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OZET

Oksidatif hasar, yara iyilesmesi gibi rejeneratif siirecleri iceren bir olaydir.
Etkili bir yara iyilesmesi; inflamasyon, re-epitelizasyon, proliferasyon, matrix
olusumu, anjiogenez ve yara kontraksiyonu gibi yiiksek organizasyonlu olaylar
serisini icerir. EGF gibi cesitli biiyiime faktorleri yara iyilesmesi siirecinde
onemli rol oynarlar. Agiz yaralarina uygulanan EGF’ nin yara dokusu oksidatif
olaylarina etkilerinin arastirildig1 cok az sayida calisma bulunmaktadir. Bu
sebeple oral mukozada cerrahi kesi yarasina EGF uygulamasinin yara dokusu

oksidatif olaylar iizerine etkilerini arastirmayi planladik.

Deneylerde Yeni Zelanda albino tavsanlar (erkek, n=37, 2,5 + 0,4 kg) kullanildi.
Submukozal kesi yapildiktan sonra tavsanlar iki esit gruba ayrildilar: 1-Tedavi
edilmeyen yaralar 2-EGF implante edilmis yaralar. Yaralanmadan sonraki 1.,
3. ve 5. giinlerde tavsanlar kulak veninden asirn dozda sodyum pentobarbital
verilerek feda edildiler. Yara dokular1 hemen c¢ikarnlarak, lipit
peroksidasyonunun son iiriinii olan tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri
(TBARS), onemli antioksidanlar olan glutatyon (GSH), askorbik asit (AA) ve
oksijene bagh defans mekanizmalarinda konak¢1 savunmasinda rol alan

enzimlerden olan myeloperoksidaz (MPQO) aktivitesi spektrofotometrik



yontemle ol¢iildii. Sonuglar Anova varyans Analizi ve Mann Whitney U testi ile

karsilastirld.

Sonuc¢ olarak eksojen EGF uygulamasi yara iyilesmesinin fazlar1 da dikkate
alindiginda, kontrollerle kiyas edildiginde TBARS diizeylerinde bir azalmaya
neden olurken; MPO aktivitesini arttirmistir. Bunlara ilaveten enzimatik
olmayan antioksidanlardan GSH ve AA diizeylerinde yara iyilesmesinin tiim

fazlarinda herhangi bir degismeye neden olmamistir.

Bilim Kodu : 203.1.057

Anahtar Kelimeler : EGF; yara iyilesmesi, lipit peroksidasyonu,
antioksidan, MPO

Sayfa Adedi : 55
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ABSTRACT

Oxidative injury has been implicated in a wide variety of regenerative processes
such as wound healing. Effective wound healing requires a highly organized
period of events that comprise inflamation, re-epithelization, proliferation,
matrix deposition, angiogenesis and wound contraction. Various growth factors
such as EGF play significant roles during the process of wound healing. There
are limited numbers of studies on effects of exogenous EGF implantation on
oxidative events of wounded oral mucosa. That’s why we planned to investigate
the effects of oral-submucosal implanted EGF on the oxidative stress of oral

submucosal wound strips.

We used New Zeland albino rabbits (male, n=37, 2,5 + 0,4 kg ). After sub-
mucosal incisions were made the rabbits were divided into two equal groups: 1-
Untreated wounds 2- EGF implanted wounds. The rabbits were Kkilled by excess

of sodium penthobarbitale anesthesia on the 1 %, 3 ™ and 5 ™

days of
postwounding. The wound strips were excised immediately. The levels of
thiobarbituric acid substances (TBARS) which is the last production of lipid
peroxidation; glutathione (GSH) and ascorbic acid (AA) which are an
important antioxidants and myeloperoxidase (MPO) activity which is one of

enzymes considered to especially in oxygen-mediated host defence mechanisms,



vii

measured by spectrophotometrically. Results were compared by Anova

Variance Analysis and Mann Whitney U test.

As a result, while TBARS levels of oral wound strips were decreased with
exogenous EGF treatment compared to control, MPO activities were increased.
In addition, GSH and AA levels of oral wound strips were not change during all

of oral wound healing phases in both groups.

Science Code : 203.1.057

Key Words : EGF, wound healing, lipid peroxidation, antioxidant, MPO
Page Number: S5
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmig bazi simgeler ve kisaltmalar, acgiklamalar:1 ile birlikte

asagida sunulmustur.

Simgeler Aciklama

g Gram

ng Nanogram

nmol Nanomol

nm Nanometre

mg Miligram

pmol Mikromol

ul Mikrolitre

Da Dalton

e Elektron

0, Oksijen

0, Stiperoksit radikali
OH Hidroksil radikali
H Hidrojen iyonu
H,0, Hidrojen Peroksit
Na,HPO, Disodyum monofosfat
H,S0O, Stilfirik asit

HCI Hidroklorik asit
Kisaltmalar Aciklama

MDA Malondialdehit
GSH Glutatyon

MPO Myeloperoksidaz



Kisaltmalar

TBARS
SOD
CAT
GSH-Px
EGF
PDGF
VEGF
TNF
bFGF
TCA
TBA
PCA
EDTA
BHT
DTNB

XV

Aciklama

Askorbik Asit

Tiobarbitiirik Asit Reaktif Maddeleri
Stiperoksit Dismutaz

Katalaz

Glutatyon peroksidaz

Epidermal Biiyiime Faktorii

Platelet Kaynakli Biiyiime Faktorii
Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii
Tiim6r Nekroz Faktor

Basit Fibroblast Biiylime Faktorii
Triklorasetik Asit

Tiyobarbitiirik Asit

Perklorasetik Asit

Etilendiamin tetra asetikasit
Biitilhidroksi Toluen

5,5 dithiobis 2-nitrobenzoik asit



1. GIRIS

Biiylime faktorleri, hiicre bolinmesi ve ¢ogalmasini uyarabilen ve yara
iyilesmesinde de etkileri olan proteinlerdir [1]. Normal yara iyilesmesi ve gecikmis
yara iyilesmesi iizerine biiylime faktorlerinin etkilerini gosteren pek ¢ok ¢aligma
mevcuttur [1-4]. Epidermal Biiylime Faktorii (Epidermal Growth Factor, EGF)’ de
yara iyilesmesini hizlandiran 6nemli bir biliylime faktoriidiir [5]. Sistemik ya da
topikal olarak EGF wuygulanmasmin yara iyilesmesine olumlu katkilarinin
bulundugunu gosterir pek ¢ok ¢alisma mevcuttur [3,6-8]. EGF submandibular bezde
ve tiikiiriikte yiiksek konsantrasyonda bulunur [9]. EGF bir sinyal molekiilii olarak
agiz yaralarinin iyilesmesini promote ederek oral mukozanin devamliligini
saglayarak da is gormektedir [9,10]. EGF, ilk kez eriskin erkek fare submandibular
bezinin ekstresinden elde edilmistir [11]. Bircok dokuda reseptorleri olup, epitelyal
ve mezotelyal kokenli hiicrelerde mitojenik dzellige sahiptir [12]. Insanda tiikriikte
ve idrar sivisinda bulunur. Bunlara ek olarak insanda mide, pankreas sivisi,
serebrospinal sivi, seminal sivi, prostat sivisi, siit ve kanda da bulunmaktadir [13].
EGF' nin yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu tiikiiriik bezi ekstrelerinin yara

iyilesmesini hizlandirici etkilerinin oldugu gosterilmistir [ 14].

Normal yara iyilesmesi, epitelyal endotelyal ve inflamatuvar hiicrelerin, trombosit
ve fibroblastlarin bir araya gelerek normal aktivasyonlarmi belli bir sira ve diizen
icinde yapmalariyla gerceklesir. Bu aktiviteler fagositoz, kemotaksis, mitogenez,

kollajen sentezi ve diger matriks komponentlerinin sentezidir [15].

Yara iyilesmesi temel olarak tiim dokularda birbirine benzemekle birlikte,
gastrointestinal sistemde ve agiz i¢ini doseyen oral mukozada cilt yaralarina gore

daha hizli ger¢eklesmektedir [16].

Yaralanma ile bozulmus doku biitiinliiglinliin yeniden tamiri esnasinda oksidatif
olaylar gelismektedir. Yaralanma ve bunu takiben tamiri siirecinde artmis bulunan

serbest radikaller oksidatif strese neden olmaktadir [17].



Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olugan radikallerdir.
Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler oksijenin
kendisi, siiperoksit (O,’), hidrojen peroksit (H,0,), ge¢is metallerinin iyonlar1 ve
hidroksil radikali (OH')’ dir. Serbest radikaller, hiicrelerin lipit, protein, DNA,
karbonhidrat ve enzim gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki ederler. Serbest radikaller,
savunma mekanizmalarmin kapasitesini asacak oranlarda olustuklar1 zaman
organizmada cesitli bozukluklara yol agarlar. Biyomolekiillerin tiim biiyiik siniflar1
serbest radikaller tarafindan etkilenirler, fakat lipitler en hassas olanlaridir. Serbest
radikaller organizmada lipitler {izerine etkili olarak lipit peroksidasyonuna neden

olurlar [18].

Lipit peroksidasyonu, hiicre membraninda bulunan doymamis yag asitlerinin serbest
oksijen radikalleri ile reaksiyona girmesi ve oksidatif yilkima ugramasiyla
sonuglanan bir olaydir [19,20]. Doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunda
tiobarbiitirik asitle Olglilebilen malondialdehit (MDA) meydana gelir [17].
Tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri (TBARS) oksidatif stresin yaygm indikatorii
olarak kullanilmaktadir. Yara iyilesmesi gibi dejeneratif siiregler, oksidatif stresin
olusmasina neden olan olaylardir [17]. Yaralanmis dokularda ya da yara yapilmis
hayvanlarin ¢esitli dokularinda TBARS seviyelerinin artmigs bulundugunu gosteren
cesitli calismalar mevcuttur [21,22]. Ancak agiz igerisinde submukozal olarak

yapilmig yara modelleri ¢ok azdir.

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek
icin organizmada bir¢ok enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma
mekanizmalar1 bulunmaktadir. Onemli antioksidanlardan biri olan glutatyon, serbest
radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi

korumaktadir [18].

Enzimatik olmayan antioksidanlardan olan Askorbik asit (C vitamini, AA),
organizmada bir¢cok hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici ajan olarak gorev
yapar. Kuvvetli indirgen aktivitesinden dolayi, gii¢lii bir antioksidandir [18].

Askorbik asit antioksidan etkilerini, rediikte glutatyon veya E vitamini ile etkileserek



ya da tek basma gergeklestirir [23,24]. Siiperoksit radikali (O;"), hidrojen peroksit
(H,0,), hidroksil radikali (OH'), singlet oksijen ve nétrofillerde H,O, ve CI” dan
MPO aktivitesi sonucu meydana gelen hipokloroz asit (HOCI) gibi reaktif oksijen
tirevlerinin dogal stipiiriiclisiidiir [25,26]. Eksojen olarak uygulanan AA’ in
deneysel olarak gastrik iilser yapilmis insan ve hayvan modellerinde koruyucu
etkilerinin oldugunu gdsteren ¢alismalar mevcuttur [27,28]. Askorbik asit diizeyinin
diisiik olmasi, tiim kronik inflamatuvar hastaliklarda ve lipit peroksidasyonunun

artmig oldugu durumlarda 6nemli rol oynar [29,30].

EGF’ nin yara iyilesmesine olumlu katkilarmin yaninda, oksidatif stres {izerine
etkilerinin oldugunu gosteren c¢aligmalar [8,31-33] bulunmakla beraber, agiz
icerisinde yapilmig ¢ok az calisma bulunmaktadir. EGF’ nin stres iilseri
olusturulmus ratlarda mide dokusunda lipit peroksidasyonunu azalttigi [31],yanik
yarasi yapilan ratlarda yara dokusu, karaciger ve ince bagirsak TBARS diizeylerini
diistirdiigii [32], karaciger rezeksiyonu yapilan ratlarda rejenere hepatositlerde GSH

iiretimini stimiile ettigi gosterilmistir [33].

Yara iyilesmesinin inflamatuvar fazinda rol alan nétrofillerin fagositoz sirasinda
biiyiik miktarda oksijen kullanmalar1 nedeniyle ortaya ¢ikan serbest radikaller,
oksidatif hasarin artigina neden olabilmektedir [34]. Notrofillerin solunum patlamasi
(respiratory burst) sirasinda olusan siiperoksit molekiillerinden, spontan dismutan
reaksiyonu sonucu hidrojen peroksit (H,0,) olusur [35]. Notrofil 16kositlerin primer
graniillerinden degraniilasyon ile fagozom igine birakilan MPO enzimi, hidrojen
peroksit ve klor (Cl) kullanarak hipokloréz asit (HOCI) olusturur [36]. HOCI,
16kositlerde iiretilen ve mikrobisid etkiye sahip en 6nemli oksidandir [37]. Deneysel
olarak yanik yarasi yapilan ve EGF uygulanan ratlarin, yara dokusu, karaciger ve
ince bagirsak MPO enzim diizeylerinin anlamli olarak arttigi bulunmustur [32].
Ligatiirle periodontitis yapilan ratlarda diseti dokusunda MPO enzim aktivitesinin
arttig1 bildirilmistir [38]. Bu ¢alismada da, yara iyilesmesinin tiim fazlarinda EGF
terapisi ile MPO aktivitesinde degisimlerin olup olmadigi, agiz igerisinde yara

modeli olusturularak belirlenmeye calisilmistir.



Tiim bu bilgilerin 15181nda, yaraya implante edilen eksojen EGF’ nin oksidan olaylara
ne gibi etkilerde bulundugunu gdstermek amaciyla yara iyilesmesinin fazlarinda lipit
peroksidasyonunun son {iriinii olan tiyobarbitiirik asit reaktif maddeleri (TBARS)
diizeyi, myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi ve organizma i¢in dnemli antioksidanlar
olan ve birlikte etkilesim gosteren glutatyon (GSH) ve askorbik asit (AA) diizeylerini
arastirmay1 planladik.



2.GENEL BILGILER

2.1.Yara

Yumusak dokular1 olusturan 6gelerin kesici, yaralayict veya bunlara benzer arag ve
gereclerle birbirinden ayrilmasina yara denir. Bagka bir ifadeyle yara, cilt ve /veya
mukozay1 olusturan yapilarin farkli nedenlerle biitiinliigliniin bozulmas1 ya da kaybi

ile varolan fizyolojik 6zelliklerinin gegici veya tamamen kaybolmasidir [39,40].

Yara teriminin karsilig1 olarak erezyon, ilser ve fissiir deyimleri de kullanilir.
Erezyon, dermise gegmeyen fekal epidermis kayiplarini belirleyen bir deyimdir. Iz
birakmaz, kronik degildir. Fissiir, ¢atlak seklinde dikey yaralar1 belirleyen doku
kayiplaridir. Ulser, dermis ve epidermiste doku kayiplari ile seyreden fekal yaralardir
[41].

2.1.2.Yara cesitleri

Kesik yaralari: Bigak, jilet gibi kesici aletlerin neden oldugu yaralardir. Kesikligin
derinligine bagh olarak damarlarin tahribati ile kanamalara sinir, kas ve tendonlarin
kesilmesi ile fel¢ hali, his ve hareket bozukluklar1 goriliir. Yara bolgesinde
enfeksiyon, fibrozis ve sekonder deformiteyi dnlemek i¢in en kisa siirede yaranin

kapatilmas1 amagtir.

Delici yaralar ( sivri cisim yaralart ): Sis, ¢ivi gibi delici cisimlerle meydana gelen
derin doku ve organlarda tahribat yapabilen bir yara seklidir. Enfeksiyon gelisimi
delici yaralarda daha cabuk ve sik gelisir. Bu ylizden ilk olarak yaranm altinda

olusan hasar1 ve yabanci cisim varligii degerlendirmek i¢in eksplore yapilir.

Yirtik ve parcali yaralar: Teneke parcasi, dikenli tel, vb. cisimlerin etkisi sonucu

olusan yaralardur.



Ezik yaralari: Agrr, kiint ve ezici cisimlerle meydana gelen yaralanma seklidir. Yara
kenarlar1 diizensiz olup par¢alidir. Bu tiir yaralarda enfeksiyon gelisme riski ¢ok

fazla olmaktadir. Bunun i¢in dnlemler derhal alinmalidir.

Atesli silah yaralanmalari: Tabanca, tiifek gibi atesli silahlarla meydana gelen

yaralanma seklidir.

Yaniklar: Deride yiiksek 1s1 travmasina bagl olarak gelisen dermatitlerdir. Yiiksek
1s1, gaz patlamalar1 vb. bu tiir yaralanmalardan sayabiliriz. Yaniklar deride hiicre
proteinlerinin denatiirasyonuna ve koagiilasyonuna, damarlarin pargalanma veya

trombozuna yol agar.

Soguk yaralar: Derinin veya viicudun 0 derecenin altinda sogumasi ile olusan

donuklar bu yaralanma ¢esidini olusturur.

2.2.Yara lyilesmesi

Yaralanma olay1 bir sekilde lokal ve sistemik immiin cevaplar1 aktive etmektedir.
Yara iyilesmesi, biliylime ve rejenerasyon fenomenleri ile iligkili kompleks ve
dinamik bir olaydir. Normal yara iyilesmesi, epitelyal endotelyal ve inflamatuvar
hiicrelerin, trombosit ve fibroblastlarin bir araya gelerek normal aktivasyonlarmi
belli bir sira ve diizen i¢inde yapmalariyla gerceklesir. Bu aktiviteler fagositoz,
kemotaksis, mitogenez, kollajen sentezi ve diger matriks komponentlerinin sentezidir

[15].

Yaralanmayr hemen takiben trombositler hasarlanan dokuya yapisip pihtilasma
faktorlerini ve graniiller i¢indeki biiylime faktorlerini salgilarlar. Fibrin olgunlastikca
yaralanan bdlge kurumus piht1 ile hem daha fazla sivi ve elektrolit kaybini hem de
cevreden gelebilecek kontaminasyonu dnler. Trombositler tarafindan salinan biiyiime

faktorleri iyilesme olayini baglatir [28-30].



Kisa bir siire i¢cinde polimorf niikleuslu l6kositler c¢evredeki kan damarlarinin
endoteline yapismaya (marjinasyon) ve damar duvari i¢inden gegmeye (diapedez)
baslarlar. Polimorf niikleuslu 16kositlerin ana gérevi yaralanan bolgeden bakteri ve
yabanct cisimleri uzaklastirp enfeksiyon gelisimini engellemektir. Bu sirada
epitelyal hiicreler pihtinin altina dogru hareket eder ve cogalarak epitel ylizeyini

yeniden olusturmaya baglarlar [41-43].

Bir sonraki asama makrofajlar ile karakterizedir. Makrofajlar sadece bakteri ve
konagin dejenere hiicrelerinin ortamdan uzaklastirilmasimdan sorumlu olmayip ayrica
zengin bir biiyiime faktorii kaynagidir. Makrofajlar yara iyilesmesi olayinda
hiicrelerin, biiyiime faktorlerinin ve matriks komponentlerinin diizenli bir sekilde

davranmalarini saglar [41-43].

Epitelyal kopriiler tamamlaninca, epitel hiicrelerden enzimler salinir, epitel hiicreler
cogalmaya devam edip epitel katmani olusturur. Doku tamirinin son asamasi
orneklemedir (Remodeling); yaralanma oncesi doku biitlinliigii saglanincaya dek

yillar boyunca siirebilir [41-43].

2.2.1. Yara iyilesmesinin fazlan

Yara iyilesmesi biribiriyle baglantili dort farkli faza ayrilir.
a- Inflamasyon

b- Angiogenezis (Yeniden damarlanma)

c- Proliferasyon

d- Olgunlasma ve Yeniden Sekillenme (Remodeling)

Bu sathalardan birindeki gecikme veya olumsuzluk, yaranin kapanmamasi veya

iyilesmenin uzamasi ile sonuglanir [44].



Inﬂamasyon

Inflamasyon normal bir dokunun travmaya karsi verdigi akut cevaptir. ik olarak
yaralanan damarlardan kanama ile hemostatik siire¢ baslar ve piht1 ile kanama
durdurulur. Travmada yaralanan damarlardan c¢ikan trombositlerin endotel alt1
kollajen ile temasi sonucu trombositlerin kiimelesmesi baslar ve pihtilagma
mekanizmasi harekete geger. Trombositlerin kollajenle temasi ve dnceden ortamda
bulunan trombin ve fibrinonektin, trombosit alfa graniillerinden sitokin ve biiylime

faktorleri salgilanmasina neden olur [41,42].

Trombositlerden salgilanan faktorler; Platelet Kaynakli Bliylime Faktorii (PDGF),
Transforme Edici Biiyiime Faktorii B (TGF-f), Platelet Aktive Edici Faktor (PAF),
fibronektin ve seratonindir. Sitokinler ise Interlokin-1 (IL-1) ve Tiimdér Nekroz
Faktor o (TNF-a)’ dir. Yaralanmadan sonra baglayan gegici vazokonstriiksiyon 5-10
dakika siirer. Piht1 olusumu ile kanama durdurulduktan sonra, endotel hiicrelerinden
salgilanan histamin, Prostaglandin E2 (PGE2), prostasiklin, endotelyal biiyiime

faktori ile hiicre gecirgenligi artar ve vazodilatasyon gelisir [42].

Inflamasyon fazinda yaralanma bdlgesine ilk gelen hiicreler nétrofillerdir.
Inflamasyonun neden oldugu artmis damar gecirgenligi, kompleman faktorler, IL-1,
TNF-a, TNF-B gibi kemotaktik maddeler notrofil kemotaksisini uyarir. Travmayi
takiben 6 saat sonra yarada goriiliirler, ilk ii¢ glin boyunca hakim olan hiicrelerdir.
Notrofiller nonspesifik savunma sisteminin elemani olarak, yara yiizeyindeki ana
gorevi yabanci cisim ve bakterilerin fagositozu ve proteaz salimimiyla da travmadan
zarar gOren hiicre kalintilarmin yara bolgesinden temizlenmesidir. Notrofiller
gorevlerini yaptiktan sonra makrofajlar tarafindan fagosite edilirler. Maksimum
saytya 1-2. giinlerde ulasirlar ve yara temizlendikten sonra 2-3. giinlerde sayilari

azalir [41-43].

Makrofajlar  sistemik dolasimdaki monositlerden veya mevcut dokudaki
mononiikleer hiicrelerden kaynaklanan, fagositoz yapan hiicrelerdir. Yaralanmanin 2-

3. glinlinde yara yiizeyinde makrofaj hakimiyeti baslar. Makrofajlar sadece fagositoz



yapmakla kalmaz ayni zamanda ¢esitli sitokin, biiylime faktorleri ve nitrik oksit
sentezlerini gergeklestirirler. Aktive olan makrofajlar lenfositleri aktive eder,
lenfositler de Interferon (IFN), TNF- a, Interlokin-1 (IL-1) gibi lenfokinleri salgilar.
Inflamatuvar faz boyunca yara, gerilme kuvvetine dayamkli degildir [41,42].

Makrofajlarm yara iyilesmesindeki rolii ve etki mekanizmasi:

Etki Mekanizma

1- Fagositoz ve antimikrobiyal etki Oksijen radikalleri
Nitrik oksit

2- Yara debridmant Fagositoz,Enzimler

Kollajenaz, Elastaz

3- Matris sentezi Biiylime faktorlert,
Sitokinler
Enzimler, Kollajenaz,
Arjinaz
Prostaglandinler

4- Hiicre aktivasyonu Biiylime faktorleri
Sitokinler, Fibronektin

5- Angiogenez Biiyiime faktorleri
Sitokinler

Anjiogenezis (Yeniden damarlanma)

Anjiogenez yeni damar olusumudur. Bu fazda baskin hiicreler endotel hiicreleridir.
Trombositlerden salinan Platelet Derived Growth Factor (PDGF), makrofajlardan
salman Vaskiiuler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF) ve TNF-a anjiogenik

maddeler olup, ¢evre dokulardaki endotel hiicrelerini uyarirlar [40,43].

Yara dokusunun c¢evresindeki mevcut veniillerin anjiogenik uyariya maruz

kalmasiyla, bu damarlardaki endotelyal hiicreler vaskiiler bazal membrani pargalayict
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enzimler sekrete eder. Bu olaydan 24 saat sonra endotel hiicreleri anjiogenik uyar1
dogrultusunda gd¢ ederler. Bunlar boliiniip farklilagarak tiibiiler bir limen olusturur
ve boylece vaskiiler agin dallar1 meydana gelir. Yeni meydana gelen bu damarlarin

bir boliimii sonradan geriler ve kaybolur [43].

Yara bolgesi normal kosullarda hipoksik olup, diisiik oksijen basinci da anjiogenezis
icin bir uyaridir. Neovaskiilarizasyon ilerledik¢e yara bdolgesi hipoksisi ortadan

kalkar, bu da anjiogenik uyariy1 azaltir ve ortadan kaldirir [43].
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Sekil 2.1. Yara iyilesmesinin sematik gosterimi

Proliferasyon

Bu fazda; fibroblastlar, epitel ve endotel hiicreleri etkindir. Yara gerilme giiclinde
belirgin bir artiy meydana gelir. Fibroblastlar yara dokusuna ¢evre dokulardan gelir,
endotelyal hiicreler ise yara kenarmdaki saglam veniillerden veya anjiogenez sonucu
olusan yeni kapillerlerden ortaya c¢ikar. Fibroblast ve endotelyal hiicrelerin
proliferasyonundan, trombosit ve aktive makrofajlardan kaynaklanan sitokinler ve

biiylime faktorleri sorumludur [41,42].
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PDGF ve EGF fibroblastlarin proliferasyonundan sorumlu baglica biiylime
faktorleridir. Doku kaybi olan yaralarda sivi kaybmni engellemede ve enfeksiyon
olusumuna kars1 koymada epitelial hiicre artig1 6nemlidir. Yaralanmadan birka¢ giin
sonra yara kenarindaki veya saglam bolgedeki epitel, yara i¢ine dogru prolifere olur.
Yeni kapillerlerin olusumu ile yara bolgesi pembe veya kirmizi-mor renkte goriiliir.
Kapiller vaskiilarizasyon, fibroblastlarin yara matrisinde kalici destek doku
olusturmasina yardimeci olur. Kalici yara matrisindeki temel yap1 molekiili
kollajendir. Kollajen cilt, kemik ve tiim canli dokularin baslica yapi proteinidir.
Kollajen molekiilii hidroksiprolin ve hidroksilizinin hidroksilasyonundan meydana
gelir. Bu amino asitlerin hidroksilasyonu ve kollajen aras1 baglarin saglamlastiriimasi
icin C vitamini gereklidir. Kollajen fibrilleri arasindaki molekiiller i¢i ve arasi baglar,
yaranin gerilim kuvvetine ve saglamligna etki eder. Viicutta sentez edildigi bilinen
19 tip kollajen olmasina karsin yarada en yiiksek oranda Tip-1 kollajen bulunur. Skar
dokusunda da en ¢ok Tip-1, daha az oranda Tip-4 kollajen bulunur [43].

Olgunlasma ve Remodeling (Yeniden Sekillenme)

Proliferasyon ve neovaskiilarizasyonun sona ermesiyle yeniden sekillenme fazi
baslar. Yara iyilesmesinde inflamatuvar ve proliferatif fazlarin icice olusup gelistigi
gibi yeniden sekillenme ve proliferasyon fazinda da bircok olay igice olusur.
Proliferatif fazdan yeniden sekillenme fazina gecis kollajenin dengeye ulastigi siirec
olarak tanimlanir. Fibroblast ve makrofajlar kaybolur. Kollajen birikimi
yaralanmadan 2-3 hafta sonra en yiiksek degere ulasir. Yeniden sekillenme
doneminde kollajen sentezi ve yikimi devam eder, ama kollajen miktar1 degigsmez.
Kollajen senteziyle birlikte kollajen yikimi yara matriksinin maturasyonu siiresince
devam eder. Kapilerlerin yogunlugu ve fibroblastlarin sayisi azalir. Pembe-mor
goriinlimlii yaranin rengi soluklasir. Gerilme kuvveti kollajen fibrillerinin yerini daha
fazla molekiiller arasi bantlar igeren organize fibrillerin almasi ile yavas yavas artar.
Gerilme kuvveti ile kollajen fibrillerinin kalinli§1 arasinda dogru orant1 vardir fakat

epiderm hi¢bir zaman eski seklini alamaz. Skar dokusu gerilme kuvveti
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yaralanmadan bir haftadan sonra yaralanmamis cildin % 3’ {ine, ii¢ haftadan sonra %

20’ sine, li¢ ay sonra ise % 80’ ine ulasir ve daha fazla artmaz [41,43].

Yara iyilegsmesinde biitiin bu sathalarin sonucunda yaralarda morfolojik olarak ii¢
ana Ozellik olan yara kontraksiyonu, epitelizasyon ve bag dokusu birikimi saglanarak

yara iyilesmesi tamamlanmis olur [42].

INFLAMMATICN PROLIFERATION MATURATION

Wownd collagen
Contraction Accumulation
| I

% of Maximum Response

TIME (DAY¥S)

Sekil 2.2.Yara iyilesmesinin fazlari [45]

2.3. Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

2.3.1. Lokal faktorler

a) Iskemi: Genel hipotansiyon, periferik vaskiiler hastaliklar, damarlarmn baglanmasi,
yaslanma sonucu lokal vaskiilarite azlig1, yara dudaklarindaki 6lii dokularin varhigi,
cok siki siitur konmast gibi nedenlerle dokunun iyilesmesi i¢in gerekli besleyici
elemanlarin yetersiz girisi; 16kosit ve fibroblast akimin azalmasi, oksijen azlig1 gibi

sonuclar dogurarak yara iyilesmesini olumsuz yonde etkiler [41].

b) Gerilim: Yara dudaklarmin bir araya getirilmesi i¢in asir1 kuvvet sarfediliyorsa

yara geriliminden bahsedilir. Bu mekanik gerilme ile doku iskemiye zorlanacak ve
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siki siiturlerden dolayr doku dis kisimlardan yirtilacak ve derin bdlgelerde 6lii doku

alanlar1 artacaktir [41].

¢) Olii Bosluklar: Yara bdlgesinde derin kavitelerin varligi, kan ve serdz materyalin
birikimine neden olur. Bu durum bakteriler enfeksiyona yatkinlik acisindan uygun

bir vasat saglar [41].

d) Yabanci cisimler ve Kontaminasyon: Ozellikle iskemik yaralarda ve hematom
veya sivi birikimi olan yaralarda enfeksiyon siklikla goriiliir. Immiin yanit1 saglam
olan bireylerde hafif kontaminasyonlar sorun yaratmaz ve yara iyilesmesi
etkilenmez. Disardan yabanct materyalin varhi@i (protez, siitur, Olii dokular)

enfeksiyon riskini arttirir. Enfekte yaralarin iyilesme siireci uzundur [41]

e) Hematom: Yetersiz hemostaz, damarlardaki spazmin ¢oziilmesi nedeniyle olusan
kanamalar, hastanin antikoagiilan ila¢ kullanmasi hemorajinin temel sebepleridir.

Yara bolgesinde bulunan hematom iyilesmeyi geciktirir [43].

f) Lokal travma: Dokudaki hasar, onun ezilerek parsiyel veya total olarak iskemik
kalmasima yol acar. Lokal travma inflamatuvar yanit1 ve benzer yolla sepsisi arttirir,

kollajenolizisi arttirir [43].

g) Kronik doku faktdrleri: Kronik lenfodem (vendz yetmezlik), kronik iskemi, vendz
hipertansiyon ve 6nceden skar olmasi gibi olaylarin tiimii buna katkida bulunur

[41,43].

h) Siitiirler: Siki atilan agir1 siitiirler, iskemiye ve yara kenarlarinda nekroza sebep
olurlar. Ipek gibi baz1 siitiir materyalleri inflamatuvar yamit1 maksimum arttirir ayrica
yara enfeksiyonu oranini ve kollajenolizisi arttirir. Tercih edilen siitiirde keskin kisim
disat olmali, diigiimler nazik¢e ve saglam atilmali, yara gerginligi minimal
tutulmalidir [43].

i) Radyasyon: Tedavi edici radyasyon yara iyilesmesinde cesitli basamaklari

degistirerek etkisini gosterir. Derideki ge¢ radyasyon etkilerinin yara iyilesmesi
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iizerinde belirgin engelleyici etkisi bilinmektedir. Ancak latent devrenin uzunlugu
nedeniyle hayvan modeli olusturmada karsilasilan giicliikler, arastirmacilarin
cogunlukla radyasyonun yara iyilesmesine erken etkileri iizerine yogunlagmalarina

sebep olmustur [46].

j) Doku tipi: Deri, barsak, mesane gibi organlarin rejenerasyon yetenegi sinirlere
oranla daha yiiksektir. Bu dokularda yara iyilesmesi, sinir dokusuna goére daha
hizhdir [43].

k) Cevre 1sis1: Lokal olarak arttirilan 1smnin, vazodilatasyona yol agarak iyilesmeyi

hizlandiracag belirtilmektedir [41].

2.3.2. Genel (Sistemik) faktorler

Sistemik faktdrlerin immiin fonksiyonlar ve kollajen sentezi iizerinde endojen etkileri

oldugu gibi lokal faktorler iizerinde de etkileri vardir, yara iyilesmesini geciktirirler.

a) Biiyiime faktorleri: Biiylime faktorleri, hiicre boliinme ve ¢ogalmasini uyarabilen
ve organizmada onemli islevleri bulunan cesitli proteinlerin sentezine yol agabilen
polipeptidlerdir. Normalde sessiz olan hiicrelerde mitozisi baglatma yetenekleri
vardir. Bu maddeler genel olarak, trombositler, makrofajlar, epitel hiicreleri,
fibroblastlar ve endotel hiicreleri tarafindan yapilip, salgilanmaktadwr. Hedef
organlarda etkilerini 6zel reseptorleri aracilii ile baglatmaktadirlar. Son yillarda
biiyiime faktorleri, yara iyilesmesini hizlandirici etkilerinden yararlanabilmek igin

yogun olarak arastirilmaktadir [1].

b) Tibbi durumlar: Diabetes mellitus, kronik. vaskiiler hastaliklar, renal yetmezlik,
KC yetmezligi, solunum yetmezligi, immiin yetmezlikler, obezite, heredite, alkolizm,
hemorajik diatez (Hematom olugma ve yara enfeksiyonu orani artar). Diabette yara
iyilesmesi kotii olup enfeksiyon orani da yiiksektir. Bunlarda ayrica periferik

vaskiiler yetmezlik de vardir [43].
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c)Anemi/Kan kaybi: Cesitli sebeplere bagl olarak kanda eritrosit sayisinin azalmasi,
hemoglobin ve hematokrit degerlerinin normalin altina diismesiyle belirginlik
gosteren bir hastaliktir. Yara iyilesmesini olumsuz yonde etkiler . Kanamaya bagli
hipovolemilerde, hipovoleminin plazma ile diizeltildigi 6rneklerde HCT degerleri

%350’den fazla bile diisse TS(yara gerilim kuvveti)sabit kalmaktadir [43].

d) Beslenme: Beslenme eksikligi icerisinde bulunan hastalarda yara iyilesmesi
tam olmaz, gecikir ve bu kimselerin enfeksiyonlara karst savunma
mekanizmalar1 yeterli olmadigindan yara enfeksiyonu gelismesi riski yiiksektir.
Deney hayvanlarinda normal beslenmenin %60 oraninda kisitlandig1 durumlarda
bir hafta icinde kollajen capraz baglarinda bozulma, 4 ay i¢inde de kollajen

sentezinde azalma tespit edilmistir [47].

Protein eksikligi (malnutrisyon veya kwashiorkor), yara iyilesmesinin
gecikmesinde dnemli bir rol oynar. Ustelik yara iyilesmesinin tiim boyutlar1 bu
durumda aksar. Normal protein sentezi ve hiicre proliferasyonu uygun amino
asitler olmayinca saglanamaz. Nitekim proteinsiz birakilan deney hayvanlarinda
fibroplazi, matrix formasyonu, anjiogenez ve yara Orneklemesi defekt gosterir.
Protein eksikliginde konakc¢inin hiicresel ve humoral bagisiklik sistemleri de
bozulur. Ayrica hipoalbuminemiye bagli olarak gelisen 6ddem, normal yara

cevresinde de blokajlar yaratir [48].

Karbonhidrat ve yag metabolizmasindaki anormallikler ise, yara iyilesmesini
direk veya indirek mekanizmalarla bozar. Endojen olarak sentezlenmeyen, bazi
doymamis yag asitleri, yeni hiicre membraninin olusumunda ve
prostaglandinlerin sentezindeki temel yap1 taslaridir [48].

Karbonhidrat ve yag gereksinimleri yeterli olmadigr durumlarda enerji kaynagi
olarak aminoasitler oksitlenir. Ve zamanla, aminoasitlerin tiiketimi sekonder
protein eksikligine neden olur. Genelde tek basina protein eksikligi
(malnutrisyonu) nadir goriliir. Hastalarin ¢ogunlugu kombine enerji ve

protein malnutrisyonu olarak karsimiza ¢ikar [48].
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Vitamin, iz elementler ve mineral eksiklikleri de yara iyilesmesinin spesifik
boyutlarim1 bozabilir. Keratinizasyon ve fibroblast maturasyonuna olan etkilerinden
dolay1i, A-vitamini epitelizasyonu, kollajen sentezini ve stabilitesini uyarir.
Ayrica makrofajlarin cogalma ve aktivasyonunu da saglar. A vitamini eksikliginde
yara epitelizasyonu ve kontraktiirii gecikir. Infeksiyon riski artar. Vitamin
takviyesinin kortikosteroidler, siklofosfamid, radyasyon tedavisi, diabet ve timor gibi
uygulamalara bagli istenmeyen etkileri baskiladigi bildirilmektedir. Vit-A 25.000
IU/giin dozlarinda, kanserli hastalarda da 100.000 IU/ giin kullanimi tavsiye
edilmektedir [48].

Vitamin-C (askorbik asit) demir ve oksijenle beraber kollajen sentezi sirasinda, lizin
ve prolinin hidrolizasyonu i¢in gereklidir. C-vitamini eksikliginde kollajen demetler
anstabil, ve kolay degrade olduklarindan derinin gerginligi ve kapiller frajilite
azalir. A vitamini gibi, C vitamini de inflamatuvar cevabi uyarir ve eksikliginde
konak¢min infeksiyonlara direnci diiser. Vitamin eksikligi olmayan hastalarda bu
vitaminin ek olarak verilmesi yara iyilesmesinde hizlanmaya neden olmaz. Ancak
ozellikle agir yanik yaralarinda giinde 1-2 g. C vitamini verilmesi yaygin bir pratik

uygulamadir [48].

K vitamini pihtilagsma faktorlerinin iiretiminde ©nemli bir unsur oldugundan,
eksikliginde yetersiz hemostazdan dolayr hematom olusumu kaginilmazdir. Diger
vitaminlerin yara iyilesmesindeki rolleri belirgin degildir. B-komplex vitaminleri
farkli metabolik yollarda kofaktdr olarak gorev yaparlar. Ve hayvan ¢alismalarmda

protein ve kollajen sentezini azaltabilirler [47].

E vitamini takviyesinin etkileri ise ¢eligkilidir. Ancak eksikligi yara iyilesmesinde

aktif bir rol oynamaz [47].

Iz elementler ve mineraller iyilesmede etkili enzimler igin kofaktdrlerdir. Cinko
metalloenzimler, serbest oksijen radikallerini pargalayan superoksit dismutaz, ve
protein sentezi ile hiicre boliinmesini saglayan DNA ve RNA polimerazlari igerirler.

Cinko ayrica hiicre membranini stabilize eder ve retinol tasiyan proteinlerle A-
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vitaminin transportunu kolaylastirir. Diger elementlerden bakir, kollajenin ¢apraz
baglanmasini saglayan lizil oksidaz i¢inde bulunur. Demir ise, eritrositlerin oksijen

tagimalarinda gereklidir [49].

Vitamin ve minerallerin asir1 yiiklenmesi de bazen yara iyilesmesini geciktirebilir.
Nitekim asir1 ¢inko kemotaksis ve fagositozu bozar ve kollajen sentezi tam

saglanamaz [49].

Stiphesiz yara iyilesmesinin gecikmesinde beslenme sorunlari1 da akla gelmelidir.

Tam iyilesme i¢in uygun bir beslenme zorunludur [49].

d)Yas: Klinik olarak yaglilarda yara iyilesmesi daha agir gelismektedir. Bu yiizden
yash bireylerde genc bireylere oranla yara iyilesmesi iyi olmaz. Bunun nedeni,
kanlanmanin iyi olmamasi, ek hastaliklar, beslenme bozuklugu olabilir. Ayrica
hormonal diizensizlikler, enfeksiyonlara kars1 duyarlilik, fibroplazinin azalmasi gibi

faktorlerin de etkisi goriilmektedir [41,42].

e) Anestezi sekli: Epidural anestezi alan hastalarda kanlanmanmn bozulmadigi,
hastanin aktif hareketlere daha erken donebildigi ve boylece tromboembolik
komplikasyonlarin daha az ve yara iyilesmesinin daha hizli oldugu belirtilmektedir.

Ayrica hastanin mental ve fiziksel saglig1 da yara iyilesmesinde ¢cok 6nemli olan bir

faktordiir [41,42].

2.4. Biiyiime Faktorleri

Biiyiime faktorleri, agirliklart 4000-60.000 Da arasinda degisen, ¢ok az miktarlar1

bile hiicresel aktiviteleri etkileyebilen proteinlerdir [50].

Bir dizi ¢aligmanin sonucunda biiylime faktorlerinin ve bunlarin reseptorlerinin yara
iyilesmesi siirecinin anahtar diizenleyicileri oldugu gdsterilmistir [2]. Biiyiime
faktorleri, hiicresel fonksiyonlar1 endokrin, parakrin veya otokrin mekanizmalarla

saglarlar. Endokrin yolla etkileyen faktorler hiicreye kan yoluyla giderler ve uzaktaki
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hiicreleri de etkilerler. Parakrin yolla etki eden faktorler salgilandiklar1 bdlgede
etkilidirler. Otokrin faktdrler; tarafindan salgilandiklari hiicrenin fonksiyonlarmi

etkilerler [50,51].

Biiylime faktorlerinin herhangi bir hiicreyi etkileyebilmesi, o hiicrenin o faktor i¢in
reseptore sahip olup olmamasina baghdir. Reseptore baglanma sonucunda hiicre
icinde Ozgiin bir cevaba sebep olan bir seri sinyal ortaya c¢ikar. Etki ¢ogunlukla,
tirozin kinaz uyarilarak saglanir. Her hiicrenin farkli biiyiime faktorleri icin farkl
sayida reseptorleri bulunur [50, 52]. Biiyiime 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 biitiinliiglinii yeniden kurmasiyla
iyilesme siirecinde temel bir rol oynarlar. Epidermal biiylime faktorii (EGF) gibi
peptit bliylime faktorleri; fibroblast ve keratinositlerin mitogenezini, keratinositlerin

gdcmesini, graniilasyon ve doku gelisimini uyarirlar [5].

2.4.1. Epidermal Biiyiime Faktorii (Epidermal Growth Factor)

EGF amino asit dizisinde lizin, fenilalanin ve alanin bulundurmayan ve 53 amino
asitten olusmus tek zincirli bir polipeptittir. 6000 Da molekiil agirligina sahiptir [11].
Ik kez eriskin erkek fare submandibular bezinin ekstresinden elde edilmistir. Yeni
dogan fareye enjekte edildiginde epidermisin erken keratinizasyonuna sebep oldugu
icin "Epidermal Growth Factor" adi verilmistir [11,53]. Molekiiliin bir ucu NH;
grubu, diger ucu ise COOH grubu ile sonlanmaktadir. Polipeptit alt1 sistein kokiine
sahiptir ve li¢ tane disiilfit bagi igerir. Bu disiilfit baglar1 molekiiliin biyolojik
aktivitesi i¢in ¢ok gereklidir. EGF’nin prekiirsor molekiilii ise 1217 amino asit igerir

ve prepro EGF olarak adlandirilir (Sekil 2.3) [54].

Bircok dokuda reseptorleri olup, epitelyal ve mezotelyal kokenli hiicrelerde
mitojenik dzellige sahiptir [12]. Insanda tiikriikte ve idrar sivisinda bulunur. Ayrica
bunlara ek olarak insanda mide, pankreas sivisi, serebrospinal sivi, seminal sivi,

prostat sivisi, siit ve kanda bulunmaktadir [13]. Ayrica pek ¢cok dokuda da varligi
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gosterilmistir. Duedonum Brunner bezleri, tiroid, pankreas, adrenal bez, ovaryum,

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

iskelet kasi, diiz kas, akcigerler, timus bezi bunlar arasinda sayilabilir [55]. Midede

asit salgilanmasini onleyici etkidedir. Karaciger disi farelerde erkek farelere gore

daha az miktarlarda EGF igermektedir. %70 hepatektomiden sonra EGF' nin DNA

yapimini uyarict etkisi 24 saatte artmaktadir. Serumda da EGF konsantrasyonu 10

haftalik erkeklerde, disilere oranla ¢ok yiiksektir [56].
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Bunlar karacigerin serum EGF' si i¢in Onemli

bir merkez
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diisiindiirmektedir [56]. Insanda EGF' nin asil kaynagi submandibular bez olmayip

parotis bezidir [58].
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EGF pek ¢cok mezodermal ve ektodermal kdkenli hiicreler i¢in mitojenik 6zelliktedir
[12]. EGF farklilagsma ve biiylimeyi etkileyerek organizmanin gelisiminde rol oynar
[54]. Cesitli epitel hiicre kiiltiirlerinde EGF biiyiimeyi, ¢ogalmay1 ve farklilagmay1
arttirmaktadir  [59]. EGF gibi peptit biiylime faktorleri keratinositlerin ve
fibroblastlarin mitogenezini, keratinositlerin gogiinii ve doku ve graniilasyon

gelisimini uyarirlar [5].
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Sekil 2.4. EGF’nin yapis1 [60]

EGF reseptorii, diger biiylime faktdr reseptorleri gibi sinyalin baslatilmasinda rol
oynayan tirozin kinaz aktivitesine sahiptir (Resim 2.3). EGF reseptorii ile birlesip
agregasyon ve fosforilasyon olayr meydana geldikten sonra EGF+reseptor birlikte
sitoplazmaya gegerler. Orada lizozomlar ile birleserek reseptozomlar: olustururlar ve
parcalanirlar. Alternatif bir yol olarak EGF+reseptor direkt olarak nukleusa giderek
orada kopyalanmay1 baslatirlar [61]. EGF reseptor aktivasyonu hiicre replikasyon ve
transkripsiyonunu ve DNA sentezini baglatir (Sekil 2.5) [62]. Fibroblastlarda
reseptorii bulunan ve bu hiicreler i¢in potent bir gelisme faktorii olan Epidermal
Growth Factor(EGF) graniilasyon dokusu, kollajen ve glikozaminoglikan diizeyini

arttirir; sonugta epitelizasyon hizlanir ve yara gerilim kuvveti artar [63].
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Sekil 2.5. EGF reseptorii
2.4.2. EGF etkilesimleri

EGF pek ¢ok mezodermal ve ektodermal kdkenli hiicre i¢in mitojenik Ozelliktedir.
Hiicrelerde iyon alinimi, glikolizis, RNA ve protein sentezi, DNA sentezi artigina
sebep olur [64]. EGF' nin i¢inde bol miktarda bulundugu submandibular bez
ekstreleri yara iyilesmesini hizlandiric1 etki gostermekte [14], serum ¢inko diizeyini

arttrrmaktadir [65].

Insanda tiikriikk ve serum EGF konsantrasyonlar1 tiroid hormonuna bagl degildir.
Insan serum EGF' si hipertiroidizmde degismezken, farede azalma gostermektedir.
Insanda idrar ile atilan EGF tiroid hormonuna baghdir. Hipertiroidide artar,
hipotiroidide azalir [66]. Epidermisin proliferasyonunu ve keratinizasyonunu arttirict
etkidedir. Bu etki tiroid hormonu etkisi ile artar. EGF' nin sentez yeri heniiz
bilinmemektedir. Tiroid hormonunun EGF sentezini deride lokal olarak arttirdig1

sanilmaktadir [67]. Prematiire dogumlarda anne siitiindeki EGF miktar1 normal
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dogumdakine oranla yliksek bulunmustur. Yeni doganlarda agizdan alindiginda

degisiklige ugramadan kana gegmektedir [68].
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Sekil 2.6. EGF+Reseptor kompleksinin etki mekanizmast

2.4.3. EGF ve yara iyilesmesi

Yapilan hayvan ¢alismalarinda sistemik ya da topikal olarak uygulanan EGF’ nin

yara iyilesmesine olumlu katkilarinin oldugu gosterilmistir [6,7].

Nazikoglu ve arkadaslarinin yaptigi1 calismada diyabetik ve normal siganlardaki yara
iyilesmesi siirecinde EGF igeren jelatin Ortillerin yara dokusu iizerine
uygulanmasmin yara iyilesmesi {izerine oldukca etkin oldugu goriilmiistiir.
Epitelizasyonun tamamlanmasi ve Kkeratinizasyonun belirginlesmesiyle birlikte
graniilasyon dokusunun olugumunun hizlanmasi, doku dagilimi ve deri eklerinin

farklanmasini olumlu yonde etkilemistir [69].
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Dorsolateral yaralara sahip farelerde topikal EGF, PDGF-AB ve PDGF-BB
uygulamasinin yara yenilenme siirecini hizlandirdigi ve skar dokusu olusumun
arttirdigr gozlenmistir. PDGF-AA’nin tek basina ya da EGF ile kombine sekilde
uygulanmasimin iyilesme siirecinde anlamli bir gelisme kaydetmedigi bildirilmistir.
Yara iyilesmesinde almnan en basarili sonuglar 10 ng EGF ve 15 ng PDGF-BB

kombinasyonunun uygulanmastyla elde edilmistir [5].

Dis etlerinde {ilserler olusturulmus tavsanlardan izole edilen dokularin invitro
kiiltiirlerinde EGF ve bFGF’nin fibroblastlarin proliferasyonunu; sadece EGF’nin de
keratinositlerin proliferasyonunu gelistirdigi bildirilmistir. Tikriik bezleri ¢ikarilmus,
dis etlerinde iilser olusturulmus tavsanlarda EGF ve bFGF nin sistemik enjeksiyonu

ve bFGF nin topikal uygulamasi yara iyilesmesini hizlandirmistir [2].

Karatag’in ¢aligmasinda, agiz mukozasi kesi yaralarma titanyum halka icinde
polietilen glikol tasiyici i¢inde uygulanan EGF’ nin; yara gerim kuvvetini ve
hidroksiprolin diizeyini arttirdigini ve bu sirada histolojik olarak epitelyal gelisimi ve
fibroblastik aktiviteyi destekledigi saptanmistir [70].

EGF’nin domuz yara modelinde ve tavsan korneasinda epitelizasyonu hizlandirdigi
gosterilmistir. Ayrica, hayvan modellerinde yara gerilim kuvvetini de arttirdigi
bildirilmistir. EGF’nin bu etkisini, fibronektin gibi epitelyal hiicre gdgiinii uyaran

maddelerin yapimini arttirarak sagladig: diisiiniilmektedir [1].

EGF’ nin anastomozda makrofaj migrasyonunu ve fibroblast proliferasyonunu
arttirdig1, kollajen sentezini uyardig1 ve yara iyilesmesini hizlandirdig1 saptanmistir

[71,72].

2.5. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron ihtiva eden atom

veya molekiillerdir. Bu tip maddeler, ortaklanmamis elektronlardan dolay1

olduke¢a reaktiftirler [18].
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Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir.
Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler oksijenin
kendisi, siiperoksit, hidrojen peroksit, gec¢is metallerinin iyonlar1 ve hidroksil

radikalidir [18].

Stiperoksit radikali; hemen tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu meydana gelir. Siiperoksit, hidrojen peroksitin kaynagi ve gegis
metalleri iyonlarinin indirgeyicisidir. Siiperoksit fizyolojik bir serbest radikal olan
nitrik oksit ile birlestiginde reaktif bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit meydana gelir.
Boylece NO etkisi inhibe edilir. Peroksinitritlerin dogrudan proteinlere zararl

etkileri vardir. Stiperoksit diisiik pH degerlerinde daha reaktiftir [18].

Hidrojen peroksitin olugmasi i¢in, molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden 2
elektron alarak veya siiperoksitin bir elektron alarak peroksitin meydana gelmesi
gerekir. Peroksit molekiilii 2 hidrojen atomu ile birleserek hidrojen peroksiti (H,O,)
meydana getirir. Hidrojen peroksit membranlardan kolayca gecebilen, uzun dmiirlii
bir oksidandir. Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil iiretimi siiperoksitin
dismutasyonu ile olur. Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadig1 halde, reaktif
oksijen tiirleri i¢ine girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli rol oynar. Cilinkii
stiperoksit ile reaksiyona girerek, en reaktif ve en zarar verici serbest oksijen radikali

olan hidroksil radikali olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir [ 18].

Hidroksil radikali; hidrojen peroksitin gecis metallerinin varliginda indirgenmesiyle
meydana gelir. Suyun yiiksek enerjili iyonize edici reaksiyona maruz kalmasi
sonucunda da hidroksil radikali olusur. Son derece reaktif bir oksidan tiiriidiir.
Olustugu yerde biiyiik hasara sebep olur. Tioller ve yag asitleri gibi ¢esitli

molekiillerden bir proton kopararak yeni radikallerin olugsmasina sebep olur [18].

Singlet oksijen; ortaklanmamis elektronu olmadigi icin radikal olmayan reaktif
oksijen molekiilidiir, Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu meydana geldigi gibi

serbest radikal iyonlarinin baglamasina da sebep olur [18].
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Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu karbon merkezli radikaller, peroksil
radikalleri, alkoksil radikalleri, thiyl radikalleri, gibi onemli serbest radikaller de
meydana gelirler [18].

2.5.1.Serbest radikallerin kaynaklarn

Biyolojik kaynaklari

-Aktive olmus fagositler

-Antineoplastik ajanlar

-Radyasyon

-Aliskanlik yapan maddele (alkol, uyusturucular)

-Cevresel ajanlar (hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler, hiperoksi, pestisidler,
sigara dumani, solventler, anestezikler, aromatik hidrokarbonlar)

-Stres [18].

Intraseliiler kaynaklari

-Kiiclik molekiillerin otooksidasyonu

-Enzimler ve proteinler

-Mitokondrial elektron transportu

-Endoplazmik retikulum ve niikleer membran elektron transport sistemleri
-Peroksizomlar

-Plazma membrani (Lipit peroksidasyonu)

-Oksidatif stres yapici durumlar: Iskemi, travma, intoksikasyon [18].

2.5.2. Serbest radikallerin membran lipitlerine etkileri (Lipit peroksidasyonu)

Serbest radikaller, hiicrelerin lipit, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim

onemli bilesiklerine etki ederler [18].

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesini asacak oranlarda
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olustuklar1 zaman organizmada ¢esitli bozukluklara yol acarlar. Biyomolekiillerin
tiim biiylik siiflar1 serbest radikaller tarafindan etkilenirler, fakat lipitler en hassas
olanlaridir. Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymanus baglar1 serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar.

Lipit reaksiyonu ¢ok zararl bir zincir reaksiyonudur. Direk olarak membran yapisina
ve indirek olarak reaktif aldehitler iireterek diger hiicre bilesenlerine zarar verir.
Boylece bircok hastaliga ve doku hasarina sebep olur. Lipit radikallerinin hidrofobik
yapida olmasi yiiziinden reaksiyonlarin ¢ogu membrana bagli molekiillerle meydana
gelir. Membran permeabilitesi ve mikroviskositesi ciddi sekilde etkilenir.
Peroksidasyonla olugan malondialdehit, membran kompanentlerinin ¢capraz baglanma
ve polimerizasyonuna sebep olur. Bu da deformasyon, iyon transportu, enzim
aktivitesi ve hiicre yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi intrinsik membran
ozelliklerini degistirir. Bu etkiler, malondialdehitin ni¢in mutajenik, genotoksik ve

karsinojenik oldugunu agiklar [18].

2.6. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 dnlemek
icin viicutta birgok savunma mekanizmalar1 gelismistir. Bunlar Antioksidan
Savunma Sistemleri veya kisaca Antioksidanlar olarak bilinirler. Antioksidanlar,
peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek ve/veya reaktif oksijen toplayarak
lipit peroksidasyonunu inhibe ederler. Antioksidanlar, dogal (endojen kaynakli) ve
eksojen kayankli antioksidanlar olmak {izere baslica iki ana gruba ayrilabildigi gibi
serbest radikalin meydana gelisini Onleyenler ve mevcut olanlar1 etkisiz hale
getirenler seklinde de ikiye ayrilabilirler. Ayrica enzim ve enzim olamayanlar
seklinde de smiflandirilirlar. Hiicrelerin hem sivi hem de membran kisimlarinda

bulunabilirler [18].

Dogal (endojen) Antioksidanlar

1.Enzimler: Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi, siiperoksit dismutaz, katalaz,
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glutatyon peroksidaz, glutatyon-S- transferaz, hidroperoksidaz [18].

2.Enzim olmayanlar: Lipit fazda bulunanlar; a- tokoferol ( E-vitamini),-karoten.
Stv1 fazda ( hiicre sitozoliinde veya kan plazmasinda bulunanlar); askorbik asit,
melatonin, {rat, sistein, seroplazmin, transferrin, laktoferrin, miyoglobulin,

hemoglobulin, ferritin, metionin, albumin, bilirubin, glutatyon [18].

Eksoien Antioksidanlar (ilaclar)

- Ksantin Oksidaz Inhibitorleri

- Soya fasulyesi inhibitdrleri

- NADPH Oksidaz inhibitorleri

- Rekombinant Siiperoksit dismutaz

- Trolx-C

- Endojen antioksidan aktiviteyi artiran maddeler
- Diger nonenzimatik serbest radikal toplayicilar1 ( Mannitol, albumin, DMSO).
- Demir redoks dongiisiiniin inhibitorleri

- Notrofil Adezyon inhibitdrleri

- Sitokinler

- Barbitiiratlar

- Demir Selatorleri [18]

Gida  Antioksidanlari:  Butylated hydroxytoluene (BHT), Butylated
hydroxyanisole (BHA), sodium benzoate, ethoxyquin, propylgalate, Fe-
superoxyde dismutase [18].

2.6.1.Glutatyon (GSH)

Karacigerde, genetik bilgiye ihtiya¢ olmadan sentezlenebilen bir tripeptiddir.

Glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden meydana gelmistir [18].

Cok onemli bir antioksidan olan glutatyon, serbest radikaller ve peroksitlerle



reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karst korur. Bunun disinda,
proteinlerdeki —SH gruplarini rediikte halde tutar ve bu gruplar1 oksidasyona
karsi muhafaza eder. Boylece, fonksiyonel proteinlerin ve enzimlerin
inaktivasyonunu engeller. Yabanci bilesiklerin detoksifikasyonunu ve amino
asitlerin membrandan transportunu saglar. Glioksilaz ve insiilin transhidrogenaz
gibi  baz1 enzimlerin koenzimidir. Hemoglobulinin  oksijenlenerek

methemoglobine doniismesini dnlemede rol alir [18].
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Glutatyon (GSH) peroksinitriti, reaksiyon sonucu oksitlenerek okside glutatyona

(GS-SG) doniisiir ve ortamdan uzaklasir. Okside glutatyon daha sonra NADPH-

bagimli glutatyon rediiktaz ile GSH’a doniistiiriiliir [73].

Rediikte glutatyon( GSH ), reaksiyon sonucu oksitlenerek okside glutatyona
(GSSG ) dontisiir. Okside glutatyonun tekrar rediikte hale gelmesi NADPH’1n

kullanilmasi ile miimkiindiir [18].

Glutatyon, eritrositleri, lokositleri ve goz lenslerini oksidatif strese karsi
korumada hayati 6neme sahiptir. Eirtrosit zarmi HO,” den,lokositleri
fagositozda kullanilan oksidan maddelerden ve lens proteinlerini oksidatif

hasardan korur [18].

2.6.2. Askorbik asit (C vitamini, AA)

C vitamini (askorbik asit), kapali formiili C¢HgOg olan bir ketolaktondur. Suda

eriyebilen vitaminlerden olan askorbik asit, 6zellikle yesil renkli taze sebze, meyve

ve turunggillerde bol miktarda bulunur. Isitilmaya dayaniksiz, dondurulmaya ise

dayaniklidir. Plazma konsantrasyonu 0,5-1,5 mg/dl kadardir [18].

C vitamini organizmada birgok hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici ajan

olarak gorev yapar. Kollajen sentezinde lizin ve prolinin hidroksilasyonu icin

gereklidir. Immunite ve yara iyilesmesinde etkilidir [18].
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Cok giiclii bir indirgeyici ajan olan askorbik asit, semidehidroaskorbat radikal ara
iriinii iizerinden kolaylikla dehidroaskorbik asite okside olur. Giiglii indirgeyici
aktivitesinden dolay1 ayn1 zamanda gii¢lii bir antioksidandir. Siiperosit ve hidroksil
radikali ile kolayca reaksiyona girerek onlar1 temizler. C vitaminin diger bir 6zelligi,
antioksidan etkisinin yaninda oksidan etki de gostermesidir. Ciinkii C vitamini, ferri
demiri ferro demire indirgeyen siiperoksit radikali disindaki tek seliiler ajandir. Bu
yolla askorbat, proteine bagli ferri demiri uzaklastirarak ya da dogrudan ferri demiri
indirgeyerek Fenton reaksiyonunda hidrojen peroksitle etkilesmeye uygun olan ferro

demire doniistiiriir. Yani stiperoksit iiretimine katkida bulunur [18].

C vitaminin fagositoz i¢in de Onemli oldugu gosterilmistir. Oksidatif patlama
sirasinda  nétrofiller C vitamini alwlar ve aktivasyonu takiben C vitamini
konsantrasyonlar1 azalir. C vitamini eksikligi olan kobaylarm Iokositlerinde,
kemotaksis ve bakterisidal aktivitenin depresse oldugu gosterilmistir. Saglikli

kisilerde C vitamini verilmesi kemotaktik cevabi arttirir [18].

Oksidatif patlama sirasinda, reaktif molekiiller ¢evreye yayilarak mutasyonlara,
hiicre hasarina, inflamasyona, koruyucu enzimlerin inaktivasyonuna ve lenfosit
proliferasyonunun inhibisyonuna neden olurlar. C vitamini, reaktif bakterisidal
molekiillerin intraseliiler konsantrasyonlarinda azalmaya sebep olmadan oksidatif

par¢alanma {iriinlerinin zarar verici etkilerini engellerler [18].

Askorbik asit diizeyinin diisiik olmasi, tiim kronik inflamatuar hastaliklarda ve lipit
peroksidasyonunun artmis oldugu durumlarda Onemli rol oynar. Kronik
inflamasyonlarda vitaminin katabolizmas1 artar. Ciinkii bu sirada normal
metabolizma siirekli oksidatif stres altindadir. Invivo olarak glutatyon, askorbatin
indirgenmis durumunu siirdiirmek icin gereklidir. Askorbik asitin bu koruyucu
mekanizmasinin etkinligi, glutatyon rediiktazinin etkinligine baghdir. Kronik
inflamatuar durumlarda intraseliiler glutatyonun da azaldigmna dair bulgular vardir

[18].

2.7. Myeloperoksidaz Enzimi ve Aktivitesi
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Fagositik 16kositler ¢esitli biyoloji hedeflerin parcalanmasma ve hasarina neden
olabilen, enfeksiyona kars1 viicudun hiicresel cevabini baglatan hiicrelerdir. Oksijenin
rediiksiyon (siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikalleri) ve eksitasyon
(singlet oksijen) f{irlinleri, fagositlerin (nétrofiller, eosinofiller, mononiikleer
fagositler) toksik Ozelliklerinden sorumludur. Bu toksik maddeler, fagositoz
esnasinda mikroorganizmalarin ve diger yabanci hiicrelerin yikimmda kullanilirlar.
Ancak, bunlar hiicrelerin antioksidan savunma gii¢lerini astiklarinda normal konak

hiicrelerine zarar verirler ve gesitli hastaliklarin patogenezinde rol oynarlar [18].

Fagositik 10kositler ¢oziinebilir ya da partikiiler bir stimulusla uyarildiktan sonra
lizozomal komponentleri disar1 vermeye baslarlar ve reaktif oksijen metabolitleri
olusumuyla birlikte mitokondri dismdaki oksijen tiiketiminde bir Solunumsal
Patlama gosterirler. Fagosite edilmis bakteri, solunumsal patlama iirlinlerinin toksik
etkisiyle Oldiiriilir. Bu oksidan {iriinler siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit,

hidroksil radikali ve halid oksidasyon {iriinleridir [18].

Solunumsal Patlamadan sorumlu olan enzim NADPH Oksidaz dir. Bu bir ektoenzim
olup, plazma membraninin dis yiizeyinde bulunur. Fagositik vakuol olusturmak icin
plazma membrani invagine oldugunda, enzim i¢ tarafta kalir ve vakuoler bosluktaki

oksijene etki eder [18].

Uygun bir stimulusla fagosit uyarildiktan sonra NADPH Oksidaz aktive edilir ve
indirgenmis pirimidin niikleotitlerinden iki elektron alinarak iki molekiil oksijene

transfer edilir. Boylece iki molekiil siiperoksit olugturulur [18].

NADPH Oksidaz
20, + NADPH » 20,° + NADP + H'

Stiperoksit
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Solunumsal Patlama sirasinda tiiketilen oksijenin bakterisidal bir ajan olarak

kullanildig1 hidrojen peroksite doniistiiriiliir [18].

20,+ 2H" » O, + H0;
Hidrojen peroksit

Stiperoksitin sinirli reaktivitesine ragmen, gecis metalleri iyon komplekslerini
indirgeyebilmesi ya da okside edebilmesi, metallerle ligandlar olusturabilmesi,
organik substratlar1 okside edebilmesi ve perhidroksil radikaline protonlanabilmesi
bu radikalin fagositoz araciligiyla olan sitotoksitede dnemli bir rol oynamasina sebep

olur [18].

Solunumsal Patlamanin amaci; fagositler tarafindan mikroorganizmalarin yok
edilmesinde kullanilabilecek oksidan ajanlar saglamaktir. Bu oksidan ajanlar1
kullanan mikrobisidal sistemlerden biri de Myeloperoksidaz (MPO) Sistemi dir.
Notrofil ve monositler, primer lizozomal graniillerinde bir hem enzimi olan MPO
ihtiva ederler. Notrofilde, antimikrobiyal aktiviteden sorumlu tutulan ilk oksidatif
metabolizma tiriinii hidrojen peroksittir. H,O,’in MPO ve bir halid ile kombinasyonu
giiclii antimikrobial sistem, ¢esitli bakteri, mantar, viriis, mikoplazma, ¢ok hiicreli
organizmalara ve memeli hiicrelerine kars1 etkilidir. MPO; cesitli bilesikleri okside
edebilen bir enzim-substrat kompleksi olusturabilmek i¢in, substrati olan hidrojen
peroksit ile birlesir. Bunlardan olusan halidlerin oksidasyonu sonucu, c¢esitli yollarla
mikroorganizmay1 etkileyebilen toksik ajanlar meydana gelir ve bunlar hiicre

Oliimiine yol agarlar [34,35].

Cesitli stimuluslarin etkisiyle fagositler, MPO ihtiva eden graniilleri ekstraseliiler
araliktaki fagositik vakuol i¢ine bosaltirlar. MPO, hidrojen peroksit varliginda, floriir
disinda halidlerin (kloriir, iyodiir ve bromiir) oksidasyonunu katalizlar. Bu
reaksiyonda MPO, halidden hidrojen peroksite iki e transferi yapar, okside halid
meydana gelir [18].

MPO
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v

H,0,+ X+ H
(X: CI, T, Br)

XOH + H,0

Hipohal6z asitler olan hipoklorit (HOCI), hipoiyodiir (HOI) ve hipobromit (HOBr)
ile bunlarin tuzlar1 giiclii oksidanlardir ve biyolojik olarak onemli molekiillerle
reaksiyona girerler. H,O, ile reaksiyona girerek singlet oksijeni, glukozamin ve
taurin gibi aminlerle reaksiyona girerek kuvvetli oksidanlar olan klorlanmis aminleri

olustururlar [18].

2.8. Serbest Oksijen Radikallerinin Yara Iyilesmesindeki Rolleri

Giliniimiize degin yapilmis yara iyilesmesiyle ilgili arastirmalarin ¢ogunda yara
iyilesmesinde oksijenin yararli, hipoksinin ise zararli etkilerinin oldugu sonucuna
varilmigtir [74,75]. Yara enfeksiyonun oOnlenmesinde de oksijenin rolii oldugu

bildirilmistir [37,76,77].

Lokositler fagositoz sirasinda biiyiilk miktarda oksijen kullanirlar. Bu sirada
“Solunumsal patlama” olarak bilinen bir dizi metabolik reaksiyon gerceklesir.
Oksijenin parsiyel rediiksiyonuyla sonu¢lanan bu reaksiyonlar ile reaktif oksijen
metabolitleri olusur [78]. Yara iyilesmesinin baglatilmas: ve yara enfeksiyonunun
engellenmesinde oksijenin faydali olmasina karsin oksijen metabolitlerinin zararl

oldugu anlagilmstir [79,80].

Oksijen serbest radikalleri ekstraselliiler matriks icine salindiklarinda su yollarla

hiicresel zedelenmeye neden olabilirler:

- Hiyaliironik asit ve kollajen yapismin bozulmasi,

- Fosfolipit membran igerisindeki yag asitlerinin peroksidasyonu yoluyla hiicre
membranlarmm harap edilmesi,

- Lizozom ve mitokondri gibi organel membranlarinin bozulmasi [81],

- Na'-K"ATPaz, Ca" ATPaz, glutamin sentetaz ve o-1-proteinaz inhibitorii gibi

onemli enzim sistemlerinin etkilenmesi [82].
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Hiyaliironik asit ve kollajen gibi ekstraselliller yapilarin bozulmasi doku
permeabilitesini ve yapisini belirgin olarak degistirir [81]. Diger yandan oksijen
radikallerinin artan kollajen sentezi ile ilgili olarak prolin ve lizin gruplarmi
nonenzimatik yolla hidroksile ettigi goriilmistiir [83]. Sonugta artan kollajen
depolanmas1 skar olusumuyla ¢esitli patolojik durumlara yol agar [84]. Cok reaktif
bilesikler olan oksijen radikallerinin yara dokusunda olustuklar1 zaman kollajen
hasar1 yaparak yara geriminde bir azalmaya neden olduklar1 da bilinmektedir [85].
Oksijen radikallerinin yol actig1 reaksiyonlar sonucu olusan lipit peroksit radikalleri,
lipit hidroperoksitleri ve malondialdehit (MDA) gibi yikim {irlinleri ekstraselliiler
araliga salmarak vaskiiler permeabiliteyi ve lokosit kemotaksisini etkileyebilirler

[81].

Oksijen radikallerinin yara iyilesmesindeki rolii muhtemelen inflamatuvar cevapta
rol oynayan nétrofiller ile ilgilidir. Notrofiller ve diger inflamatuvar hiicreler
(makrofaj, monosit ve eozinofiller) hiicre membranlarinda yer alan NADPH" 1
NADP" ye okside eden NADPH oksidaz sistemine sahiptirler. Bu hiicreler bir uyari
aldiklarinda solunumsal patlama denen bir dizi reaksiyon olusur. Sonucta hiicrede
siiperoksit gibi oksijen radikalleri meydana gelir ve bu radikaller inflamatuvar

cevapta interselliiler 6ldiirme olaymnin ger¢eklesmesinde rol alirlar [19,78,81].

3.MATERYAL-METOT
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3.1.Deney Protokolii

Deneylerde 5 aylik 2,5 + 0,4 kg agirlikta 37 adet yeni Zelanda tipi erkek tavsan
kullanildi. Tavsanlar Lemali deney hayvanlar1 yetistirme ciftliginden saglandi ve
G.U. Fen-Edebiyat Fakiiltesi Fizyoloji laboratuvarinda bakildi. Deney dncesi ve
deney siiresince pelet yem ve su ile beslenen hayvanlar, deney siiresince tek tek

kafeslerde, giin 15181 dongiisii paralelinde aydinlanan ortamda bakildilar.

3.2. EGF Preparatinin Hazirlanmasi

Deneylerde kullamilan pelet (boncuk) ila¢ formu G.U. Eczacilik Fakiiltesi,
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dalinda hazirlanmigtir. Bunun i¢in inert bir madde
olan polietilen glikol (PEG) boncuk kullanilmistir. Bu nedenle yara iyilesmesinde
etkili faktoriimiizi PEG icerisinde uyguladik. Laboratuvarimizda yaptigimiz 6n
denemelerde PEG; invitro kosullarda 37 °C de 35 dakikada erimistir ve in vivo

kosullarda da en az bu siire i¢inde yaraya yavas yavas serbestlenmektedir.

EGF (Sigma, E-4127 0.1 mg) 1 flakon suda ¢oziiliip polietilen glikol (PEG 4000, ort
0.02 gr) i¢inde 40 ng olacak sekilde doze edilerek hazilandi. Uygulamlarda EGF 400
ul distile suda ¢oziinmiistiir. Su hacmi vakum altinda yeterli miktara kadar 30 °C de
steril sartlarda ugurulmustur. Daha sonra PEG den bir damla sonra EGF
cozeltisinden 40 ng esdeger EGF c¢ozeltisi hesaplanarak bu miktar damlatilmis ve
karstiridmistir. Bu sekilde UV lamba altinda steril sartlarda hazirlanan PEG+EGF
seklinde formulasyonlar ayr1 ayri1 flakonlara yerlestirilip agz1 kapatilaraka

deneylerimizin yapildig1 Fizyoloji Laboratuvarma getirilmistir [70].

3.3. Yara Modelinin Olusturulmasi

Sabah saat 10:00 da hayvanlarin 6nce standart terazide agirliklar1 saptanmigtir. Daha
sonra ketamin (Ketalar 50 mg/kg) ve ksilazin (Rhompun 5 mg/kg) intramiiskiiler
olarak enjekte edilerek genel anestezi saglanmistir. Hayvanin agzi acgilip, yanak ve

dil ekarte edildikten sonra kesici disler ile az1 disler arasindaki diastema bdlgesinin
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en derin i¢ blikey yeri merkez olacak sekilde sag ve sol ¢cenede kretin tepesine 1.5 cm
uzunlugunda posterio-anterior yonde insizyon perioste kadar inecek sekilde tek
islemde gerceklestirilmistir. Insizyondan sonra yara dudaklar1 vestibul ve lingual
yonde periost elevatorii ile mukoza {izerinde formulasyonlar yerlesecek kadar cerrahi
teknikler kullanilarak ekarte edilmistir. Tiim tavsanlarin agiz mukozasinda insizyon

yarast yapilmstir [70].

I.Gruptaki tavsanlara sadece kesi yarasi yapilmistir.

I1.Gruptaki tavsanlara PEG+EGF li kombinasyonlar1 tastyan boncuk yerlestirilmistir.

Daha sonra yara dudaklar1 adapte edilip kanama kontrolii yapilarak iki adet siitiir

atilmistir. Tavsanlar deney siiresince pelet yem ve su ile beslenmislerdir.

Kesi yarasi yapilan ve EGF+PEG kombinasyonlu boncuk uygulanan tavsanlar;
kronobiyolojik siraya uygun olacak sekilde operasyonu izleyen 1., 3. ve 5. giinlerde
sabah saat 10:00 da agirliklar1 tartilarak asir1 doz Na barbital kulak veninden
verilerek feda edilmistir. Agizdaki yara dokusu sagli-sollu hemen c¢ikarilarak,
bulagsmay1 Onleyecek materyale sarildiktan sonra sivi azot igerisine konularak

dondurulmustur.

3.4. Yontemler

3.4.1. Dokuda TBARS tayin yontemi

Dokuda TBARS diizeyleri tiyobarbitiirik asit reaktif madde olusumu yontemiyle
calisildi [86]. Doku oOrnekleri tartildi. Homojenizatér ile soguk TCA iginde
homojenize edildi. Daha sonra siipernatan almarak tizerine TBA ve BHT eklendi.

Numunelerin optik dansitesi spektrofotometrede 535 nm’de, kore kars1 okundu.

3.4.2. Dokuda Glutatyon tayin yontemi
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Dokuda glutatyon tayini icin modifiye Ellman yontemi kullanild1 [87]. Doku
ornekleri TBARS yontemindeki gibi homojenize edilip santriflij edildikten sonra
siipernatan, NaH,PO4 ve DTNB c¢ozeltisi ile karstirildi. Oda 1sisinda 5- 10 dk
bekletildikten sonra karigimin absorbansi spektrofotometrede kore karst 412 nm

dalga boyunda o6l¢iildii.

3.4.3. Dokuda AA tayin yontemi

Roe ve Kuether’in Berger tarafindan modifiye edilmis metodu kullanildi [88]. Doku
PCA/EDTA karisimi i¢inde buz soguklugunda homojenize edildi. Homojenat 15000
g (RCF) devirde 3 dk 4 derecede santriflij edildi. Bir tiipe standart AA ¢ozeltisi,
baska bir tiipe kor i¢in PCA ¢ozeltisi ve drneklerin hazirlanacag: tiiplere siipernatan
konuldu. Her bir tiipe renk reaktifi eklenip vortekslenerek 3 saat 37 derecede inkiibe
edildi. Numunelerin 1s1s1 0 dereceye getirilip her bir tiipe H,SO,; eklendi ve
karstirildi. Oda sicakliginda 30 dk bekletildi. Numuneler 515 dalga boyunda

spektrofotometrede kore kars1 okundu.

3.4.5. Dokuda MPO tayin yontemi

Glowick ve Kaplan’ m yontemi kullanildi [89]. Doku sodyum fosfat tamponunda buz
soguklugunda homojenize edildi. Homojenat 3500 RPM devirde 10 dk 4 derecede
santrifiij edildi. Siipernatan, sodyum fosfat tamponu, H,O,, ortodianizidin ve su
tiiplere konularak karistirildi. Numuneler 37 °C de 30 dk inkiibe edildikten sonra
tizerlerine HCI eklenerek, 410 nm dalga boyunda spektrofotometrede kore karsi

okundu.

3.5. Istatistiksel Degerlendirme
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Biitiin degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Sonuglar
dagilimm homojen olup olmamasina gére Anova Varyans Analizi ve Mann Whitney

U test ile degerlendirildi. P<0,05 6nemli kabul edildi.

4.BULGULAR
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4.1. Kesi Yaras1 Yapilmus Tedavisiz Gruplara Ait TBARS, GSH, AA Diizeyleri
ve MPO aktivitesi Sonuclari

Yaralanmadan sonraki 1. giine ait sonuclar

Tedavi edilmeyen agiz yaralarinin 1. gliniinde yara dokularma ait TBARS diizeyleri
67,84 £ 5,65 nmol/g, GSH diizeyleri 14,26 + 3,41 pmol/gr, AA diizeyleri 0,1270 +
0,02526 mg/g doku olarak bulunmustur. Bu gruba ait MPO aktivitesi ise 0,147 +
0,033 U/g doku olarak bulunmustur (Cizelge 4.1, Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve
Sekil 4.4).

Yaralanmadan sonraki 3. giine ait sonuclar

Tedavi edilmeyen agiz yaralarinin 3. giiniinde yara dokularma ait TBARS diizeyleri
45,23 £ 19,13 nmol/g, GSH diizeyleri 30,22 + 7,34 umol/g, AA diizeyleri 0,2167 +
0,06623 mg/g doku olarak bulunmustur. Ayni gruba ait MPO aktivitesi ise 0,087 +
0,036 U/g doku olarak bulunmustur (Cizelge 4.1, Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve
Sekil 4.4).

Yaralanmadan sonraki 3. giine ait TBARS diizeyi, yaralanmadan sonraki 1. giindeki
diizeyi ile karsilastirildiginda anlamli olarak (P<0,05) azalmis bulunmustur. MPO
aktivitesi de yaralanmadan sonraki 1. gilinle karsilastirildiginda anlamli olarak

(P<0,05) azalmig bulunmustur.

Yaralanmadan sonraki 5. giine ait sonuclar

Tedavi edilmeyen agiz yaralarinin 5. giliniinde yara dokularma ait TBARS diizeyleri
18,87 £ 8,10 nmol/g, GSH diizeyleri 25,98 + 5,57 umol/g, AA diizeyleri 0,3033 +
0,12817 mg/g doku olarak bulunmustur. Bu gruba ait MPO aktivitesi 0,108 + 0,027
U/g doku olarak bulunmustur (Cizelge 4.1, Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil
4.4).
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Bu grubun yara dokularma ait TBARS diizeyi, tedavi edilmeyen agiz yaralarinm 1.
ve 3. gilinlindeki yara dokularma ait TBARS diizeyleriyle karsilastirildiginda anlaml
bir azalma tespit edilmistir (P<0,05). 5. giine ait AA diizeyi ise yaralanmadan sonraki

1. glindeki diizeyi ile karsilagtirildiginda anlamli olarak (P<0,05) artmig bulunmustur.

4.2. Kesi yaras1 Yapilip Eksojen EGF Uygulanan Gruplara Ait TBARS, GSH,
AA Diizeyleri ve MPO aktivitesi Sonuc¢lan

Yaralanmadan sonraki 1. giine ait sonuclar

Eksojen olarak EGF uygulanan agiz yaralarinin 1. giiniinde yara dokularma ait
TBARS diizeyleri 11,21 + 3,51 nmol/g, GSH diizeyleri 21,51 + 4,82umol/g, AA
diizeyleri 0,19334+0,06831 mg/g olarak bulunmustur. Bu gruba ait MPO aktivitesi
0,304 + 0,068 U/g doku olarak bulunmustur (Cizelge 4.1, Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil
4.3 ve Sekil 4.4).

Kendi kontroliiyle kiyas edildiginde EGF uygulanan grubun 1. giiniine ait TBARS
diizeyleri anlamli olarak azalmis bulunmusken, MPO aktivitesi ise anlamli olarak
artmig  bulunmustur (P<0,05). GSH ve AA diizeyleri kendi kontrolleriyle
karsilastirildiginda ise bir degisiklik tespit edilememistir.

Yaralanmadan sonraki 3. giine ait sonuclar

Eksojen olarak EGF uygulanan agiz yaralarmin 3. giliniinde yara dokularma ait
TBARS diizeyleri 6,57 + 2,17 nmol/g, GSH diizeyleri 18,35 £ 6,57umol/g, AA
diizeyleri 0,2043+0,02573 mg/g doku olarak bulunmustur. Ayn1 gruba ait MPO
aktivitesi 0,280 £+ 0,049 U/g doku olarak bulunmustur (Cizelge 4.1, Sekil 4.1, Sekil
4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).

Kendi kontroliiyle kiyas edildiginde EGF uygulanan grubun 3. giiniine ait TBARS

diizeyleri anlamli olarak azalmis bulunmusken, MPO aktivitesi ise anlamli olarak
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artmig  bulunmustur (P<0,05). GSH ve AA diizeyleri kendi kontrolleriyle
karsilastirildiginda ise bir degisiklik tespit edilememistir.

Yaralanmadan sonraki 5. giine ait sonuclar:

Eksojen olarak EGF uygulanan agiz yaralarmin 3. giliniinde yara dokularma ait
TBARS diizeyleri 8,28 + 1,56 nmol/g, GSH diizeyleri 21,63 + 3,26umol/g, AA
diizeyleri 0,2533+0,06563 mg/g doku olarak bulunmustur. Bu gruba ait MPO
aktivitesi 0,186 = 0,078 U/g doku olarak bulunmustur (Cizelge 4.1, Sekil 4.1, Sekil
4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).

Kendi kontroliiyle kiyas edildiginde EGF uygulanan grubun 5. giiniine ait TBARS
diizeyleri anlamli olarak azalmig bulunmustur (P<0,05). GSH, AA diizeyleri ve MPO
aktivitesi kendi kontrolleriyle karsilastirildiginda ise bir degisiklik tespit

edilememistir

Cizelge 4.1. Eksojen EGF uygulamasinin yara dokusu TBARS, GSH, A.A. diizeyleri
ve MPO aktivitesine etkilerini gosteren ¢izelge



41

GRUPLAR

TBARS

(nmol/g doku)

GSH

(nmol/g doku)

MPO

(U/g doku)

AA.

(mg/g doku)

Tedavisiz grup
1. Giin
n=6

67,84 +£5,6

14,26+3,41

0,147 +0,033

0,127 £ 0,025

Tedavisiz grup
3. Giin
n=6

4523 £19,13

30,22+7,34

0,087+ 0,036

0,216 = 0,066

Tedavisiz grup
5. Giin
n=6

18,87 + 8,10

25,98+5,57

0,108 = 0,027

0,303 +£,0128

EGF uygulanan
grup
1. Giin
n=6

11,21 +3,51%

21,51+4,82

0,304 £ 0,068 *

0,193 = 0,068

EGF uygulanan
grup
3. Gin
n=7

6,57 +2,1%

18,35+6,57

0,280 + 0,049 *

0,204 £ 0,025

EGF uygulanan
grup
5. Gin
n=6

8,28 +1,56*

21,63+3,26

0,186 + 0,078

0,253 £ 0,065

"P< 0,05 kendi kontrolleriyle karsilastirldiginda

= 80
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Sekil 4.1. Eksojen EGF uygulamasmin yara dokusu TBARS diizeylerine etkileri
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Yaralanmadan sonraki giinler

Sekil 4.2. Eksojen EGF uygulamasmin yara dokusu GSH diizeylerine etkileri
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Sekil 4.3. Eksojen EGF uygulamasinin yara dokusu MPO aktivitesine etkileri
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5.SONUC

Biiylime faktorlerinin, yara iyilesmesinin tiim fazlarinda 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir [42]. Biiylime faktorlerinin normal ve gecikmis yara iyilesmesi lizerine
etkilerini gosteren pek cok calisma da mevcuttur [1-4]. EGF, tiikiiriikte yiiksek
konsantrasyonlarda bulunan; oral mukozanmn devamliligi i¢in gerekli, yara

iyilesmesini hizlandiran 6nemli bir biiyiime faktoriidiir [5].

Bu calismada; eksojen olarak uygulanan EGF’ nin yara dokusu oksidan olaylarma
etkilerini gostermek amaciyla lipit peroksidasyonunun gdstergesi olan TBARS
diizeyleri, onemli antioksidanlar olan GSH ve AA seviyeleri ile oksijene bagl defans
mekanizmalarinda rol alan bir enzim olan MPO aktivitesi, yara iyilesmesinin fazlar1

da dikkate alinarak tespit edilmistir.

Bunun i¢in oral mukozalarinda kesi yarasi yapilan ve kesi yarasi yapildiktan sonra
eksojen olarak EGF uygulanan iki deney grubu secilmis; her iki grupta da
yaralanmadan sonraki 1., 3. ve 5. giinlerde yara dokusu oksidan olaylar1

arastirilmasgtir.

Oral mukozalarinda kesi yaralari yapilip tedavi edilmeyen tavsanlarin yani bu
caligmadaki kontrol grubunun, yaralanmadan sonraki 1., 3. ve 5. gilinlerdeki yara
dokusu TBARS diizeyleri giinlerle orantili olarak anlamli (P<0,05) bir azalma
kaydetmistir.

Daha oOnce yapilan caligmalarda, deneysel olarak ligatiirle periodontitis yapilan
ratlarda deneyin 8. giinlinde dis eti dokusu MDA diizeyleri [38] ve periodontitisli
hastalarin plazma, eritrosit ve dis eti dokusu TBARS seviyeleri kontrollerine kiyasla

artmis bulunmustur [90].

Eksojen olarak EGF wuygulanan grupta ise yara dokusu TBARS seviyeleri

kontrolleriyle kiyaslandiginda anlamli (P<0,05) azalma gostermistir.
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Akbulut ve arkadaglarmin yaptiklari calismada EGF’ nin stres iilseri olusturulmus
ratlarda mide dokusu lipit peroksidasyonunu azalttig1 [31] ve etanolle mide iilseri
olusturulmus ratlarda EGF uygulamasinin mide dokusu TBARS diizeylerini azalttig1

gosterilmistir [91]. Bu bilgiler bizim sonug¢larimizi destekler niteliktedir.

EGF uygulanan grupta TBARS diizeylerinin, tedavisiz gruba oranla azalma

gostermesi, EGF’ nin antioksidan etkilerinin olabilecegini akla getirmektedir.

GSH diizeylerine bakildiginda, gerek tedavisiz grup ile EGF uygulanan grup
karsilagtirildiginda, gerekse de gruplar kendi iclerinde degerlendirildiginde

istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir.

Stres iilseri olusturulan ratlarda EGF uygulamasinin mide dokusu GSH seviyelerini

degistirmedigini gosteren bir caligma literatiirde mevcuttur [31].

Bir diger antioksidan olan AA seviyeleri de, tedavisiz grupla eksojen olarak EGF
uygulanan grup karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gostermemistir. Ancak tedavisiz grupta yaralanmadan sonraki 5. gilinde, 3. giine

kiyasla anlamli (P<0,05) bir artis tespit edilmistir.

Literatiirde agiz i¢cinde AA seviyelerinin gosterildigi bir ¢alisma mevcut degildir.
Fakat kimyasal bir ajanla mide {ilseri yapilan ve oral olarak AA yiiklemesi yapilan
ratlarm, kimyasal uygulamasindan 30 dakika sonra mide mukozalarma ait total ve
rediikte AA seviyelerinde kontrollerine kiyasla bir degisiklik tespit edilememistir
[92].

Bu sonucglara gore, gerek tedavisiz grupta gerekse de EGF uygulanan grupta
yaralanmadan sonraki gilinlerde azalan TBARS diizeylerine karsin, GSH ve AA
diizeylerinin bir degisiklik géstermemesi baska antioksidan savunma sistemlerinin
devreye girdigini diisiindlirtmektedir. Bu nedenle bu deneye paralel olarak yapilacak
bir bagka calismada enzimatik antioksidanlar olan SOD ve CAT aktivitelerinin

calisilmasi yerinde olacaktir.
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MPO aktivitesinde EGF uygulanan grupta yaralanmadan sonraki 1., 3. ve 5. giinlerde
istatistiksel olarak anlamli olmayan tedrici bir azalma tespit edilmistir. EGF tedavisi
uygulanan grupta 1. ve 3. giinler kontrolleriyle karsilastirildiginda ise; MPO
aktivitesindeki azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (P<0,05).
Tedavisiz grupta enzim aktivitesi, inflamatuvar fazin gerceklestigi 1. giinde, diger
giinlerden daha yiiksek bulunmustur. EGF uygulanan grup ve tedavisiz grup
karsilagtirildiginda ise EGF uygulanan grupta MPO aktivitesinin arttig1 tespit

edilmistir.

Ag1z dokusundaki inflamatuvar hastaliklarda MPO enzim aktivitesinin arttigini
bildiren c¢aligmalar mevcuttur [93-95]. Sol molar dis c¢evresinde ligatiirle
periodontitis yapilan ratlarda, deneyin 8. giiniinde diseti dokusunda MPO enzim

aktivitesinin arttig1 bildirilmistir [38].

Deneysel olarak dorsal yanik yarast yapilan ve EGF uygulanan ratlarn,
yaralanmadan sonraki 5. giinde yara dokusu MPO aktivitesinin anlamli olarak arttig1
bulunmustur [32]. Bizim c¢alismamizin sonuglar1 da bu bulguyla paralellik

gostermektedir.

MPO aktivitesinin EGF uygulanan grupta tedavisiz gruba gore artmig bulunmasi,

EGF’ nin nétrofil akiimiilasyonunu stimiile edebilecegini diisiindiirtmektedir.

Gerek kontrollerde gerekse EGF tedavisi uygulanan grupta yaralanmadan sonraki ilk
giinde TBARS diizeylerinin ve MPO aktivitesinin diger gilinlere kiyasla ytliksek
bulunmasi, inflamatuvar fazda gergeklesen olaylarin lipit peroksidasyonunu ve

solunumsal patlamay1 tetiklediginin gostergesi olabilir.
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