildikten sonra karisimin absorbansi spektrofotometrede kore kars1 412 nm
dalga boyunda o6lciildii. Dokulardaki GSH konsantrasyonu pmol/g doku olarak
hesaplanda.

3.4.3. Dokuda NOx tayin yontemi

Dokulardaki NOx konsantrasyonu Griess yontemi ile ¢alisildi [142, 143]. Dokular,
0,1 M sodyum fosfat tamponu (pH:7) ile (1:9) homojenize edildikten sonra, 3500
RPM’de 15 dk santrifiij edildi. 200 pL siipernatana, ortamdaki nitrati nitrite
indirgemek amaciyla esit miktarda VCl; eklendi ve 37 °C’de 30 dk inkiibasyona
birakildi. Daha sonra sodyum fosfat tamponu ve esit miktarlarda karistirilmis olan
Griess I+II reaktifleri eklendi. 37 °C’de 10 dk inkiibasyondan sonra numunelerin
optik dansitesi spektrofotometrede, kore karsi, 540 nm’de okundu. 6,4 mM’lik stok
sodyum nitrit (NaNQO;) standart1 giinliik olarak diliie edilerek, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2
ve 1 puM konsantrasyonlarda standartlar elde edildi. Hazirlanan standart egriden

dokulardaki NOx konsantrasyonu pmol/g doku olarak hesaplandi.
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3.4.4. Dokuda AA tayin yontemi

Roe ve Kuether’in Berger tarafindan modifiye edilmis metodu kullanildi [ 144]. Doku
PCA/EDTA karisimi i¢inde buz soguklugunda homojenize edildi. Homojenat
15000g’de 3 dk 4 °C'de santrifiij edildi. Bir tiipe standart AA ¢6zeltisi, baska bir tiipe
kor i¢in PCA ¢ozeltisi ve orneklerin hazirlanacag tiiplere slipernatan konuldu. Her
bir tiipe renk reaktifi eklenip vortekslenerek 3 saat 37 °C'de inkiibe edildi.
Numunelerin 1s1s1 0 °C'ye getirilip her bir tiipe H,SO,4 eklendi ve karistirildi. Oda
sicakliginda 30 dk bekletildi. Numuneler 515 dalga boyunda spektrofotometrede

kore kars1 okundu. Dokulardaki NOx konsantrasyonu mg/g doku olarak hesaplandi.

3.4.5. Dokuda SOD tayin yontemi

Dokulardaki SOD aktivitesi, Sun ve arkadaslarinin yontemine gore ¢alisildi [145]. 10
kat serum fizyolojik ile homojenize edilen dokular, 7000 rpm’de 4 °C’de 30 dk
satrifiij edildikten sonra, 1 ml siipernatana etanol-kloroform (3:5,v/v) karisimindan 1
ml eklendi. Supernatanlar tekrar 7000 rpm’de 60 dk santrifiij edildikten sonra 0,5 ml
siipernatana 2,45 ml reaktif karsimi (3 mM ksantin, 0,6 mM EDTA, 150 uM NBT,
400 mM Na,COs, 1g/L BSA) ve 50 pl ksantin oksidaz eklendi. 20 dk oda
sicakliginda inkiibasyona birakildiktan sonra CuCl; ilavesi ile reaksiyon sonlandirilip
numuneler spektrofotometrede 560 nm’de kore karsi okundu. 1 iinite SOD’un
NBT’nin indirgenmesini %50 oraninda inhibe ettigi kabul edilerek dokulardaki SOD
aktivitesi U/g doku olarak hesaplandi.

3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Biitiin degerler aritmetik ortalama + standart sapma olarak ifade edildi. TBARS,
GSH, NOx ve AA degerleri Anova Varyans Analizi ile degerlendirildi. SOD
aktivitesi ise Kruskal Wallis testi ile degerlendirildi. P < 0,05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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Kontrol grubu deri dokularina ait TBARS diizeyi, 256,99 nmol/g doku; GSH diizeyi,
2,448 umol/g doku; NOx diizeyi, 435,957 umol/g doku; AA diizeyi, 0,167 mg/g
doku; SOD diizeyi, 969,15 U/g doku olarak tespit edilmistir. Tedavisiz ve EGF
uygulanan yara dokusundaki TBARS, GSH, NOx, AA diizeyleri ve SOD aktivitesine

ait sonuglar ise Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Yara dokusunda TBARS, GSH, NOx, AA diizeyleri ve SOD aktivitesi

TBARS GSH NOx AA SOD
(nmol/g doku) (nmol/g doku) (nmol/g doku) (mg/g doku) (U/g doku)

Tedavisiz
Grup (n=24)

1.giin 421.50 +85.84 2.16 £0.39 468.25 +58.80 0.07+£0.01 534.80 = 14.37
5.giin 331.93 £59.40 2.22+0.35 47874 +41.12 0.12+0.01* 589.12 +11.83"
7.giin 267.40 +32.85 2.01 £0.22 472.79 £43.02 0.09+0.01 599.16 £18.18*
14.giin 206.02 +20.79" 2.11+0.17 349.41 + 12.94*>¢ 0.12 +£0.02" 554.39 £27.07°
EGF

Uygulanan

Grup (n=24)

1.giin 421.13 +62.03 2.43+0.10 470.34 £70.43 0.08+£0.01 52594 +£15.78
5.giin 191.60 +31.75%¢ 2.33+0.10 603.32 £92.97%¢ 0.13 £0.02¢ 630.54 £ 15.05¢
7.giin 462.23 £ 61.27%" 2.14+0.35 418.59 + 44.87" 0.08 £0.01° 576.15 +23.60%"
14.giin 259.97 +£42.94°¢ 3.49 +0.43%°% 411.68 £51.17° 0.12+0.02 528.87 +13.67%

*p< 0,05 EGF uygulanan grubun tedavisiz gruptaki ayni degerleriyle karsilastirildiginda

*p< 0,05 1 giinliik tedavisiz grubun ayni degeriyle karsilastirildiginda
®p< 0,05 5 giinliik tedavisiz grubun ayn1 degeriyle karsilastirildiginda
“p< 0,05 7 giinliik tedavisiz grubun ayni degeriyle karsilastirildiginda

°p< 0,05 1 giinliik topikal EGF uygulanan grubun aym degeriyle karsilastirildiginda

< 0,05 5 giinliik topikal EGF uygulanan grubun ayni degeriyle karsilastirildiginda

€p< 0,05 7 giinliik topikal EGF uygulanan grubun aym degeriyle karsilastirildiginda
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TBARS Diizeyleri

EGF uygulamasi yapilan grup ile tedavisiz grubun TBARS diizeyleri
karsilastirildiginda, EGF uygulanan grubun 5. giinlinde anlaml1 bir azalma (P<0.05),
7. giniinde ise anlamli bir artig gorilmiistiir. Tedavisiz grup kendi iginde
degerlendirildiginde, TBARS diizeyinin 14. giliniinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalma bulunmustur. EGF uygulanan grup kendi i¢inde degerlendirildiginde ise,
TBARS diizeyleri 5. giinde 1. giine gore anlamli bir azalma, 7. giinde 5. giine gore
anlaml bir artig ve 14. glinde 1. ve 7. giine gore anlaml1 bir azalma tespit edilmistir

(Sekil 4.1).

500
450
400
350
300
250 &
200
150
100

50

0.gun 1.gin 5.gun 7.gun 14.gun

e=gmeKontrol Grubu ~ =hd=TedavisizGrup = EGF Uygulanan Grup

Sekil 4.1. Tedavisiz ve EGF uygulanan gruplara ait TBARS diizeylerinin giinlere
gore degisimi ( TBARS diizeyleri nmol/g doku seklinde verilmistir.)
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GSH Diizeyleri

EGF uygulamast yapilan grup ile tedavisiz grubun GSH diizeyleri
karsilastirildiginda, EGF uygulanan grubun 14. giiniinde Onemli bir artig
bulunmustur. Tedavisiz grup kendi i¢inde degerlendirildiginde, GSH diizeylerinde
anlamlt bir degisiklik bulunmamigtir. EGF uygulanan grup kendi iginde
degerlendirildiginde ise, GSH diizeyinin 14. giinde 1., 5. ve 7. giine gore anlamli bir

sekilde arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.2).

0.gln 1.gln 5.gln 7.gun 14.gln

s=gmmKontrol Grubu == TedavisizGrup =& EGF Uygulanan Grup

Sekil 4.2. Tedavisiz ve EGF uygulanan gruplara ait GSH diizeylerinin giinlere gore
degisimi ( GSH diizeyleri pumol/g doku seklinde verilmistir.)
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NOx Diizeyleri

EGF uygulamast yapilan grup ile tedavisiz grubun NOx diizeyleri
karsilastirildiginda, EGF uygulanan grubun 5. giiniinde belirgin bir artig
bulunmustur. Tedavisiz grup kendi i¢inde degerlendirildiginde, 14. giindeki GSH
diizeyinde 1., 5. ve 7. giine gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit
edilmistir. EGF uygulanan grup kendi iginde degerlendirildiginde ise, NOx
diizeylerinin 5. giinde 1. giine gore anlamli bir sekilde artarken 7. ve 14. giindeki

NOx diizeyleri 5. giine gore anlamli bir sekilde azalmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Tedavisiz ve EGF uygulanan gruplara ait NOx diizeylerinin giinlere gore
degisimi ( NOx diizeyleri umol/g doku seklinde verilmistir.)



62

AA Diizeyleri

EGF uygulamasi yapilan grup ile tedavisiz grubun AA diizeyleri kiyaslandiginda
onemli  bir degisiklik  bulunmamustir. Tedavisiz grup kendi iginde
degerlendirildiginde, 5. ve 14. giindeki AA diizeyleri 1. gline gére dnemli bir sekilde
artigy gostermistir. EGF uygulanan grup kendi i¢inde degerlendirildiginde ise, AA
diizeyleri 5. giinde 1. giine gore anlamli bir artis gdstermekte iken 7. glindeki 5. giine

gore anlamli bir azalma goriilmektedir (Sekil 4.4).

0.gln 1.gln 5.gln 7.gun 14.gln

s=gmmKontrol Grubu == TedavisizGrup =& EGF Uygulanan Grup

Sekil 4.4. Tedavisiz ve EGF uygulanan gruplara ait AA diizeylerinin giinlere gore
degisimi ( AA diizeyleri mg/g doku seklinde verilmistir.)
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SOD Aktivitesi

EGF uygulamasi yapilan grup ile tedavisiz grubun SOD aktivitesi kiyaslandiginda
belirgin  bir degisiklik  bulunmamustir. Tedavisiz grup kendi iginde
degerlendirildiginde, 5. ve 7. giindeki SOD diizeyleri 1. giine gore onemli olarak
artmustir, 14. glindeki SOD diizeyi ise 7. gline gore anlamli olarak azalmistir. EGF
uygulanan grup kendi i¢inde degerlendirildiginde, 5. giindeki SOD diizeyi 1. giine
gore anlaml bir sekilde artmig, 7. giindeki SOD diizeyi 5. giline gore anlamli bir
sekilde azalmis, 14. giindeki SOD diizeyi ise 5. ve 7. giine gore anlamli bir sekilde
azalmugtir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Tedavisiz ve EGF uygulanan gruplara ait SOD diizeylerinin giinlere gore
degisimi ( SOD diizeyleri U/g doku seklinde verilmistir.)
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5. SONUC VE TARTISMA

Yara, yumusak dokularin normal anatomik yap1 ve fonksiyonunun bozulmasidir [1].
Yara iyilesmesi travma ile baslayan ve yeni doku olusumu ile sonuglanan hiicresel ve
biyokimyasal olaylar siirecidir [2]. Operatif veya travmatik olarak dokunun hasar
gormesini takiben, her organizmanin Oncelikli gorevi; kanamayir durdurma,
enfeksiyonu onleme, bozulan anatomik biitiinliik ile fonksiyonel yapiy1 onarmaktir [3
— 5]. Dermal doku iyilesmesi, hiicre ¢ogalmasi, hiicre gocii ve kollajen sentezi gibi
komponentlerden olusan dinamik bir olaydir. Tam kalinliktaki dermal yaralar dermis
ve epidermisi kapsar. Epidermis damarsiz bir yapiya sahiptir ve epitelizasyon ile

tyilesir, dermis ise graniilasyon dokusu olusumu ve kollajen sentezi ile 1yilesir [8].

Biiyiime faktorlerinin yara iyilesmesindeki rolli, deri yaralarinda ve gergek
graniilasyon dokusunda detayli bicimde incelenmistir. EGF gibi pek¢ok sayidaki
biiylime faktoriiniin bu islemde yer aldig1 gosterilmistir [23-28]. Yapilan calismalarin
cogu EGF’nin yara iyilesmesi tizerindeki hizlandirict veya onarici etkisini
gostermektedir ancak EGF’nin yara iyilesme siirecinde organizmada meydana gelen
oksidan olaylar lizerine etkisini gdsteren ¢alismalarm sayisi ¢ok azdir [18, 43, 146-

148].

Tiim bu bilgiler 15181nda bu ¢alismada, fizyolojik yara iyilesme siirecinde ve topikal
uygulanan EGF’ye bagli olarak rat deri dokusunda olusturulan yarada meydana gelen
oksidatif degisikliklerin arastirilmasit amaglanmistir. Bu amacla dorsolaterel
eksizyonel yara yapilan ratlar iki gruba ayrildi: 1- Tedavi edilmeyen kontrol grubu 2-
Topikal EGF uygulanan grup. Uygulama grubundaki hayvanlara her giin birer kez
olmak kosuluyla topikal olarak tek doz EGF (10ng/ml) uygulamasi yapilmistir.
Operasyonun 1., 5., 7. ve 14. giinlerinde ratlarm deri dokularinda TBARS, GSH,
NOx, AA diizeyleri ve SOD aktivitesi arastirilmistir.

Bulgularimizda, EGF uygulamasi yapilan grup ile tedavisiz grubun TBARS
diizeyleri karsilastirildiginda, EGF uygulanan grubun 5. giiniinde anlaml1 bir azalma

(P<0.05), 7. giiniinde ise anlamli bir artig goriilmiistiir. Tedavisiz grup kendi i¢inde
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degerlendirildiginde, TBARS diizeyinin 14. giiniinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalma bulunmustur. EGF uygulanan grup kendi i¢inde degerlendirildiginde ise,
TBARS diizeyleri 5. giinde 1. giine gore anlamli bir azalma, 7. glinde 5. giine gore

anlaml bir artig ve 14. giinde 1. ve 7. giine gore anlaml1 bir azalma tespit edilmistir.

Topikal olarak EGF uygulanan grupta 6zellikle 5. giindeki TBARS diizeylerinde
tedavisiz gruba oranla azalma gostermesi, lipit peroksidasyonundaki azalmaya isaret

ettigi i¢in EGF’nin antioksidan etkilerinin olabilecegini akla getirmektedir.

Literatiirde deri dokusundaki yaraya EGF uygulayarak derideki TBARS diizeylerini
gosteren bir calisma mevcut degildir. Ancak, Akbulut ve arkadaslarinin (2002)
yaptiklar1 calismada EGF’nin stres {ilseri olusturulmus ratlarda mide dokusunda lipit
peroksidasyonunu azalttig1 [47], Erkasap ve arkadaslarinin (2005) c¢alismasinda
etanolle mide tilseri olusturulmus ratlarda EGF uygulamasmin mide dokusu TBARS
diizeylerini azalttig1 gosterilmistir [149]. Bu bulgular bizim ¢alismamizi destekler
niteliktedir. Ayrica, yarada EGF’nin kombine antioksidan etkisini arastiran Hussein
ve arkadaslarmin (2010) renal iskemi/reperflizyon yarasina EGF ve eritropoietinin
(EPO), yaray1 koruyucu etkilerinin kontrollerine kiyasla fazla oldugu bulunmus ve
bdylece antioksidan 6zellik gosterdigi rapor edilmistir [150]. Bu bilgi dogrultusunda,
gelecek calismalarda EGF’nin EPO ile kombine etkisi arastirilabilir.

TBARS degerlerimizde goriilen 7. giindeki artis beklemedigimiz bir durumdur. Ek
olarak calismamiza benzer sekilde, EGF’yi oral submukozal implantla
uygulanmasmin oksidan olaylara etkisinin bakildigi ¢alismada, TBARS diizeyinin
EGF uygulanan grubun ilk giiniinde arttig1 tespit edilmistir [151]. Ancak bu bulgu
calismamiz i¢in yeterli bir agiklama getiremediginden yara dokusuna EGF
uygulamasinin inflamasyonun sonuna yakin bir evrede TBARS diizeylerini neden

arttirdigini arastiran yeni ¢alismalara vesile olabilir.

Bulgularimizda, EGF uygulamas1 yapilan grup ile tedavisiz grubun GSH diizeyleri
karsilastirildiginda, EGF wuygulanan grubun 14. giinlinde anlamhi bir artis
bulunmustur. Tedavisiz grup kendi icinde degerlendirildiginde, GSH diizeylerinde
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anlamli  bir degisiklik bulunmamistir. EGF wuygulanan grup kendi icinde
degerlendirildiginde ise, GSH diizeyinin 14. giinde 1., 5. ve 7. giine gore anlaml bir

sekilde arttig1 tespit edilmistir.

Literatiirde deri dokusundaki yaraya EGF uygulayarak derideki GSH diizeyini
gosteren bir calisma mevcut degildir. Ancak stres iilseri olusturulan ratlarda EGF
uygulamasinin mide dokusu GSH degerlerini degistirmedigini [47], EGF’nin oral
submukozal implantla uygulanmasinin yara dokusundaki GSH degerlerini 5 giin
icinde degistirmedigini [151] gosteren calismalar mevcuttur. Ayrica bagisikligi
baskilanmis ratlarda deri yara iyilesmesi slirecinde meydana gelen antioksidan
olaylarin 14 giin boyunca incelenmesinde GSH degerlerinin azaldigi tespit edilmistir
[152]. Calismamizdaki GSH degerinin sadece 14. giindeki artisina gore, EGF’nin
ozellikle yara iyilesme siirecinin ge¢ fazinda, bir antioksidan olan GSH iizerine etki

ettigi diistintilebilir.

Bulgularimizda, EGF uygulamasi yapilan grup ile tedavisiz grubun NOx diizeyleri
karsilastirildiginda, EGF uygulanan grubun 5. giiniinde anlamli bir artis bulunmustur.
Tedavisiz grup kendi i¢cinde degerlendirildiginde, 14. giindeki NOx diizeyinde 1., 5.
ve 7. gline gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edilmistir. EGF
uygulanan grup kendi i¢inde degerlendirildiginde ise, NOx diizeylerinin 5. glinde 1.
giine gore anlaml bir sekilde artarken; 7. ve 14. glindeki NOx diizeyleri 5. giine gore

anlaml bir sekilde azalmistir.

NOx diizeyinin 5. giinde anlamli bir sekilde artmasi, EGF’nin tetikledigi makrofaj ve
keratinositlerin hasarli bolgedeki faaliyetleri sonucu meydana gelmis olabilir. Bu etki
yara iyilesme siiresine ve toksik oksidan etkinin daha kisa zamanda giderilmesine
yardime1 olabilir. Yara iyilesmesi i¢in gerekli olan keratinosit ve makrofajlarin
proliferasyonu sonucu olusan NOx diizeyinin EGF uygulamasi ile artisi, EGF’nin
yara iyilesmesi siirecinde oksidan ajanlara karsi savas verdiginin gdstergesi olabilir.
EGF uygulanan gruplarin 7. ve 14. giiniindeki NOx diizeylerinin azalis1 ise yara
tyilesme siirecinde olumlu bir etken olarak diisiintilebilir ¢iinkii asir1 dozdaki NO

hiicre farklilasmasina neden olmaktadir.
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Bulgularimizla uyumlu olarak Heck ve arkadaslar1 (1992), insan ve fare keratinosit
kiiltiirinde EGF uygulamasinin yara iyilesmesinin erken evreleri i¢in keratinosit
proliferasyonunu arttirdigmi tespit etmislerdir. Buna karsin yara iyilesmesinin
ilerleyen fazlarinda ise EGF’nin keratinositlerce tiretilen NO ve hidrojen peroksidi

baskiladig1 belirtilmektedirler [153].

Bulgularimizda, EGF uygulamas1 yapilan grup ile tedavisiz grubun AA diizeyleri
kiyaslandiginda 6nemli bir degisiklik bulunmamistir. Tedavisiz grup kendi iginde
degerlendirildiginde, 5. ve 14. giindeki AA diizeyleri 1. giine gore anlamli bir sekilde
artis gostermistir. EGF uygulanan grup kendi i¢inde degerlendirildiginde ise, AA
diizeyleri 5. giinde 1. giine gore anlamli bir artis gdstermekte iken 7. giindeki 5. giine

gore anlaml bir azalma goriilmektedir.

Yara iyilesmesi stiresince kollajen tiretimi ve nétrofillerin fagositik etkileri icin AA
gerekli bir maddedir. Bulgularimizdaki AA diizeylerinde meydana gelen dalgalanma
kollajenlerin ve notrofillerin AA’nin oksidasyonunu tetikleyen reaksiyonlar sonucu
olustugu akla gelmektedir. Askorbik asidin oksidasyonu sonucu L-dehidroaskorbik
asit ve hidrojen peroksit olusur. Bunlar ikinci bir askorbik asiti ya da oksidasyona
duyarli bagka bilesikleri okside edebilir. Askorbik asit enzimatik esmerlesme
reaksiyonlar1 sonucu kinonlar ve baska oksidatif ajanlar tarafindan da okside edilir.
Oksidasyon iki asamali bir elektron transferinden meydana gelir. i1k {iriin anstabil bir
serbest radikal olan semikinona ve daha sonra dehidroaskorbik asite doniisen
monodehidroaskorbik asittir. Anaerobik kosullarda oksidasyon pH 4’te maksimuma
ulasir [154]. EGF uygulanan grup ile kontrol grubundaki degerlerin azalma ve artma
miktarlar1 benzerlik gostermektedir, ancak EGF uygulanan grubun 5. giiniindeki AA
diizeyinin artis1 1. giline kiyasla anlamli artis gostermesi EGF uygulamasinin yara
iyilesme siirecine erken sathada antioksidan etki gosterebildigini kanitlar niteliktedir.
Ancak calismamizda AA ve SOD aktiviteleri sonucunda olusan hidrojen peroksidin
ortamdan giderilmesini saglayan Katalaz (CAT) diizeyini incelemek de yararli

olabilirdi.
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Literatiirde deri dokusundaki yaraya EGF uygulayarak derideki AA diizeyini
gosteren bir ¢aligma mevcut degildir. Ancak, Giileg ve arkadaslarinin (2006) agiz
mukozasinda olusturulan yara iizerine ekzojen EGF uygulanmasi1 sonucunda, EGF
uygulanan grup kontrolleriyle kiyas edildiginde anlamli bir degisiklik bulunmamaistir

[151]. Bu bilgiler sonuglarimizi destekler niteliktedir.

Bulgularimizda, EGF uygulamas1 yapilan grup ile tedavisiz grubun SOD aktiviteleri
kiyaslandiginda anlamh bir degisiklik bulunmamistir. Tedavisiz grup kendi iginde
degerlendirildiginde, 5. ve 7. glindeki SOD aktiviteleri 1. gline gore anlamli olarak
artmustir, 14. giindeki SOD aktivitesi ise 7. giine gore anlamli olarak azalmigtir. EGF
uygulanan grup kendi i¢inde degerlendirildiginde, 5. giindeki SOD aktivitesi 1. giine
gore anlaml bir sekilde artmus, 7. giindeki SOD aktivite 5. giine gore onemli bir
sekilde azalmis, 14. giindeki SOD aktivite ise 5. ve 7. giine gore anlamli bir sekilde

azalmistir.

Bu caligmada, enzimatik bir antioksidan olan SOD aktivitesinin uygulama
grubundaki 5. giinde meydana gelen artis, EGF’nin 6zellikle yara iyilesme siirecinin
erken safhalarinda SOD aktivitesinin artis1 {izerine etkilerinin olabilecegini
disiindiirmektedir. Bu nedenle gelecekteki ¢alismalarda EGF dozu arttirilarak tedavi

tekrarlanabilir.

Literatlirde deri dokusundaki yaraya EGF uygulayarak derideki SOD diizeyini
gosteren bir ¢alisma mevcut degildir. Nishiguchi ve arkadaglarinin (1994), rat
derisinden elde ettikleri fibroblast kiiltiirlerinde EGF’nin Cu ve Zn-SOD aktivitesi
iizerine yaptiklar1 ¢alismada, EGF’nin SOD aktivitesini yiikselttigi gosterilmistir
[155]. Bu bilgi bizim c¢alismamizi destekler niteliktedir. Ayrica, Gupta ve
arkadaslarinin (2002) bagisiklik sistemi baskilanmig ratlarin deri dokusu tlizerindeki
calismasinda, SOD aktivitesinin O, konsantrasyonuna bagli oldugu ve bu sekilde
reaktif oksijen tiirleri ile oksidatif stresi azalttigi gosterilmistir [152]. Gelecek
calismalarda EGF’nin SOD aktivitesi iizerine daha verimli olabilmesi i¢in EGF ve

oksijen tedavisi birlikte kullanilabilir.
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Sonug olarak, yara olusturulan rat deri dokusunda meydana gelen oksidatif stresin
giderilmesi i¢in topikal olarak uygulanan EGF, yara bolgesinde olusan toksik
oksidan ajanlar1 giinlere bagimli olarak temizleyici nitelik tagimaktadir ve bunu
EGF’nin o0zellikle antioksidan miktarlarin1 arttirarak ve bir antioksidan gibi
davranarak gergeklestirdigi disiiniilebilir. Dolayisiyla derideki oksidan miktarin
azalmasina dolayl1 ve/veya direkt etki gosteren EGF’nin yara tedavisi i¢in faydali
oldugu soylenebilir ancak daha fazla ¢alisma ile desteklenmesi gerekir. Bu sonuglara
gore EGF, yaralanmalarda veya post-operatif durumlarda olumlu etki gosterebilir,
antioksidan etkisini daha iyi gosterebilmesi i¢in deriye niifuz edebilecek materyaller
ile desteklendiginde cilt yaslanmasina karsi koruyucu etki gosterebilir. Ancak
gelecek caligmalar i¢in EGF’nin farkli dozlar1 denenebilir veya tedavi farkli giinlerde
bitirilebilir, 6zellikle 5. giinde. Ayrica EGF ve diger antioksidan etkisi oldugu
diistiniilen maddeler ile birlikte tedavi tekrarlanabilir. Boylece, deride meydana gelen

yara sonrasinda olusan oksidatif hasarin giderilmesi icin EGF’nin etkisi arttirilabilir.
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