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OZET

Radyasyon zemininde gelisen yaralar, radyoterapi cihazlarinin gelistirilmesi ve
verilen radyasyonun normal dokulara verdigi zararin azaltilmasini amaglayan
calismalara ragmen, gunumuizde plastik ve rekonstruktif cerrahi agisindan énemli bir
problem olmaya devam etmektedir. lyilestirilmesi oldukca zor olan radyasyon yaralari
ciddi enfeksiyonlara yol agabilmekte hatta hayat tehdit eden noktalara varabilmektedir.
Sadece yaranin olustugu bolgeyi degil, ¢evre dokulari da olumsuz yénde etkiledigi icin,
lokal dokularla rekonstriiksiyonu neredeyse imkansiz kilmakta, serbest doku nakillerini
de zorlastirmaktadir.

Radyasyon zemininde gelisen yaralarin tedavisinde gunimizde uzun sureli yara
bakimi gerektiren pansumanlar, negatif basingli pansuman sistemleri, hiperbarik
oksijenle birlikte gucli antibiyoterapi gibi yontemler kullaniimakla birlikte, kok hiicre
ve fibroblast enjeksiyonlari, birtakim topikal ajanlar, blyime faktor uygulamalari gibi
yeni yontemler denenmistir.

Ozellikle oftalmoloji sahasinda (en ¢ok korneal ilserlerde) rutin olarak kullanilan
amniyotik membran, damak fisttllerinin tedavisinde (deneysel olarak), venéz Ulserler,
diyabetik ayak yaralari, basi yaralari, yaniklar gibi problemli yaralarin tedavisinde
kullaniimis ve basarili sonuglar elde edilmistir.

Calismamizda 6nemli bir problemli yara tirt olan radyasyon zemininde gelisen
yaralarda amniyotik membranin etkisi arastirilimis ve yapilan biyomekanik ve
histopatolojik incelemelerde, amniyotik membranin antimikrobiyal ve antiinflamatuar,
anjiogenik, epitel indlktif ve kollajen sentezini artirict yondeki etkilerinin, yara
iyilesmesi tizerinde olumlu etki gosterdigi gozlenmistir.

Elde edilmesi kolay, ucuz, bol miktarda bulunabilir bir doku olan amniyotik
membran, immunolojik reaksiyon gostermemesi bakimindan da Onemli bir avantaj
teskil etmektedir.

Bu 6zellikleri nedeniyle amniyotik membranin, ¢zellikle neoadjuvan radyoterapi
verilen hastalarin cerrahi tedavisinde kullanilmasi, radyasyona maruz kalmis dokulari
olusabilecek yaralardan koruyabilir. Ayni sekilde radyasyon zemininde gelisen yaralarin
bakimi ve tedavisinde de yeni bir tedavi alternatifi olarak kullanilabilir.

Vi



ABSTRACT

Radiation injury, continues to be a major problem for plastic and reconstructive
surgery, despite the development of radiotherapy devices aimed at reducing the harm
caused by the radiation on healty tissues. These wounds are extremely difficult to treat

and may lead to severe infections and can be even life-threatening.

Radiation injury is not only the region consists of the wound, it also adversely
affects the surrounding tissues that makes the free tissue reconstruction difficult and

local tissue reconstruction almost impossible.

Wound dressings, negative pressure dressings, hyperbaric oxygen therapy and
antibiotherapy are the main treatment modalities for radiation wounds today. But also
new methods such as stem cell and fibroblast injections, topical agents, growth factor

applications have been tried.

Amniotic membrane is routinely used especially in the field of ophthalmology
(mostly for corneal ulcers). It is also used for the treatment of palatal fistulas (in an
experimental study), venous ulcers, diabetic foot ulcers, pressure sores, burns and

successful results were obtained.

The aim of our study was to investigate the effects of amniotic membrane on
radiation injury. In biomechanical and histopathological evaluation, amniotic membrane
which has antimicrobial, anti-inflamattory, angiogenic and epithelial inductive effects,

found to be beneficial for the treatment of radiation injury.

Amniotic membrane is inexpensive, easy to obtain and can be found in plenty,

also lack of an immunogenic property is a significant advantage for its usage.

Due to features mentioned above, amniotic membrane can be used in the surgical
treatment of patients which were received neoadjuvant radiotherapy to prevent future

wounds. It can also be used for the care and treatment of radiation wounds.

Vil



1. GIRIS VE AMAC

Neoadjuvan (preoperatif) radyoterapi giiniimizde bircok yumusak doku sarkomunun
yaninda, bas boyun kanserleri, 6zefagus ve rectum kanserleri gibi kanser tirlerinde primer
timorin boyutunu kicultmek ve lokal invazyon derecesini azaltmak igin kullaniimaktadir.
(1-3) Ancak radyoterapi tumor hcrelerinin yaninda normal dokulara da zarar vererek,
cerrahi sonrasi yara iyilesme problemlerine sebep olmaktadir (4-5).

Vaskiler endotelyal hiicreler ve fibroblastlar radyasyon duyarliigi en fazla olan
hlicreler arasindadir (6-7). Radyasyon sonrasi yara iyilesmesinin bozuldugunu ve fibrozis
gelisimini gosteren calismalar mevcuttur (7-8).

Amniyotik membran plasentanin en i¢ kisminda yer alan membrandir. i¢ kisimda tek
tabaka halinde kollajenden zengin mezenkime bagli olarak bulunan amniyon hiicrelerinden
olusur. Amniyotik membranin re-epitelizasyonu tetikleyici, inflamasyon ve fibrozisi
azaltici ve anjiogenez Uzerinde de duzenleyici etkileri oldugu gosterilmistir (9). Ayrica bazi
calismalarda da antijenitesinin az olmasi nedeniyle doku mihendisligi calismalarinda
kullanildigi belirtilmistir (10). insan amniyotik membraninin gesitli etyolojilerle meydana
gelen yaralar Uzerindeki epitelizasyon saglayici etkisi bircok calismada gosterilmistir (11).
Bahsedilen 6zellikleri nedeniyle radyasyon zemininde gelisen yaralarda da epitelizasyonu
indlkleyici ve yara iyilesmesini hizlandiricihginin yanisira yara gerilim kuvvetini artiracagi
dustnulerek calismamizin amacini olusturmaktadir.

Lokal ileri evre tumorler basta olmak Uzere malignitelerin kiratif tedavisinde
preoperatif radyoterapi glncelligini korumaktadir.Ancak radyoterapi cilt Uzerindeki
olumsuz etkileri nedeniyle yara iyilesme bozukluklarina neden olabilmektedir. Radyoterapi
sonrasl yara iyilesmesi problemsiz olarak saglanabilirse hastalarin yara nedeniyle maruz
kalabilecekleri komplikasyonlardan kaginilarak survi artirilabilecegi gibi hastalarin yasam
kalitelerinde de artis saglanabilecektir. Bu bilgiler 1s1ginda, calismamizin kanitlanmis
model (zerinden olusturulmus radyasyon zeminindeki yaraya insan amniyotik
membraninin uygulanmasi, makroskopik ve histopatolojik degerlendirmeler 1s1ginda,
preoperatif radyoterapinin neden oldugu yara iyilesme problemlerine alternatif bir tedavi

yaklasimi sunacagi 6ngorilmektedir.



2. GENEL BILGILER

YARA, YARA IYILESMESI ve SINIFLANDIRILMASI

Yara, normal bir anatomik yapinin, yapisal ve fonksiyonel butunliginin
bozulmasidir. Yara iyilesmesi ise bu bozulmus anatomik ve fonksiyonel yapinin

batunlugundn tekrar saglanmasi igin isleyen karmasik ve dinamik bir suregtir (12).

Yara iyilesmesi, bir organizmanin, lokalizasyonu ister deride, isterse karacigerde veya
kalpte olsun, yaralanmalara karsi verdigi topyekin cevap olarak algilanabilir. Bu karmasik
siireg, deride meydana gelen bir yara iyilesmesinde tiim boyutlariyla goriilebilir. intrensek
ve ekstrensek pihtilasma sistemleri aktive olur, akut ve kronik inflamatuar yanitlar ortaya
cikar, anjiyogenez ve vaskilogenez araciligiyla yeni damarlanma meydana gelir. Hicreler
cogalir, bolundr, apopitozis gergeklesir. Ekstraselliler matriks yigilimi olur ve bu olusum
yeniden sekillenir. Bltun bu olaylar es zamanli ve Ust Uste gelen sureglerde ortaya Gikar.

Yaralar, akut ve kronik olarak ikiye ayrilir. Akut yaralar genellikle normal iyilesme
strecini tamamlayarak iyilesebilirken, kronik vyaralarda ise yara iyilesme suregleri
tamamlanamamaktadir (12). Deri grefti dondr alanlari, 1siriklar ve dermabrazyonlar akut
yaralara ornek verilebilir (13). Basi yaralari, diyabetik ayak yaralari ve vendz ulserler ise
kronik yaralara 6rnek olarak verilebilir ve kronik yaralarin yaklasik % 70’ini olustururlar.
(14). Komplike yara ise ayri bir antite olup, doku defekti ve enfeksiyon birlikteligini ifade
eder (15). Yara iyilesme tipleri ikiye ayrilir (16).

1-Yaralanmis organ veya dokunun fiziksel ve fizyolojik buttnligini saglamak lizere
olusan yeni doku ile onarim; Skar olusumu
2-Yaralanmis organ veya dokuyu daha once olusturmus olan stireclerin yeniden

faaliyete gecerek meydana getirdigi onarim; Rejenerasyon sureci.

Yara iyilesmesi ayrica primer, sekonder ve tersiyer yara iyilesmesi olarak da

siniflandirilir.

Primer yara iyilesmesi icin en iyi 6rnek enfekte olmayan temiz bir insizyonun



suttirasyonu sonrasi meydana gelen yara iyilesmesidir. Sutlr hattindaki fibrozis zerinde
epitel rejenerasyonu gercgeklesir. Yaklasik 24-48 saat icinde epitel gogalmasi gergeklesir. 2.
haftadan itibaren kollajen birikimi ve diizenlenmesi devam eder. Birinci ayin sonunda skar
yiizeyi normal epidermisle értiilmustiir. insizyon hattinda deri ekleri kalici olarak kaybolur
7).

Sekonder yara iyilesmesi genellikle hiicre ve doku kaybi daha fazla oldugunda
gerceklesir. iltihabi reaksiyon daha yogundur. Ekstraselliiler matriks birikimi ve asiri
granilasyon dokusu olusumu gerceklesir.Yara yizeyinde biylk miktarda nekrotik atik,
ekstida ve fibrin bulunur. Fazla granilasyon dokusu daha fazla skar dokusu ile sonuglanir.
Yara kontraksiyonla orjinal boyutun % 5-10’u kadar kuculir. Bu kasiimanin baslica

sorumlusu miyofibroblastlardir (18).

Tersiyer yara iyilesmesi, gecikmis primer kapama olarak da adlandirilir. Yara belirli
bir siire acik birakildiktan sonra kapatilir. Bu sure eksudanin drenaji ve ddem siddetinde

azalma gibi fizyolojik sureclere olanak saglar (19).

Yara lyilesmesinin Evreleri
Clark yara iyilesmesinin temel 3 fazda incelenmesi gerektigini belirtmistir (20). Bu 3

temel siirec birbirinden keskin sinirlarla ayrilamayan ve ic ice gegmis siireclerdir (21).

1-inflamasyon Fazi
Erken ve ge¢ inflamasyon fazi olarak ikiye ayrilir.

Erken inflamasyon fazi yaranin olusumu sonrasi gerceklesen koagulasyon evresinin
hemen ardindan baslar. Kompleman kaskadini ve diger molekdler olaylar tetikleyerek
yara bolgesine notrofil gocunun gerceklesmesini saglar. Bu noétrofil infiltrasyonu yarayi
enfeksiyondan koruyan temel basamaktir (22). Notrofil infiltrasyonu sonrasi nétrofiller
fagositoza baslarlar. Yara tUzerindeki debris ve bakteri icerigi notrofiller tarafindan fagosite
edilir. Bu basamak yara iyilesmesi acisindan oldukga Kkritiktir; c¢lnki bakteriyel
infiltrasyonun ortadan kaldirilamamasi yara iyilesmesinin bozulmasiyla sonuclanir (23,24).
Notrofillerin yara bolgesine gocunu bir takim sitokinler gerceklestirir; TGF-beta, C3a ve

C5a gibi kompleman komponentleri ve formilmetyonil peptidleri bunlardan bazilaridir (24).



Endotel hicreleri tUzerindeki yuvarlanma ve yapisma olarak bilinen hareketlerin sonrasinda
diapedez adi verilen olay gerceklesir ve notrofiller endotel hiicreleri arasindan yara
bolgesine ulasirlar (25). Notrofiller yara bolgesindeki bakteri ve debrisi oksijen bagimli
birtakim reaksiyonlar ve proteolitik enzimler yoluyla ortadan kaldirirlar (26). Goérevini

tamamlayan notrofiller tedrici olarak yara bolgesinden uzaklastirilirlar (25,27).

Gec inflamasyon fazi, 48-72 saat sonra, makrofajlarin yara bolgesinde belirerek
fagositoza devam etmesiyle baslamis olur (25, 28). Bu hiicreler aslinda kan dolasiminda
bulunan ve birtakim fenotipik degisiklikler sonrasi yara bolgesine doku makrofajlari olarak
ulasan kan monositleridir. Yara bolgesine bazi kemoatraktanlarin uyarisi sonucu ulasirlar.
PDGF, TGF-B, Iokotrien B4, platelet faktor 1V, elastin ve kollajen yikim runleri bunlarin
bazilaridir. Makrofajlar notrofillere goére daha uzun oémdarlidarler ve daha dusik pH’ta
aktivite gosterebilirler (29). inflamasyon fazinin ana diizenleyici hiicreleridirler.
Keratinositler, fibroblastlar ve endotelyal hiicreleri aktive eden birtakim maddeleri salarlar.
(TGF-a, EGF, fibroblast growth factor [FGF], kollajenaz vs.) (30). Makrofajlarin yoklugu
veya fonksiyon bozuklugu; yaranin yetersiz otolitik debridmani, yetersiz anjiogenez,
fibroblast proliferasyonunun gecikmesi sonucu yetersiz fibrozis gelismesi nedeniyle ciddi
yara iyilesme bozukluklarina sebep olur (27,31).

inflamatuar fazda yara bolgesine gelen son hiicre grubu lenfositlerdir. (ortalama 72
saat). Lenfosit gociine sebep olan ana medyatérler IL-1, kompleman komponentleri ve IgG

yikim drunleridir. Lenfosit gocini takiben proliferasyon fazi baslar (25,26, 32).

2-Proliferasyon Fazi

Yara kenarlarinda yer alan epitelyal hicreler sivi kaybini ve daha fazla bakteriyel
invazyonu 6nlemek amaciyla ¢ogalmaya baslarlar. (22))Bu epitelyal proliferasyonu ve
kemotaksisi saglayan temel medyatdrler, plateletler ve makrofajlar tarafindan salinan EGF
ve TGF- a’dir (33,34). Aslinda epitelizasyon, yaralanmadan hemen sonra salinan IL-1 ve
TNF- o gibi sitokinlerin, fibroblastlarda Keratinosit Buyime Faktori (KGF) gen
ekspresyonunu uyarmasi ile baslar. KGF-1, KGF-2 ve IL-6, keratinositlerin yara
kenarlarindan yara yuzeyine dogru gocun, proliferasyonunu ve diferansiasyonunu saglar.

(35,36). insanlarda en 6nemli Keratinosit Bilyiime Faktorii KGF-2 gibi gériinmektedir (37).



Fibroblastlar ve endotelyal hcreler, proliferasyon fazinda en ¢ok prolifere olan
hicrelerdir. Yara etrafindaki intakt venillerdeki endotelyal hiicreler VEGF(vaskiiler
endotelyal biylme faktéri) salinimi sonucu uyarilarak yeni kapiller tupleri olustururlar.
VEGF baslangicta yara etrafindaki keratinositlerden salinirken ayrica makrofajlar,
plateletler, fibroblastlar ve endotelyal hiicrelerden de salinirlar. Endotelyal hicreler ayrica
endotelyal Nitrik Oksit Sentetaz (eNOS) yoluyla Nitrik Oksit (NO) sentezleyerek
salgilarlar. NO, VEGF salinimini daha cok artirir. NO ayni zamanda dokulari iskemi

reperfizyon hasarinin toksik etkilerinden de korur (38).

Bu fazda fibroblastlar yara yiizeyine dogru goc ederek kollajen Uretmeye ve
cogalmaya bagslarlar. Plateletlerden ve makrofajlardan salinan PDGF ve EGF fibroblastlar
icin temel medyatorlerdir. PDGF salinimi fibroblastlar tarafindan otokrin ve parakrin
sinyallerle artirthir. Bu arada fibroblastlar daha sonraki evrelerde yara kontraksiyonunu
meydana getirecek olan miyofibroblastlara donismeye baslarlar. Bu donistimi daha ¢ok
makrofajlar tarafindan salinan TGF-B1 saglar. Myofibroblastlarin gogalma potansiyeli, yara

cevresindeki fibroblastlara gére daha azdir (39).

PDGF’ye cevap olarak fibroblastlar  kollajen tip 3, fibronektin ve
glikozaminoglikanlardan olusan éncii bir matriks sentezlerler (40). integrinler, bu 6ncii
matrikse diger hicrelerin gelip tutunmasini saglayan proteinlerdir ve Gretimleri TNF- a
tarafindan tetiklenir (41). TGF-f3, 7-14.gunlerde pik yaparak ekstraselltler matriks Gretimini
artirirken, yikimini azaltir. TGF-f fibroblastlar kollajen tip-1 sentezi yoniinde uyarir, MMP
(matriks metalloproteinaz) Gretimini azaltir, MMP inhibitorlerinin salinimini artirir ve

hlicre adhezyon proteinlerinin salinimini artirir (38).

Genis yaralarin iyilesmesinde fibroblastlarin  miyofibroblastlara ddnismesini
saglayarak yara kontraksiyonunu saglayan TGF-B’nin etkin oldugu distinilmektedir (42).

Proliferatif fazi, mattrasyon fazi takip eder.

3-Maturasyon Fazi

Klinik agidan yara iyilesmesinin en o6nemli evresidir. Bu evredeki temel olay
kollajenin organize bir bicimde depolanmasi ve bir ag olusturmasidir. Kollajen sentezindeki
herhangi bir bozukluk yara gerilim kuvvetinde azalmayla, kontrolsiiz bir depolanma ise

hipertrofik skar veya keloid olusumuyla sonuglanir (22).



Baslangicta yara bolgesinde olusan matriks agirlikli olarak (hemostaz evresinde
olusan) fibrin ve (makrofajlar tarafindan salinan) fibronektinden meydana gelir (43).
Fibroblastlar tarafindan sentezlenen glikozaminoglikanlar ve proteoglikanlar bu matrikse
eklenerek daha sonra olusacak kollajen cati icin bir iskelet gorevi gorirler (44). Bu iskelet
cati yerini daha giclu ve organize olan kollajen ¢atiya birakir. Normal deride kollajen tip 1
%80-90 oraninda bulunurken, kollajen tip 3 % 10-20 oraninda bulunur. Granulasyon
dokusunda ortalama % 30 tip 3 kollajen bulunurken, olgunlasmis skarda bu oran tekrar %
10’a doner (45). Yara kuvvetinin saglanmasinda belirgin etkisi olmayan Tip 3 kollajenin
erken donemde depolanmasinin roli tam olarak anlasiimamistir. Matriksin yeniden
sekillenmesini saglayan matriks metalloproteinazlar (MMP) her kollajen tipi icin farkli bir
tipe sahiptir. Bunlarin salinimi TGF-B, PDGF, IL-1 ve EGF gibi sitokin diizeylerinden
etkilenir. Doku MMP inhibitorleri salinimlarini azaltirken, TGF-Bve IL-6 ise fibroblastlar
tarafindan MMP salinimini artirir (46). Matriks metalloproteinazlari basta MMP-3 olmak
uzere kollajen cati ve fibroblastlar arasindaki baglantilari yikarak mattrasyon evresindeki

yara kontraksiyonunun gelismesinde énemli rol oynarlar (47).

Yara kontraksiyonunun daha fazla gerceklesmesi icin fibroblastlar miyofibroblastlara
dondsurler. Bu donusim TGF-( etkisi altinda gerceklesir. Bu diferansiasyon fibronektinin
alternatif bir formunun olusturdugu hicre etkilesimi ile gergeklesir. Fibroblastlardan daha
fazla alfa diiz kas aktin izotipi sentezlenmesini saglayan bu etkilesimin hiicre kontraktilitesi
ile baglantisi gosterilmistir (48). TGF-B fibroblastlarin miyofibroblastlara farklilasmasini
artirirken, yara kontraksiyon yukunun azalmasi miyofibroblastlarin zamanla apopitozise
gitmesine ve kollajen sentezinin de azalarak belirli bir diizeyde kalmasina neden olur.
Bunlarin sonucunda ciltte normal bir skar olusur. Devam eden mekanik yik ve yara
gerilimi miyofibroblastlarin kollajen sentezinin devam etmesine ve patolojik antiteler olan

kontraktlr ve hipertrofik skar olusumuna neden olur (48) .

Kollajen sentezi yaralanmay! takiben 4-5 hafta kadar devam eder. Bu stirede fibroblast
sayisi artarken, hiicre basina diisen kollajen sentez miktari da artis gosterir (49, 50).

Baslangicta sentezlenen kollajen tabakasi normal bir ciltteki kollajen tabakasindan
daha incedir ve cilde paralel olarak dizilmistir. Zamanla bu kollajen iplikleri absorbe olarak
daha kalin ve cilt gerilim cizgilerine uygun olarak dizilmis bir kollajen yapisi olusturur.
Gerilimi artmis bir yarada kollajen tabakasinin kalinligi daha fazla olur. Bu da yara gerilimi



ile kollajen sentezi ve oryentasyonu arasindaki pozitif korelasyonu gosterir (30).

Granulasyon dokusundaki kollajen bilesimi, normal cilttekinden daha farkhdir.
Granulasyon dokusundaki kollajenin lizin reziduleri daha fazla glikozilasyon ve
hidroksilasyona ugrarlar. Bu da daha fazla glikozilasyon ve hidroksilasyonun daha ince

kollajen lifleri ile korele oldugunu gosterir (51).

Yara sonrasi cilt, bir daha asla eski giiciiniin % 100’Une kavusamayacaktir; 1.haftada
yara direnci normal derinin % 10’u kadardir. Fakat bu takip eden 4 haftada hizla artar ve 2.
ayda yara direncinin hizla artisi kollajenin capraz baglarinin artisi ve fibril cap artisi
sonucudur. 3.ayda yara direnci ortalama %70-80’dir, fakat genellikle bu noktanin Gtesine

gecmez (52).

IYILESMEYEN YARALAR

Kronik veya iyilesmeyen yaralar olarak tanimlanan yaralar, genelde epitelizasyonu
tamamlanamayan veya 30 gin icerisinde kapanmayan yaralar olarak tanimlanirlar. Diabetes
mellitus, arteryel iskemi, vendz yetmezlik, lenfédem, steroid kullanimi, bad doku
hastaliklar ve radyasyon hasari yara iyilesmesini geciktiren faktorlerden bazilaridir. Bu
faktorler altinda olusan yaralarin ¢ogunda tedavi debridmanla baslar. Bircok tedavi
secenegine ragmen bu problemli yaralarda hala cerrahi tedavi énemli bir yer tutmaktadir
(53).

YARA IYILESMESINIi OLUMSUZ ETKILEYEN FAKTORLER
Yara iyilesmesini olumsuz etkileyen faktorler iki ana grupta ele alinabilir;

1-Lokal (intrinsik faktorler)
-iskemi ve hipoksi
-Enfeksiyon
-Yabanci cisim
-Radyasyon

-Vaskiiler bozukluklar (ateroskleroz ve ventz yetmezlik)



2- Sistemik (Ekstrinsik faktorler)
-Sistemik vaskuler hastaliklar

-Kronik hastaliklar (Diabetes mellitus, hepatik, renal, otoimmun ve hematolojik
hastaliklar)

-Malnutrisyon

-Sistemik ilag kullanimi (Steroidler gibi.)
-Alkolizm

-Sigara kullanimi

-Kemoterapi

Yara iyilesmesini bozan sistemik ve lokal faktorlerin bir kismi asagida ele alinacak ve
calismamizin konusu olan radyoterapi zemininde gelisen yaralar ve radyasyon hasarinin

etki mekanizmalari ayri bir baslik altinda incelenecektir.

ENFEKSIYON

Acik vyaralar cevreden ve hastanin  kendi florasindan  kaynaklanan
mikroorganizmalarla kontaminasyona agciktirlar. “Kontaminasyon”, yarada g¢ogalmayan
mikroorganizmalar ifade ederken, “kolonizasyon” ise yarada ¢ogalan mikroorganizmalarin
var oldugu anlamini tasir. Yara enfeksiyonu, doku ile bakteriyel yik arasindaki dengesizligi
ve bunun sonucunda gelisen doku hasarini ifade eder (54). Bakteriyel enfeksiyon yara
iyilesmesini bircok mekanizma ile olumsuz yonde etkiler. Yara bolgesindeki akut ve kronik
inflamatuar yik fibroblast proliferasyonunu ve ekstraselliiler matriks sentezini yavaslatir.
(23).

Gram doku basina 1000000 bakteri, yara enfeksiyonu icin esik deger olarak kabul
edilir ve bu sayminin (zerinde bakteri yara icerisinde kolonize oldugu zaman yara
enfeksiyonundan s0z edilebilir (55). Bu miktar plastik cerrahi acgisindan da Onem
arzetmektedir; ¢cunkl bu sayinin Gzerinde bakteri ihtiva eden yaralarin greft veya flep ile

kapatiimasi uygun degildir (56).

Ates, hassasiyet ve agri, eritem, 6dem ve pirilan akinti yara enfeksiyonuna isaret

eden bulgulardir.



MALNUTRISYON

Yara iyilesme siireci, ek kalori alimi gerektiren,anabolik bir strectir (57). Yanik gibi
genis yaralar metabolik tiketim hizini daha ¢ok artirirlar ve kalori ihtiyacini artirirlar.
Kronik protein dustklugu yara iyilesmesini ciddi derecede yavaslatir. Kronik yarasi olan
hastalarin kilo agisindan yakindan takibi, besin alimi, protein ve albiimin degerlerinin takibi
yaptimalidir (58). Proteinler disinda B ve C vitaminleri de kollajenin hidroksilasyon ve
capraz bag olusumu asamalarinda yer aldiklarindan kronik yara tedavisinde oénemlidirler.
Cinko, bakir ve magnezyum eksiklikleri de yara iyilesmesinde 6nemli yere sahiptir (59). A
vitamini (retinoik asit)’in fibroplazi, kollajen sentezi, kollajen capraz bag olusumu ve
epitelizasyonda etkili oldugu gosterilmistir. Ayrica steroidlerin neden oldugu yara iyilesme

problemlerinde de A vitamininin etkili oldugu bilinmektedir (60).

DIABET VE OBEZITE

Diabetik hastalarda yara iyilesmesi, bircok mekanizma ile bozulmustur.
Mikrovaskuler hastalik, noropati, major vaskiler tikanikliklar bilinen ana faktorlerdir.
Diabetik hastalarin yaklasik % 30-60’inda arteryel yetersizlik mevcuttur (61). Bazi
calismalarda diyabetik hastalarda PDGF ve KGF dizeylerinin de diismus oldugu ve bunun
da iyilesmeyi bozan faktorlerden biri oldugu ileri strllmustir (62). Obezite, diyabetten
bagimsiz olarak yara iyilesmesini bozar. Yaranin yetersiz perfizyonu ve yag dokusu
nekrozu, diabetik ve diabetik olmayan obez hastalarda yara iyilesme bozuklugunun sebebi

olarak gortlmektedir (63).

KORTIKOSTEROIDLER

Hem topikal hem de sistemik steroid kullanimi yara iyilesme bozukluguna sebep
olur. inflamasyon, kollajen sentezi ve yara kontraksiyonu kortikosteroid kullanimiyla
bozularak yara iyilesme bozukluguna sebep olur. Steroidlerin bu asamalari hangi
mekanizmayla bozdugu tam olarak bilinmemektedir. inflamasyon fazinin bozulmasi,
yaranin bakteri direncini duslrerek enfeksiyonun ilerlemesine neden olur. Steroid
kullananlarda PDGF ve KGF distklugi gorulir (64,65).

Steroidler lizozomal membranlar stabilize ederek yara iyilesme strecini yavaslatirlar.
Kortikosteroid kullananlarda vitamin A desteginin yara iyilesmesini hizlandirdig

gosterilmistir (60).



KEMOTERAPI

Yara iyilesmesinin proliferatif fazinda, bilindigi gibi bircok hicre cogalma
evresindedir. Kemoterap6tik ilaclar en belirgin 6zellikleri olan antiproliferatif etki ile yara
iyilesmesinin bu fazini engelleyerek yara iyilesmesini bozarlar. Bu nedenle birgok
onkolojik cerrahi operasyon sonrasi yara iyilesmesinin sorunsuz gerceklesmesi amaciyla

postoperatif 5-7 glin boyunca kemoterapi verilmez.

RADYOTERAPI

Tarihge

1895 yilinda Wilhelm Konrad Roentgen, Crookes tupinden elde ettigi 1Sima
sayesinde, 1896 yilinda kemikleri bir plaka Uzerinde fotograflayabilecegi bir ydéntem
kesfetti. Bu icat, modern tipta tani ve tedavi araci olarak radyasyon kullaniminin yolunu
acmis oldu. 1898’de Curie, ilk radyoaktif madde olan radyumu tanimlamis ve ayni yilda
Bequerel radyoaktivite kavramini gelistirmistir. 1896 yilinda J Daniel tarafindan ilk
radyasyon dermatiti rapor edildi. Bunun Gzerinden bir dekad gecmeden Frieben tarafindan,
bir teknisyenin elinde kronik maruziyet sonucu gelisen cilt kanseri rapor edildi. Wolbach,
kronik radyasyon maruziyeti sonrasi ortaya ¢ikan histolojik degisiklikleri gdstererek
radyasyon hasarina olan ilgiyi artirdi. 1909°da Butlin 2 oral kanser vakasinda radyum

uygulamasinin timérde anlamli regresyon sagladigini gosterdi (100).

Takip eden 3 dekad boyunca arastirmacilar radyasyonun biyolojik etkilerini ve
yarattigi sonuclari arastirdilar. Paterson ve Parker tarafindan hazirlanan doz-siire semalari
ile radyasyonun terapotik etkisinin artirilmasi saglandi. Coutard ve Strandqvist fraksiyone
tedavi yontemlerini gelistirdiler. Baclesse, tumorlerin merkezi kisimlarinin radyasyona ¢ok
daha direncli oldugunu gézlemledi ve radyoterapi siresinin 6-10 hafta olmasi gerektigini
ileri stirdd. Sonucta Parker’in gunlik bolinmis dozlarda verilen ve yaklasik 5 hafta siiren
tedavi semasi genis kabul gérdu (101).

Sipervoltaj makinelerinin gelistirilmesiyle tumérin bulundugu derinlige ylksek doz
radyasyonu ulastirarak cildin mimkin oldugunca korunmasi amaglandi. Bu teknik, cerrahi

ve radyoterapinin kombine olarak ilerlemis kanser tedavisinde kullaniimasini sagladi.

Preoperatif ve postoperatif radyoterapinin tumor tUzerindeki etkilerini arastiran birgok
calisma ikisi arasinda anlamh fark olmadigini gosterdi. Fakat preoperatif radyoterapi
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sonrasi  komplikasyonlarin, postoperatif radyoterapiye gore daha fazla oldugu
bilinmektedir (102).

Bu nedenle radyoterapinin doku ve yara iyilesmesi (zerine etkilerinin ¢cok daha iyi
anlasiimasi ve bu etkileri dnleyecek tedavi yontemlerinin gelistirilmesi hala arastirmaya

acik bir alan olarak varligini korumaktadir.

Radyoterapi Yontemleri

1895’te Roentgen’in X-Ray isinlarini icadi ve 1898’de Curie’ler tarafindan yapilan
radyumun kesfinden sonra radyoterapi yontemleri strekli olarak gelistirilmistir. Erken
donemde asiri yiuksek dozlarda verilen radyasyonun neden oldugu ciddi yan etkiler
fraksiyone radyoterapinin bulunmasiyla azaltilmaya cahisiimistir. Fraksiyone radyoterapi
daha iyi tumor kontroli sagladigi gibi, dozlar arasindaki surelerde normal dokularin
iyilesmesine de firsat vermektedir.

Eksternal radyoterapi gintmdizde lineer hizlandiricilar tarafindan verilmekte, bu
yontemle radyasyonun derin dokulara daha etkili ulasmasi saglanmakta ve cilt Gzerindeki
olumsuz etkileri azaltilmaktadir. Bilgisayar ve gortnttileme yontemlerinin gelistirilmesi ve
radyasyon isinlarinin hedefe daha iyi ulasmasini saglayan stereotaktik sistemlerle normal

dokularin daha fazla korunmasi amaclanmaktadir (68).

internal radyoterapi (brakiterapi) timérlii alan icerisine direkt olarak radyasyonun
ulastiriimasini saglar. Prostat kanserlerinde, yumusak doku sarkomlarinda, meme ve serviks

kanserlerinde kullaniimaktadir (66).

Radyoterapi’nin Etki Mekanizmasi

Radyoterapi kanserli hiicreleri dldirirken, saghikli hiicreler ve dokular Gzerinde de akut
ve kronik etkilere neden olmaktadir. En 6nemli komplikasyonlarindan biri yara iyilesme
bozuklugudur. Radyoterapinin erken doénem etkileri; eritem, kuru deskuamasyon,
hiperpigmentasyon ve kil folikili kaybidir. Ge¢ dénem etkileri ise, cilt atrofisi ve cilt kurulugu,
telanjiektazi, pigmentasyon bozukluklari, fibrozis ve iyilesmeyen yaralar olarak siralanabilir
(67). Radyasyonun meydana getirdigi yan etkilerin derecesi 1sinlanan viicut bolgesinin
radyasyon sensitivitesine, 1sinlanan normal doku hacmine, toplam doza ve doz birikimine

baglhdir.
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Radyasyonun erken etkileri sonucunda yara iyilesmesinin inflamatuar ve proliferatif
evresindeki olaylarin normal akisi bozulur. Radyoterapi olumsuz etkisini daha ¢ok hizli
cogalan hicreler lzerinde gostermektedir. Cilt, mukoza ve kemik iligi en cok etkilenen
dokulardir (68) . Radyasyonun yan etkileri irradiye organlarin hiicrelerindeki direkt hicre
6limdane, radyasyonun kuglk kan damarlari Uzerindeki etkisine ve inflamatuar sureclerde

ve onarim siireclerinde meydana gelen etkilere bagli olabilir.

Cilt tim eksternal radyoterapilerin maruziyet sahasinda bulundugundan tim

gelismelere ragmen radyasyondan en ¢ok etkilenen dokulardan biridir.

Erken Etkiler

Radyasyon, hasarli DNA, protein ve hiicre membranlarinin sebep oldugu apoptotik
hiicre 6limine neden olur. Radyasyon hasari zemininde meydana gelen apoptotik hicre
6luma, hayvan modellerinde daha erken ortaya ¢ikmaktadir (68). Endotelyal hiicrelerde de

ayni etkilerin meydana gelmesi, vaskiiler endotelyal hasara ve tromboza zemin hazirlar.

Meydana gelen akut inflamatuar cevap TNF-q, IL-1, IL-8 ve INF-y sentezine neden olur.
Bu sitokinlerin kisa yarilanma émri ve anti inflamatuar sitokinlerin etkisiyle (TGF-(3, IL-4, IL-
10 ve IL-13) inflamasyon sonlanir. Ancak radyasyonu takiben meydana gelen inflamatuar

stire¢, pro-inflamatuar sitokinlerin yogunlugu nedeniyle tam olarak ¢ozilmez (69).

Nitrik oksit (NO), fibroblastlar ve makrofajlar tarafindan sahlinir, kollajen birikimini
indukler. Hayvan modellerinde radyasyon zemininde olusan yaralarda NO’nun azalmis oldugu
gosterilmistir (70). TNF-a ve IFN-y gibi radyasyon sonucu artan faktorlerse kollajen birikimini
engelleyici yonde hareket ederler. Tum bunlarin sonucunda, iradiye edilmis bir yarada erken

donemde gerekli olan kollajen birikimi yetersiz kalir.

Radyasyon hasari sonrasi re-epitelizasyon bazal membranin hasarina bagli olarak
gecikmeye ugrar. Granulasyon dokusu gelisimi ayni sekilde gecikmistir ve radyasyon hasari
olmayan dokuya gore daha etkisizdir. Radyasyon hasari sonrasi yarada MMP-1 dizeyleri

azalmistir; hiicre gocu, anjiogenez ve doku rejenerasyonu buna bagli olarak azalir.

Geg Etkiler
Radyoterapinin gec etkileri, nekroz, atrofi, fibrozis, vaskuler hasar ve karsinogenez

olarak siralanabilir. Ekstraselltler matriks icerigi radyasyon sonrasinda degisen TGF-(3

12



duzeyleri, mast hiicre aktivasyonu, hasarli fibroblastlar ve mikrovaskiler hasar nedeniyle
degismistir. Radyasyon maruziyeti olan alanlarda matriks metalloproteinazlarin yikimindan
kaynaklanan ylksek miktarda kollajen tip 1 birikimi mevcuttur (71).Radyasyon maruziyeti
olan alanda meydana gelen mikrovaskuler hasar, iskemiye, fibrozise, nekroza ve atrofiye
neden olur. Mikrovaskiler hasar, radyasyonun uzun dénem etkilerinin olusmasinda temel
faktor olarak kabul edilse de, kimi calismalar radyasyon hasarinda dokuda hipoksisi
olmadigini gostermis (72) ve uzun dénem etkilerin fibroblastlarda meydana gelen kalici
hasardan kaynaklanma ihtimalini diisindiirmustiir. irradiye fibroblastlar fonksiyonel olarak
anormaldirler; bir calismada normal sinjenik fibroblastlarin radyasyon yarasina enjeksiyonu
sonrasinda normal yara iyilesmesi gozlenmistir (73). Radyasyon sonrasi uzun doénem
etkilerin en 6nemlilerinden biri de reaktif fibrozistir. Daha once bahsedildigi gibi artmis
TGF-B sentezi, fibroblastlar ile MMP’lar arasindaki bozulmus iliski, reaktif fibrozisin temel
nedenleridir. TGF-B1, radyasyona baglh fibrozisin temel sorumlusu olarak disunilmustdr.
(74).

Radyasyon Yaralarinin Tedavisinde Guincel Deneysel Arastirmalar (67)

Tablo 1: Radyasyon yaralarinin tedavisinde kullaniimis yéntemler.

Pansumanlar Hucre Topikal Ajanlar BlUyume Faktorleri
Enjeksiyonlari
Hidrojel Membranlar ~ Saglam fibroblastlar Polifenolik TGF-B(1,2,3)
bioflavonoidler
Bakteriyel Selliiloz Dermis kokenli Fenilbutirat, valproik PDGF
multipotent hiicreler asit, askorbik asit
Gumds Adipoz kok hucreler Transglutaminazlar Rekombinant hEGF
Nanopartikller
Deri Alogreftleri Bakir tripeptidler M-CSF
Trombin reseptor G-CSF

aktive edici peptid
FGF, VEGF

Amniyotik Membran

insan amniyotik membrani yaklagtk 100 vyildir problemli yara tedavilerinde
kullaniimaktadir. Amniyotik membranin antibakteriyel ve antienflamatuar Ozellikleri onu
yara tedavisinde kullanilabilecek dogal bir tedavi secenegi olarak sunmaktadir. Son
yuzyilda yaniklar, vendz (Ulserler, korneal lserler, ortopedik ameliyatlar ve bazi diger

problemli yaralarin tedavisinde denenmistir.
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Amniyotik Membranin Ozellikleri ve Etki Mekanizmalari

Anatomi ve Histoloji
Amniyotik membran fetal membranlarin en i¢ tabakasini olusturur. Kalinligi 0,02-0,5

mm olan amniyotik membran 5 tabakadan olusur; tek sirali epitel tabakasi (amniyotik sivi
ile temas halindedir), bu epitel tabakasinin tutundugu bazal membranin disinda, kompakt
tabaka, fibroblast tabakasi ve spongiyoz tabaka adi verilen 3 hicre sirasi daha bulunur.

Amniyotik membran vaskiler yapi icermeyen translusent bir tabakadir (75).

/ Epitel
m*———- Bazal membran
_f. -. - #.\ Kompakt tabaka
F“"" e Fibroblast tabakasi

S

Spongioz tabaka

Resim 1: Amniyotik membranin histolojik gérinima.

Epitelizasyon indiikleme Ozelligi
Amniyotik membran, bir tir bazal membran go6revi gorerek, epitelizasyonun

tetiklenmesinde rol oynar. Bu etkinin temel sebebi epitelyal hicrelerin biylmesini
indukleyen biyime faktorlerinin Uretimidir. ( EGF, KGF, bFGF gibi.) (76) Amniyotik
membran, ayni zamanda apoptozisi 6nleyici etkisi ile (77) 6zellikle apoptozisi indukleyici

etkisi olan radyasyonun etkilerini tersine dondurme 6zelligine sahip olabilir.

immiinojenite

Baslangicta amniyotik membran Uzerinde herhangi bir HLA antijeninin oldugu
gosterilememistir. Ancak daha sonraki calismalar amniyotik membranin epitelyal,
mezenkimal hicrelerinde ve fibroblastlarinda HLA antijenleri ile birlikte, immun

baskilayici bir faktor olan CD 59 oldugunu gdstermistir (78). Bu 6zellikleri ile amniyotik
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membran immunolojik agidan ayricalikh bir yapidir. Yapilan calismalarda doku reddine

rastlanmamistir.

Antienflamatuar ve Anjiogenik EtKi

Amniyotik membranin antienflamatuar etkisi ile ilgili yapilan calismalarda, aktivin
Uretiminin dizenlenmesi, icerdigi laktoferrin ve IL-1 reseptor antagonistleri ve IL-10 gibi
antienflamatuar sitokinlerin, amniyotik membranin antienflamatuar etkisinin temelini
olusturdugu ileri stralmustir. Ayrica IL-1a, IL-1s gibi yiksek potentli proenflamatuar

sitokinlerin Uretimlerinin de amniyotik membran ile baskilandigi gorilmustir (79).

Amniyotik membranin anjiogenik etkisi bircok calismada gosterilmis, ancak bir
kisminda tartismali bulunmustur. Faulk ve ark. Kronik bacak dlseri olan 15 hastada
yaptiklar calismada, kronik bacak ulserlerini amniyotik membran ile sarip, 5. glnde
yaptiklari biyopsiler neticesinde anlamli derecede damar proliferasyonu oldugunu ileri
surmaslerdir (75). Bir baska calismada ise vestibiloplastilerde uygulanan liyofilize
amniyotik membranlarin vaskularizasyonu incelenmis ve amniyotik membranin anlaml

derecede vaskilarizasyonu artirdigi gosterilmistir (80).

Antimikrobiyal Aktivite

Daha once bircok calismada amniyotik membranin antimikrobiyal etkisi
arastirilmistir. Robson’in 50 sicanla yaptigi bir calismada, sicanlarda olusan bir yanik
modeli (zerine Pseudomonas Aeruginosa inokule edilmis ve 96. saatte yapilan bakteri
sayiminda, amniyotik membranli gruptaki bakteriyel aktivite, deri greftli ve greftsiz
yaralardakine gore daha dusik bulunmustur (75). Ayrica amniyotik membran antiviral
0zelligi bulunan ve sistein proteinaz analogu olan Sistatin E icermektedir (81). Daha 6nce

bahsedilen antienflamatuar 6zellikleri de antimikrobiyal aktivitesine katki saglamaktadir.

Analjezik Etki

Amniyotik membranin yaralara uygulandigi klinik calismalarda agrinin anlamh
derecede azaldigi gortlmastir. Bu etkinin, amniyotik membranin yaranin tamamina
yapismasl ve acgiga ¢ikan sinir uclarini kapatmasi sonucunda ortaya ¢iktigr dusinilmustar
(82).
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Amniyotik Hiicrelerin Pluripotent Ozellikleri

Amniyotik hucrelerin pluripotent ( her G¢ germ tabakasinin hicrelerine déniisebilme)
Ozelligi oldugu, bu nedenle doku transplantasyonu ve doku miuhendisliginde kullanisli
olabileceg@i belirtilmistir. Bu hicreler her i¢ germ tabakasinin (endoderm, mezoderm,
ektoderm) hiicrelerine dénusebilirler. Son yillarda yapiimis olan bir ¢alismada, embriyonik
hlicrelerde gosterilmis olan stage-spesific embriyonic antigen 3 ve 4, TRA-1-60, ve TRA-1-

81 gibi yuzey belirtecleri, amniyotik membran hicreleri tGizerinde de gosterilmistir (83).

Yukarida bahsedilen dzellikleri nedeniyle, daha 6nce oftalmolojide (korneal dlserler,
konjunktiva  rekonstriiksiyonu, glokom cerrahisi ve komplikasyonlarinda), venoz
ulserlerde, oral ve maksillofasiyal cerrahide kullanilan amniyotik membranin, problemli bir
yara tlri olan ve plastik cerrahi agisindan 6nem arz eden radyasyon yaralarinda etkili

olabilecegi dustinulmustr.
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3. GEREC VE YONTEM

Amniyotik membranin radyasyon yaralari Uzerindeki etkilerini arastirmayi amaclayan
calismamiz istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ ndan ve istanbul
Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan alinan etik
kurul onaylarinda belirtilen sartlara uygun olarak Cerrahpasa Tip Fakiltesi binyesindeki

deneysel calisma laboratuvarinda gergeklestirildi.

Calismamizda kullanilan, agirliklari 200-250 gr arasinda degisen, Wistar-Albino tiri
16 adet disi sican, istanbul Universitesi Deneysel ve Tibbi Arastirmalar Enstitiisii’nden

temin edildi.

Sicanlar her kafeste 1 hayvan olacak sekilde, 21-22° C oda sicaklijinda, 12 saat
ginduz / 12 saat gece fotoperiyodunda, %18-20 protein igeren pellet sican yemi ve icme

suyu saglanan 16 adet polikarbonat kafeste tutulmustur.

16 adet sicandan 3 grup olusturuldu. Grup 1’deki 8 sicanin (Sham grubu) sag
kalcalarina radyasyon verilmeksizin 2 cm’lik insizyon yapilmasini takiben, insizyonlar
primer suture edildi. Diger 8 sicanin sag kalgalari Grup 2, sol kalgalari Grup 3 kabul edildi.
Grup 2’ye (yani radyasyon verilen sicanlarin sag kalcalarina), 2 cm’lik insizyon yapilarak
primer sitirasyon uygulandi. Grup 3’e (yani radyasyon verilen hayvanlarin sol kalcalarina)
ise 2 cm’lik insizyon olusturulmasini takiben, cilt flepleri dekole edilerek 2 x 2 cm
genisligindeki bir alana, kas fasyasinin Uzerine oturacak sekilde amniyotik membran

yerlestirildi.
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Grup Yapilan islem

1 (/8 sican,Sham grubu) Radyasyon verilmeksizin, sag kalcaya 2 cm’lik insizyon
yapilmasini takiben, primer sltirasyon uygulanmasi

2 ((diger 8 siganin sag kalcalarr) 18 Gy radyasyon verilmesini takiben 2cm’lik insizyon
uygulanmasi ve primer sitiirasyon

3 (diger 8 sicanin sol kalcalarr) 18 Gy radyasyon verilmesini takiben 2 cm’lik insizyon

uygulanmasi, cilt fleplerinin 2x2 cm alan olusturacak sekilde
dekole edilmesi, kas fasyasinin lizerine oturacak sekilde
amniyotik membran yayilmasi, primer stirasyon

Tum invazif islemler ve radyoterapi sirasinda anestezi igin intraperitoneal 35-40
mg/kg ketamine (Ketalar®) ve 10 mg / kg Xylasine (Rompun®) enjeksiyonu uygulandi.

invazif islemlerde lokal asepsi kurallarina uygun islem yapild.

Radyoterapi

Deneklerde radyoterapi islemi, Ferguson ve ark. tarafindan tariflenen yénteme uygun
olarak gerceklestirilmistir (73). 8 adet sicana, intraperitoneal 35-40 mg/kg ketamine
(Ketalar®) ve 10 mg / kg Xylasine (Rompun®) enjeksiyonununu takiben, Kobalt 60
radyoterapi cihazi vasitasiyla (Cirus,Cis-Bio,Int-France), her iki kalga bdlgesini icerecek

sekilde, 18 Gy radyoterapi uygulandi.

Resim 2: Kobalt 60 cihazi ve anestezi sonrasi sicanin radyoterapi i¢in pozisyonlanmasi
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Amniyotik Membran Elde Edilmesi ve Hazirlanisi

insan amniyotik membrani, istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Kadin
Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali dogumhanesinde gerceklestirilen, Hepatit B, Hepatit
C ve HIV acisindan seronegatif olan hastalarin elektif sezaryen operasyonlarinda, steril
kosullarda alinan plasentalarindan elde edilmistir. Plasentalar serum fizyolojik sollisyonu

icerisine konularak steril kosullarda deney ortamina tasinmistir.

Koryon ve amniyotik membrani iceren fetal membranlar dncelikle plasentadan ayrildi
ve daha sonra amniyotik membran ve koryon ayristirildi. Elde edilen amniyotik membran,
% 10’luk sodyum hipoklorit solusyonunda 10 dakika bekletildi. Sodyum hipokloritin
temizlenmesi amaciyla yeniden salin solusyonu ile irrigasyon uygulandi. Penisilin ve
tobramisin flakonlari serum fizyolojik ile sulandirilarak, amniyotik membran bu solusyonda
10 dakika bekletildi. Daha sonra tum partikilleri giderecek sekilde yeniden serum
fizyolojik ile irrigasyon uygulandi. Bu islemlerin ardindan amniotik membran kullanima
hazir hale getirildi.

Resim 3: Fetal membranlarin plasentadan ayrilmasi ve koryon ile amniyotik membranin

ayrilmasi.
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Resim 4: Kullanima hazir hale getirilmis amniyotik membran.

Cerrahi islem
Radyoterapiden 3 hafta sonra cerrahi islem asamasina gegildi.

Grup 1 (Sham)’deki 8 adet sicana, intraperitoneal 35-40 mg/kg ketamine (Ketalar®)
ve 10 mg / kg Xylasine (Rompun®) enjeksiyonununu takiben sa§ kalca bolgelerine 2
cm’lik tam kat (kas fasyasina kadar) insizyon uygulandi. Bu yara modeli, Sugiyama ve ark.
Tarafindan tanimlanan yara modelidir (84). Insizyonu takiben, herhangi bir ek islem
uygulanmaksizin, 5/0 polipropilen dikis ile basit sutur teknigine uygun olarak yaralar
kapatildi.

Resim 5: Sag kalga bolgesine yapilan 2 cm’lik tam kat insizyon ve primer kapama.
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Diger 8 sicana, intraperitoneal 35-40 mg/kg ketamine (Ketalar®) ve 10 mg / kg
Xylasine (Rompun®) enjeksiyonu ile anestezi uygulandi. Grup 2’yi olusturacak olan sag
kalcalarina 2 cm’lik tam kat insizyon uygulandi. Ek islem yapilmaksizin, 5/0 polipropilen
dikis ile basit sutur teknigine uygun olarak insizyonlar kapatildi. Grup 3’0 olusturacak sol
kalca bolgelerine ise 2 cm’lik tam kat insizyon yapildi. Cilt flepleri kas fasyasi tUzerinden
dekole edildi. Cilt altinda yaklasik 2 x 2 cm ‘lik alan olusturuldu. Bu alanin tzerine tek kat
olmak Uzere yayilacak sekilde daha dnce hazirlanan amniyotik membranlar yerlestirildi.
Takiben insizyonlar 5/0 polipropilen dikis ile basit sutiir teknigine uygun olarak kapatildi.

Resim 6: Cilt altinda olusturulan 2 x 2 cm’lik alan ve yerlestirilecek olan amniyotik

membran

Cerrahi islemi takiben 3 hafta sonra siganlarin timu yiksek doz barbiturat marifetiyle
sakrifiye edildi.

Tim yara bolgeleri, insizyon hatlari merkezde kalan 3x3 cm’lik dairesel alanlar
seklinde ve kas fasyasi ve bir miktar kas dokusunu da icerecek bloklar halinde ¢ikarildi.

Histopatolojik inceleme amaciyla dairesel bloklarin orta kisimlari 22 numara bisturi
ile blok olarak ayrildi. Kalan kisimlar biyomekanik inceleme amaciyla kullanilmak (zere

alindi. Parcalarin timi 1 cm genisliginde olacak sekilde kesildi.
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Resim 7: 3x3 cm’lik alanlar blok halinde cikarildi. Orta kisimlari histopatolojik inceleme
icin, kalan kisimlari ise biyomekanik 6lgum igin ayrildi.

Biyomekanik Olg¢lim

Yara kopma kuvveti, iyilesen bir yaranin acilmasina neden olan kuvveti ifade eder.
Sicanlarin kalca boélgelerinden doku bloklarinin ¢ikarilmasinin ardindan, biyomekanik
olcim icin ayrilan parcalar, yara kopma kuvveti 6lcimi amaciyla manuel olarak
hazirlanmis bir dizleme yerlestirildi. Bu dizlemde insizyon hattina perpendikiler yonde
kuvvet uygulandi. Alttan ¢ekim kuvveti uygulayan yik, sabit akimh serum fizyolojik ile
saglandi. Yara kenarlari ayrildigi anda, kopmaya sebep olan sivi miktari kaydedildi.

Resim 8: Yara kopma kuvveti ve kopmaya sebep olan sivi miktarinin élgtima.
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Histopatolojik Calisma

Histokimya Yontemleri

Cikarilan doku bloklarinin orta kisimlari histopatolojik inceleme icin alindi. Fiksator
olarak %4’ltk notral tamponlanmis formol kullanildi. Dokular fikse edildikten sonra akan
cesme suyu altinda 4 saat birakildi. Ardindan sirasiyla %70, %80, %90, %96, %100
yukselen alkol serilerinden gegcirilerek dehidratasyon islemi gerceklestirildi. Toluol
icerisinde seffaflastirildiktan (doyurulduktan) sonra parafin igerisinde bekletildi ve gdmme
islemi gerceklestirildi. Mikrotom ile 5y kalinhginda kesitler ahindi. Isik mikroskobik
incelemeler icin doku kesitlerine Hematoksilen + Eozin (H + E) boyasi yapildi.

Hematoksilen + Eozin

Hematoksilen + Eozin boyasi icin alinan kesitler 1 gece boyunca 56°C’lik ettivde
bekletildi. Ertesi gun toluol yardimi ile kesitler Uzerindeki parafin uzaklastirildi. Kesitler,
azalan alkol serisinden (100°, 96°, 90° 70°) gecirildi ve saf suya alindi. Ardindan
Hematoksilen’de 17 dakika bekletilerek hiicre cekirdekleri boyandi. Cesme suyunda 10
dakika morartma yapildi ve %1’lik asit alkolde ¢abucak calkalanip tekrar cesme suyunda
10 dakika morartma yapildi. %Z1’lik lityum karbonat cozeltisi igerisinde 1 dakika
mavilestirme yapildi. Ardindan sitoplazmayir boyamak igin kesitler 3 dakika eozin
boyasinda bekletildi. Artan alkol serisinden (70 °, 90°, 96°, 100 °) gegirilen kesitler toluolde
ikiser kez 15’er dakika bekletildikten sonra entellan ile kapatildi.

Masson’un Uclui Boyasi
Kollajen dagilimini saptamak amaciyla Masson’un Uc¢li boyasi kullanildl. Yara
iyilesme alanlarinin hesaplanmasinin ardindan kollajen dagilimi skorlamasi yapildi.

Histopatolojik Parametreler

Histopatolojik incelemede, yara kontraksiyonlarinin kiyaslanmasi amaciyla, yara
iyilesme alanlari mikron kare cinsinden hesaplanarak kaydedildi. Epitel kalinliklari yine
mikron cinsinden hesaplanarak kaydedildi. iyilesme alanlarindaki vaskilarizasyon artisini
kiyaslamak amaciyla bu alanlarda damar sayimi yapildi. Kollajen dagilimini kiyaslamak
amaclyla, iki arastirmaci tarafindan 0-300 arasinda skorlama yapildi.

Istatistiksel Yontem

Verilerin tanimlayici istatistiklerinde ortalama, standart sapma, medyan, minimum-
maksimum degerleri kullaniimistir. Degiskenlerin dagilimi Kolmogorov Smirnov testi ile
kontrol edildi. Deg@iskenlerin varyanslarinin homojenligi kontrol edildi. Niceliksel verilerin
analizinde ANOVA, alt analizlerde Tukey test, Tamhane’s T2 test kullanildi. Analizlerde
SPSS 21.0 programi kullaniimistir.
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4. BULGULAR

Biyomekanik Calisma

Tablo 2: Biyomekanik galisma istatistiksel sonuclarinin karstlastiriimasi.

Sham Radyasyon Radyasyon+Amniyon p
Biyomekanik Ort.2s5 4088+ 25,9 213,8% 65,9 421,3+ 114,8% 0,000
Calisma Med(Min-Mak] 400 380 -450 205 120 - 300 385 350 - 700 ’

AMNOVA (Tukey [ Tamhane) [ * Radyasyon grup ile fark p<0,05 [ # Radyasyon+AMniyon grup ile fark p<0,05

Radyasyon grubunda biyomekanik ¢alisma degerleri Sham ve radyasyon + amniyon
gruplarindan anlamh (p < 0,05) olarak daha dustkti. Sham ve radyasyon+ amniyon
gruplarindan biyomekanik calisma degderleri anlamh (p > 0,05) farklilik gostermemistir.
(Tablo 2)

700- *
600
500
400- é !

300+

Biyomekanik Caligma

2007

100

Sham Radyasyon Radyasyon
+
Amniyotik membran

Grafik 1: Biyomekanik calisma istatistiksel sonuglarinin karsilastirilmasi. Amniyotik
membran grubu ile sadece radyasyon grubunun yara kopma kuvveti farkliliklari géraltyor.
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Histopatolojik Calisma

Epitel Kalinhgi

Tablo 3: Epitel kalinhigi élgtimlerinin istatistiksel sonuclarinin karsilastirilmasi.

Sham Radyasyon Radyasyon+Amniyon p
Epitel Ort.ts.s. 77,9+ 27,8* 34,8+ 8,0 S16+363°
Kalinlasmasi  med(Min-Mak) 70 52 -135 34 75 -48 97 47 - 156 .

AMNOVA (Tukey [ Tamhane) [ * Radyasyon grup ile fark p<0,05 [ # Radyasyon+AMniyon grup ile fark p<0,05

Radyasyon grubunda epitel kalinlasma degerleri Sham ve radyasyon+ amniyon
gruplarindan anlamli (p < 0,05) olarak daha dusikti. Sham ve radyasyon+ amniyon
gruplarindan epitel kalinlasma degerleri anlamli (p > 0,05) farkhihk gdstermemistir
(Tablo 3)
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Grafik 2: Epitel kalinlasmasi 6l¢tim sonuglarinin istatistiksel karsilastiriimasi. Amniyotik
membran grubu ile radyasyon grubu arasindaki farklilik goraliyor.
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Yara Kontraksiyonu

Tablo 4: Yara kontraksiyonu dlgumlerinin istatistiksel karsilastiriimasi.

Sham Radyasyon Radyasyon+Amniyon p

Yara Ort.2s.5 521386 + 150968™# 776108 £ 134678 3154355 £ 63777%
Kontraksiyonu Med(Min-Mak) 597018 261141 - 658345  BOB726 579875 - 945821 297701 245824 - 401784

L

ANOWVA (Tukey / Tamhane) [ ® Radyasyon grup ile fark p<0,05 [/ # Radyasyon+AMniyon grup ile fark p<0,05

Radyasyon grubunda yara kontraksiyon degeri Sham ve radyasyon+ amniyon
gruplarindan anlamli (p < 0,05) olarak daha yiksekti. Radyasyon+amniyon grubunda yara

kontraksiyon degeri Sham grubundan anlamli (p < 0,05) olarak daha distkti. (Tablo 4)
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Grafik 3: Yara kontraksiyonu él¢timlerinin istatistiksel karsilastiriimasi. Amniyotik
membran grubunda yara iyilesme alan 6l¢timlerinin daha kiguk oldugu (yara
kontraksiyonunun daha fazla oldugu) goruliyor.
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Vaskularizasyon Artisl

Tablo 5: Yara iyilesmesi alanlarindaki damar sayimi istatistiksel sonuclarinin
karsilastiriimasi.

Sham Radyasyon Radyasyon+Amniyon p
Orttas 17,0t 3,6°% 10,3t 5,6 23,6+ 5,8
Damar Sayimi 0,000
MadiMin-Mak] 17 11 -23 10 4 -21 22 17 - 35

ANOVA (Tukey / Tamhane) [ * Radyasyon grup ile fark p<0,05 /# Radyasyon+AMniyon grup ile fark p<0,05

Radyasyon grubunda damar sayimi degeri Sham ve radyasyon+ amniyon
gruplarindan anlaml (p < 0,05) olarak daha dusukti. Radyasyon+amniyon grubunda damar

sayimi degeri Sham grubundan anlamh (p < 0,05) olarak daha yiiksekti. (Tablo 1)
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Grafik 4: Yara iyilesme alanlarindaki damar sayimi istatistiksel sonuclarinin
karsilastirilmasi. Amniyotik membran grubunda belirgin vaskularizasyon artisi gortliyor.
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Kollajen Yogunlugu

Tablo 6: Yara iyilesme alanlarindaki kollajen yogunlugu skorlamalarinin istatistiksel
karsilastiriimasi.

Sham Radyasyon Radyasyon+Amniyon p
Kollajen Ore*ss 237,5% 25, 7" 202,5+ 18,3 253,8 + 15,8*
Yogunlugu  sediMin-tak) 233 200 -235 200 170 -230 253 230 - 280 ‘

ANCVA (Tukey [ Tamhane) [ * Radyasyon grupile fark p<0,05 [ # Radyasyon+AMniyon grup ile fark p<0,05

Radyasyon grubunda kollajen yogunlugu degerleri Sham ve radyasyon+ amniyon
gruplarindan anlamh (p < 0,05) olarak daha dusukti. Sham ve radyasyon+ amniyon
gruplarindan kollajen yogunlugu degerleri anlamh (p > 0,05) farklilik gdstermemistir.
(Tablo 6)

300+

2757 T

250"

2257

o

1757

Kollajen Yogunlugu

Sham Radyasyon Radyasyon
+
Amniyotik membran

Grafik 5: Yara iyilesme alanlarindaki kollajen yogunlugu skorlarinin istatistiksel
sonuclarinin karsilastirilmasi. Amniyotik membran grubunda kollajen yogunlugu artisi
goraliyor.
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Fibroblast Hiicre Sayimi

Tablo 7: Yara iyilesme alanlarindaki fibroblast hlicre sayimlarinin istatistiksel
karsilastiriimasi.

Fibroblast Oreses 42,6+ 50" 27,0t 4,1 36,4% 1,8
hiicre sayimi Mad{MindMakj 41 38 -52 26 22 -33 a7 33-39

ANOVA (Tukey f Tamhane) /™ Radyasyon grup ile fark p<0,05 [ # Radyasyon+AMniyon grup ile fark p<0,05

0,000

Radyasyon grubunda yara fibroblast hiicre sayimi kontrol ve radyasyon+ amniyon
gruplarindan anlamli (p < 0,05) olarak daha duslkti. Radyasyon+amniyon grubunda

fibroblast hicre sayimi kontrol grubundan anlamli (p < 0,05) olarak daha disukt.

B0
E
= 50- T
(45 ]
£
3
= 407 7 E
E
4]
=8
2 30+
=
L
20

1 1 I

Sham Radyasyon Radyasyon
+

Amniyotik membran

Grafik 6: Yara iyilesme alanlarindaki fibroblast hiicre sayiminin istatistiksel
karsilastirilmasi. Amniyotik membran grubunda, radyasyon grubuna gére anlamli artis
goraliyor.
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Resim 9: Yara iyilesme alanlarinin élgima. Amniyotik membranli grupta yara
kontraksiyonunun daha fazla oldugu goéruliyor. (Sag). Amniyotik membran, kas ile
subkutan yagli doku arasinda izleniyor. (Kalin ok). (Hematoksilen-Eozin, 4X)

Resim 10: Hematoksilen-Eozin boyasiyla 20 X blyitmede epitel kalinhginin 6lgilmesi.
Tim piyeslerde epitelin en kalin yeri mikron olarak élgtlerek kaydedildi. (Hematoksilen-
Eozin, 20X)
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Resim 11: Masson trikrom boyasi ile yara iyilesme alanlarinda kollajen miktarinin
gosterilmesi. Amniyotik membranli grup (sol) ile amniyotik membransiz grubun (sag)
karsilastirilmasi. Ok isareti amniyotik membrani gosteriyor. (Masson trikrom, 4X)

Resim 12: Hematoksilen-eozin boyasi ile vaskilarizasyon artisinin karsilastiriimasi.
Amniyotik membran grubunda (sol), radyasyon grubuna gore (sag) belirgin
vaskilarizasyon artisi goruliyor. (Hematoksilen Eozin,4X)
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5. TARTISMA

Radyasyon yaklasik 100 yildir cesitli malignitelerin tedavisinde kullaniimaktadir.
Radyoterapi, postoperatif dénemde adjuvan tedavi olarak kullanilabildigi gibi, yumusak
doku sarkomlari gibi birtakim malignitelerin tedavisinde neoadjuvan veya palyatif tedavi

olarak da kullanilabilmektedir.

Ozellikle bu yumusak doku sarkomlarinda kullanilan neoadjuvan radyoterapiler
sonucunda, radyasyonun dokular ve yara iyilesmesi Uzerindeki etkileri gozlemlenmis ve

bircok calismada ortaya konmustur (4,85,86).

Cerrahiye yardimci olmasi, lokal rekurrens riskinin azaltilmasi ve fonksiyonlarin
korunmasi amaciyla ozellikle ekstremitelerin yumusak doku kanserlerinde preoperatif
(neoadjuvan) olarak kullanilan radyoterapi bu faydalarinin yaninda ciddi yara iyilesme
problemlerine neden olmaktadir. Radyoterapinin yara iyilesmesi Uzerine etkileri gec
donemde de ortaya cikabildiginden, preoperatif (neoadjuvan) radyoterapi sonrasi

komplikasyonlari azaltabilecek cerrahi zamanlamasi net degildir (86,87).

Yapilan cgalismalarda preoperatif (neoadjuvan) radyoterapinin yara iyilesmesi (zerine
olan etkilerinin, postoperative (adjuvan) radyoterapiye gore daha fazla oldugu gézlemlenmistir.
Preoperatif radyoterapide yara iyilesme problemleri gorulme olasiligi % 45’lere ulasirken,

postoperatif radyoterapi sonrasi bu olasilik % 17 oraninda gézlemlenmistir (85,87).

Radyasyon zemininde olusan yaralar guinimiizde plastik cerrahi agisindan énemli bir
sorun olmaya devam etmekte olup, radyoterapi, problemli yaralarin ana etyolojilerinden

biri olarak varligini sirdirmektedir.

Radyasyon varalarinin tedavisinde daha o©nce bakteriyel selliiloz, hidrojelli
pansumanlar, hiicre enjeksiyonlari (fibroblastlar, multipotent hicreler gibi), birtakim
topikal ajanlar (polifenolik bioflavonoidler, transglutaminazlar gibi) ve biylme faktérleri
(TGF beta, PDGF vs) gibi bircok yontem arastiriimistir ve ginimizde de yeni tedavi

modaliteleri arastiriimaktadir (67 ).
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Radyoterapi zemininde olusan yaralarda temel olarak, radyasyonun indiklemis
oldugu apopitozis sonucunda epitelyal hiicre kaybi, radyasyon maruziyeti sonrasi artan
TNF-alfa ve IFN-gama gibi kollajen sentezini engelleyen sitokinlerin artmasina bagli
gerceklesen kollajen sentez bozuklugu ve buna bagli olarak yara gerilim kuvvetinde azalma

ve endotelyal hasara bagl mikrovaskuler dolasim bozuklugu s6z konusudur (69,70).

Yara iyilesmesini engelleyen bu problemler Gzerindeki etkisini incelemek amaciyla
calismamizda, apoptozisi engelleyici etkisi (77), epitelizasyonu indikleyici etkisi (76), ve
anjiogenetik etkisi gosterilmis olan amniyotik membranin, radyasyon zemininde meydana

gelen yaralarda yeni bir tedavi modalitesi olup olamayacag arastiriimistir.

Radyoterapide lineer hizlandiricilarin kullaniimaya baslamasiyla, yiizeyel dokulara, 6
cm derinlige kadar istenilen dozda radyoterapi verme imkani dogmustur. Bu bilgiler
dogrultusunda calismamizda, Ferguson ve ark. tarafindan yapilan calismada belirlenmis
doz olan 18 Gy radyasyon, sicanlarin kalca bolgelerine lineer hizlandirici vasitasiyla
uygulanmistir (73). Bu modelde 18 Gy tek doz fraksiyone radyasyonun iyilesmekte olan

cerrahi bir yarada yeterli dizeyde iyilesme problemi yaratacagi belirlenmistir.

Radyasyon, etkisini dzellikle cilt, mukozalar ve kemik iligi gibi hizli cogalan dokular
Uzerinde gostermektedir (68). Eksternal radyoterapilerin tamaminda, radyoterapi sahasinda
kalan cilt, radyasyonun olumsuz etkilerine maruz kalmaktadir. Daha Once yapilan bir
calismada radyasyonun KGF (Keratinocyte growth factor) tizerinde inhibitor etki gosterdigi
ve buna bagl olarak epitelyal atrofi gerceklestigi gosterilmistir (88). Calismamizda
kullanilan insan aselltler amniyotik membraninin, birgcok biytime faktoru icerdigi ve bunlar
arasinda KGF’nin de bulundugu daha 6nce yapilan calismalarda gosterilmistir (76). Bu
bilgiler 1s1ginda calismamizda radyasyonlu alan Uzerinde olusturulan yara modeline
uygulanan amniyotik membranin epitel kalinlasmasi Uzerine etkisi incelenmistir. Epitel
kalinliklari 1stk mikroskobunda mikron cinsinden degerlendirilmis ve radyasyon +
amniyotik membran grubunda, sadece radyasyon verilen gruba goére anlaml artis
gOzlenmistir. ( p < 0,05) Radyasyon + amniyotik membran grubu ile sham grubu arasinda

anlamli fark gortlmemistir. (p>0,05)

Calismamizda kullanilan yara modelinin tanimlandigi Ferguson ve ark. tarafindan
yaptlan ¢alismada, radyasyon sonrasi olusturulan yaraya uygulanan intradermal fibroblast
enjeksiyonunun, yaranin kopma kuvvetini artirdigi gosterilmistir (73). Ayni calismada,
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fibroblast kultirinin enjeksiyon Oncesi isinlanmasi sonucunda yara kopma kuvvetinde
azalma meydana gelmesi, radyasyon maruziyeti sonrasi yara iyilesme problemlerinde
fibroblast hasarinin énemli bir etken oldugunu gostermektedir. Bir baska calismada ise
amniyotik membranin fibroblastlarin sayisi ve fonksiyonu lzerinde artirici etkisi oldugu
gozlemlenmistir (103). Calismamizda da, amniyotik membran grubunda, radyasyon
grubuna gore, fibroblast hiicrelerinde anlamli derecede artis gozlemlenmistir.

Radyasyon maruziyeti sonrasi meydana gelen yarada TGF-beta duzeylerinin dismds
oldugu gozlenmistir (67). TGF-beta ayni zamanda fibroblastlardan TGF-beta salinimi igin
pozitif geri besleme 06zelligine de sahiptir (89). Bu nedenle yara iyilesmesinin erken
doneminde kollajen sentezi azalmakta ve yara gerilim kuvvetinde azalma meydana
gelmektedir. Ge¢ dénemde radyasyon zemininde meydana gelen fibrozisin ise reaktif
olarak yiikselen TGF beta etkisine bagl oldugu dustnulmustir (87). Amniyotik membran
epitelyal hucrelerinden TGF-beta salinimi oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (76).
Bu etkiyle amniyotik membran ekstraselliler matriks proteinlerinin sentez ve
depolanmasini, hicre adhezyon molekdllerinin sentezlenmesini ve matriks degredasyon

proteinlerinin sentezinin azalmasini saglayarak yara iyilesmesini giiclendirebilir.

Literatlrdeki bu bilgiler dogrultusunda c¢alismamizda, histopatolojik kesitlerde
kollajenin gosterilmesi icin kullanilan Masson trikrom boyasi ile yara iyilesme
bolgelerindeki kollajen miktarlari skorlanmis ve istatistiksel sonuclari karsilastiriimistir.
Radyasyon+amniyotik membran grubunda yara iyilesme bolgelerindeki kollajen miktari,
radyasyon grubuna gore anlamli derecede fazla bulunmustur (p < 0,05). Radyasyon +

amniyotik membran grubu ile Sham grubu arasinda anlaml fark saptanmamistir.

Yine ayni veriler dogrultusunda bu kriterlerin biyomekanik yansimasinin gosterilmesi
amaciyla, sicanlarin insizyon bolgelerinden alinan doku parcalarinda, insizyon hattina
perpendikiler yonde uygulanan ve yarada kopmaya neden olan kuvvetlerin karsilastiriimasi
istatistiksel olarak yapilmistir. Radyasyon grubunda, radyasyon+amniyotik membran
grubuna gore anlamli derecede yara kopma kuvveti azalmasi saptanmis (p<0,05) ancak
radyasyon+amniyotik membran grubu ile Sham grubu arasinda anlamh farklhihk
saptanmamistir. Bu bulgular, literattirdeki veriler ile uyumludur. Radyasyon zemininde
gelisen yaralarda, yara kopma kuvvetinin azalmasi kollajen uretim eksikligine bagl

olabilecegi gibi, yapilan bazi calismalarda irradiye edilmis dokulardaki yaralarda azalan
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Nitrik Oksit (NO) duzeylerinin de bu gugstzlige katkida bulunabilecegi belirtilmistir (67).
Ancak oftalmolojik ¢alismalarda korneal ulserlerde kullanilan amniyotik membranin, bu
bolgede nitrik oksit salinimini azalttigi yonunde calismalar mevcuttur (90). Radyasyon
zemininde olusan yaralarda amniyotik membranin nitrik oksit salinimi Gzerindeki etkisinin

anlasilabilmesi icin daha ileri dlizey ¢alismalara gereksinim vardir.

Yukarida bahsedilen faktorler nedeniyle radyasyon zemininde meydana gelen
yaralarda, yara kontraksiyonu yetersiz olmakta ve iyilesmesi oldukca zor olan atonik
yaralar olusmaktadir. Daha ©nce vyapilan calismalarda amniyotik membranin yara
kontraksiyonunu artirici  etkisi oldugu gosterilmistir (91). Calismamizda amniyotik
membran yerlestirilmesinden 3 hafta sonra doku bloklari eksize edilmis ve yara iyilesme
sahalarinin alanlari mikroskop altinda mikron kare cinsinden 6lciilmustiir. istatistiksel
sonuclarimizda radyasyon+amniyotik membran grubunda yara alanlarinin, hem radyasyon
hem de Sham gruplarina gére anlamli derecede kicuk oldugu gorilmustir. Bu veriler yara

kontraksiyonu lehine yorumlanmis ve literattrdeki bilgilerle uyumlu bulunmustur.

Radyasyon zemininde olusan yaralarda mikrovaskiler yapilarin endotel hasarina
bagli olarak okliide olmasi ve buyik damarlarda meydana gelen endarteritler, doku
hipoksisi sonrasi yara iyilesmesini bozan temel faktorlerdendir (92).Radyoterapi sonrasinda
endotelyal hiicreler tarafindan sentezlenen interselliler adhezyon molekdlleri olan ICAM-1

ve E-selektin sentezinin bozulmus olmasi bu vaskuler hasarin 6nemli bir kanitidir (93).

Amniyotik membranin EGF, TGF-beta, KGF, KGFR, HGF (Hepatosit growth
faktor), HGFR, bFGF gibi bircok buyime faktorinun yaninda vaskiler endotelyal
hlcrelerin gelisimini saglayan VEGF sentezledigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (76).
Ayrica bazi Kklinik calismalarda da amniyotik membran kullanilan alanlarda vaskiler

proliferasyonun saglandigi klinik ve histopatolojik olarak gosterilmistir (75,80).

Calismamizda radyasyon zemininde olusturulan yara modelinde, amniyotik
membranin  vaskuler  proliferasyonunu  artirict  etkisi,  histopatolojik  olarak
degerlendirilmistir. Yara iyilesme alanlarinda mikrovaskdler yapilarin sayimi yapiimis ve
istatistiksel karsilastirmada radyasyon grubunda Sham grubuna gore damar sayisinda
anlamli derecede azalma gd6zlenmis, buna karsilik radyasyon + amniyotik membran
grubunda radyasyon grubuna gore anlamli dizeyde artis gozlenmistir. Bu bulgular
literattirdeki bilgilerle de uyumlu bulunmus ve radyasyonun yara iyilesmesi tzerindeki
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olumsuz etkilerinin temel nedenlerinden olan mikroanjiopati Uzerinde, amniyotik

membranin olumlu bir etkisi olabilecegi disuntlmustur.

Tidm insan doku ve organlarinda oldugu gibi amniyotik membran da bazi viral
ajanlarin bulasmasina sebep olabilir. Bu nedenle amniyotik membranla yapilacak tiim
calismalarda hastanin viral seroloji panelinin ( HBV, HCV, HIV) kontrol edilmesi ve
sezaryen operasyonu oncesi hazirlanmasi gerekmektedir. Bunlarla birlikte amniyotik
membran ile HTLV-1, CMV, sfiliz ve tuberkiloz bulasi olabilecegi de bildirilmistir (94).
Calismamizda amniyotik membran temin edilecek hastalarin viral serolojileri kontrol

edilmis ve herhangi bir bulasici viral hastalik agisindan negatif olduklari belirlenmistir.

Amniyotik membranin kullanimi 6ncesi hazirlanmasi ve saklanmasi ile ilgili birgok
calisma yapilmis ve bircok farkli yontem belirlenmistir. Bunlar igerisinde en sik
kullanilanlar1 gliserol ile kriyoprezervasyon, dimetil silfoksit ile kriyoprezervasyon,
liyofilizasyon ve gama-irradiyasyon ile sterilizasyondur. Uzun sureli saklama olanagi
saglayan bu ydntemlerin yaninda, amniyotik membran taze olarak da kullanilabilmektedir
(95).

Calismamizda amniyotik membran taze olarak kullanilmistir. Amniyotik membranin
taze olarak hazirlanmasinda penisilin+eritromisin, penisilin+tobramisin gibi antibiyotik
kombinasyonlari kullanilabilmektedir. Cerrahpasa Tip Fakultesi GOz Hastaliklari Anabilim
Dali’nin da korneal Glserler icin taze amniyotik membran kullanimi éncesinde uyguladigi
prosedir, calismamizda uygulanmistir. Amniyotik membran dncelikle sodyum hipoklorit
solisyonunda daha sonra ise penisilin+tobramisin igeren solusyonlarda bekletilerek

kullanima hazir hale getirilmistir.

Yapilan bazi calismalarda amniyotik membran (zerinde herhangi bir HLA antijeni
bulunmadigi belirtilmis olsa da, daha yakin zamanda yapilan calismalarda amniyotik
membranin HLA classla ve 1b antijenlerini icerdigi, fakat tasidigi CD 59 sayesinde
immun baskilayict 6zellige sahip oldugu belirlenmistir (78). Bu o&zellikleri nedeniyle
amniyotik membran imminolojik acidan ayricalikli bir yere sahiptir ve allojenik veya
calismamizda oldugu gibi ksenojenik transplantasyonlarda immunolojik  red
reaksiyonlarina neden olmamaktadir. Calismamizda da amniyotik membran yerlestirilen

sicanlarin hicbirinde imminolojik red reaksiyonlarina rastlanmamistir.
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Amniyotik membranin antienflamatuar ve antimikrobiyal 6zellikleri daha dnce bircok
calismada gosterilmistir (75). Bu etkisinin yerlestirildigi yuzeye tam olarak yapismasi
sonucu kontaminasyona izin vermemesi sonucu ortaya ciktigini ileri suren calismalar
mevcuttur (96). Ancak daha yakin zamanda yapilan calismalar amniyotik membranin,
human-f-defensin-3 gibi bazi antimikrobiyal peptidlerin ve IL-10 gibi antienflamatuar
sitokinlerin salinimi yoluyla bu antimikrobiyal aktiviteyi gosterdigini ileri surmastir
(97,98). Calismamizda da amniyotik membran yerlestirilmesini takiben 3 hafta boyunca

hicbir hayvanda enfeksiyon lehine bir bulgu ortaya ¢cikmamistir.

Ayrica amniyotik membranin, radyoterapi maruziyetinin ¢ok daha ge¢ dénemlerinde
ortaya cikan fibrozis Uzerindeki antifibrotik etkisi, bir sican karaciger fibrozisi modeli
uzerinde calistimis ve olumlu etkileri oldugu ortaya konmustur (99). Ancak yumusak
dokularda da, calismamizin kapsamadigi ¢ok daha uzun ddnemlerde, radyasyon
maruziyetine bagh olarak yogun fibrozis olabilece@i bilinmektedir. Amniyotik membranin
radyasyon zeminindeki yaralarda uzun donemde ortaya ¢ikan fibrozis tzerindeki anti-
fibrotik etkisinin gosterilmesi icin daha uzun sireli klinik ve deneysel calismalara ihtiyac

vardir.

Radyasyon zemininde gelisen yaralarda amniyotik membran uygulamasi ilk defa
calismamizda kullanilmistir. Elde ettigimiz sonuglarla amniyotik membranin, kolay
ulasilabilmesi, ucuz olmasi, antimikrobiyal ve antienflamatuar etkileri, imminojenik
olmamasi ve yara iyilesmesi Uzerindeki olumlu etkileriyle, 6zellikle neoadjuvan radyoterapi
almis hastalarin cerrahi tedavilerinde yara olusumunu onleyici olarak kullanilabilecegi ve
radyasyon zemininde gelisen yaralarin Kklinik tedavisinde de kullanima acik oldugu

soylenebilir.
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