_ T.C,
Akdeniz Universitesi
Tip Fakiiltesi

Genel Cerrahi Apabilim Dala

ITXINCI DERECE DENEYSEL YANIKLARIN LOKAL TEDAVISINDE

TOPIKAL UYGULANAN EGF'NIN ROL{

- Uzmanlik Tezi -

T458 [4-1

Dr. Can ALTAY

Antalya, 1920




" ICINDEKILER

. GIRIS ve AMAG .

. GENEL BILGILER
- Yara Iyilesmesi .

—~ Yanikta Topikal Tedavi

- Epidermal Growth Faktdr (EGF) . .

. GEREC ve YONTEMLER

. BULGULAR . . . « + « - .

— Yanik Yarasinin iyilegmesi
~ DNA Calismasi . . . .
- Yanik Yara Infeksiyonu

— Yanik Yarasinin Histopatolojik
Degerlendiriimesi .

. TARTISMA
. SONUG .

. OZET

. KAYNAKLAR . . v v « ¢« v v v

. 10
. 15

. 19
. 19
.22
. 24
. 24
. 37
. 42
. 43

. 45

454




GIRIS ve AMAC

Yanigin tarihgesinin, atesin bulunusu kadar eski oldufu diisiiniile-
bilir. Ancak tedavi sorunlari insanligin gelisimine paralel olarak ayna

basarida ¢Ozlilememistir.

Endiistrilesen toplumlarda genis yaniklar, kitle yamaklari, yanik
tedavisi ile ugrasanlara giliclilklerle karsi karsiya birakmaktadir. Glni-
miizde tip alanindaki tﬁh geligmelere kargin yanik, mortalite ve morbidi-
teye yol agmakta, uzun siireli hastane bakimni gerektirmekte, fonksiyo-
.nel, ekonomik kayiplar ve psikolojik sorunlar yaratmaktadir. Cagdas va—
nik tedavisi, resussitasyon amac¢li sivi-elekitrolit replasmaniyla ¢ok
onemli asamalar kaydetmis ve basari saglamis olmasina karsin, greftle-
me, hiicre kiiltiirii gibi komplike tedavi yontemlerinin uygulanabilecegi
iyi donatimli merkezler dasinda, yanifin lokal tedavisi tamamen profilak-
tik girisimleri icerir. Yanik yarasinin spesifik tedavisi ig¢in halen

gergek anlamda birsey yvapilamamaktadir,

Bunun bilincinde olarak yanik ile ugrasanlar, yanik yarasinin spe-
sifik tedavisini saglayacak ajanlari arayip bulma ve uygulama ¢abasi

i¢indedirler.

T1k defa 1962 yilinda bulunan epidermal growth faktériin, yara iyi-
lesmesinde epitelizasyonu ve mitozu arttiricl Szelligi bilinmektedir. Bu
gzellikleri nedeniyle yanik yarasinda da kullanilabilecegi seklindeki
gbriisler giderek yogunluk kazanmaktadir. Ancak yanik yaralarindaki etki-

si tim detaylari ile bilinmemektedir.
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Bu calismada amacimiz, deneysel ikinci derece yanik medelinde to-
pikal uygulanan epidermal growth faktoriin yanik yarasinin iyilesmesinde-

ki etkisini ve yanik tedavisindeki rolinii arastirmaya yoneliktir.



S B R

GENEL BIiLGILER

Yanik, derinin yiiksek 1s1i, kimyasal madde, elektrik ile temasiyla
olusan Szel bir yara tiirtédir. YaniZin derecesi 1sinin giddeti ve temas
siiresi ile dogru crantiladar, 45°C ve altinda ciddi bir varalanma izlen-—
mez. 45-50°C 1s1 hiicresel hasar, 50°C ve iizerindeki 1s1 protein denatii—
rasyonu olusturmaktadir. Termal yaralanmalarda genellikle 1sinin deri
ile temas siiresi kisadir. Tsi kaypaginin uzaklastirilmasi ile birlikte
doku hasara durur., Kimyasal ajan ve elektrik yaniklarinda doku hasari,
etken ortadan kaldirilincaya veya ndtralize edilinceye kadar devam eder
(16).

Yanikta mortalite ve morbiditeyi etkileyen birgeok faktor vardir.
Vaskiiler degisikliklere bagli olarak iskemi, sivi-elektrolit kaybiyla da
hipovolemi gelisir. Sivi kayba Qe toksik maddelérin dolagima katilmasiy=
la gelisen bobrek yetmezlifi, solunum yetmezlifi, infeksiyon, immiin sis-—
tem defigiklikleri tedaviyi gliclestiren, Romplikasyonlarl arttiran fak-
torlerdir.

Yanlkiar derinliklerine gore birinci, ikinci, iigiincii derece olarak
siniflandiralarlar.

Birinci derece yanik: Histopatolojik olarak epidermisin superfisi-
yal tabakalarinin biitlinliigiiniin bozulmasidair. Vﬁcudun sivi dengesi bozul-
maz.

ikinci derece yanik (Partial-thickness): Hasar biitiin epidermisi ve

koriumdan genis bir kismi ig¢ine alir.

Uclincii. derece yanik (Full-thickness): Derinin tiim katlarinin deri




:$ ék1eri ve epitelyal elemanlarinin geri déniigsiiz hasari ile karakterize-
f&iru Epitelin spontan rejenerasyonu olasi degildir (16).

{lkemizde vanik merkezlerinin az sayida olmasi topikal tedaviyi on
:i:ﬁlana cikarmakta, hemen her vatakli tedavi kurumunda en azindan belirli
hvdﬁ%wﬂe topikal tedavi uygulanmasi zorunlugunu dogurmaktadir. Yetersiz
'Q £edavi ve rehabilitasyon olanaklarinin kisitliligi sonucu olusan yanik
 nedbe1eri!ekonomik kayiplari ve psikoloijik sorunlari arttirmaktadir. Ya-

,ﬁlga bagli ortopedik &ziirliilerin sayxisi yanik komplikasyonlar: icinde

azimsanmayacak sayidadir.

vARA TYTLESMEST

Cesitli seheplerie doku devamlilaginin kaybolmasina yara denir.
'z'Kapall ve ac¢ik varalar olarak iki grupta toplayabiliriz. Yaniklar doku
 fkayb1 ile seyreden agik yaralarin Szel bir tipidir. Yanmik yaralarinin
?édiger acik vyaralardan farkz, saglam dokularin da isidan etkilenmesi, da-—
?'mar itmenlerinin kapanarak iskemik nekrozun daha da yayilmasina sebep
olmasidir. Bu yaralar kontraksiyon ve epitelizasyon ile iyilesirler. Ya-
o ﬁlgln olustugu yerin ¢evresindeki saglam deri ne kadar genis ve mobil

ise lezyon da o kadar az deformite ile kapanir.

Acik yaralarda hemen kabuk gelisir. Kabuk, %len hiicrelerden ve de—
“natiire olan plazma proteinlerinden olusur. Yanik yaralarinda denatiire

- olan dermal kollajen yerinde kalir ve eskari olusturur. Her iki yarada

' da epitel kabuk veya eskarin altindan ilerler. Yaniklarda epitel iler-
 :1eIken fibroblastlar kollajenaz salgilar ve intakt eskarin kollajen bag-
::larlnl bozarak kendilerine eskar altinda yol agarlar (9). Epitel eskara
1:zay1£ olarak yapisir ve en ufak travmada ayralir. Epitelin altinda ise

- zayif, geng, parlak rofle veren baj dokusu mevcuttur. Yanikta yaranin



::*epitel ile kapanabilmesi i¢in canl:y kalmis epitel adalarinin, kil kokle—

" rinin, vag bezlerinin Snemi biyiktiir.

Yara iyilesmesinde ii¢ faz vardir; Substrat, proliferasyon, remode-

1ling fazlari (Sekil 1).

\§§§Va3kﬁler
Substrat fazl&\\\\\\\\ Inflamasyon

EEREE NS
Remodeling faz1 N

0 2 4 6 8 10 12 14 i6 giin
(Yara) '

Sekil 1 : Yara iyilesmesinin ii¢ fazi sematize edilmistir.

Substrat Fazi: Aktif hemostaz ile baslar. Hemostaz lokal kan da-

marlarinin konstriksiyonu ve trombosit agregasyonu ile olusur. Faktdr ITT
yaralanan dokudan agiga ¢ikarask ekstrenmsek yolla koagiilasyon mekanizma- .
sini uyarir. Faktér XITa'min devieye girmesi ile pihtilasma baslar. Son
iriin fibrinin bu evrede; Yaranan biitiinliigiinii saglamak, olugan pihtinin
hemostazi devam ettirmesi, sonradan ortama gelecek olan epitelyal hic -
reler ve fibroblastlar igin iskelet olusturmak gibi Snemli gdrevleri

vardir (26).

Kemotaktik faktérlerin rehberliginde yaralanmadan 6 saat sonra ilk
olarak bdlgeye nétrofiller gelir ve inflamasyonu baglatirlar. Serum si-
zar, Denatiire plazma proteinlerinden olusan kabuk meydana gelir. Nétro-
filler 2'nci giin maksimum hale gelip eger ortamda infeksiyon yoksa 3'in-

cii giinden itibaren azalirlar. Bakteri fagositozu ve yara debritmanin:




élarlar. VYaralanmanin 6'ncy gini ortama gelen lenfositlerin gdrevi tam
biiiﬁmemektediro Lenfokinlerin sentezlenmesini saglayarak yara iyilesme-
s;ni:provoke ettikleri disinilebilir (26).

Hipoksiyi en iyi tolere eden ve dolasimdaki monositlerden olusan
[gakrOfajlar, yarada 5'inci giinden itibaren sayica artarlar. Meonositopeni
;ééligtirilen deneklerde yara iyilesmesinin geri kaldigi gosterilmistir
Eii). Monositleri yara bdlgesine, kollajen, plazma, fi.ronektin, lenfckin,
ﬁabtoksinler yonlendirir. Makrofajlar yara debridmaninmi proteinaz ve

: iéétaz salgilayarak yaparlar (43).

Yanik yarasinda ise substrat fazinda damar yaralanmasi olmadikga
_@éssif kanama izlemmez. Damarlarda yaygin koagililasyon gelistigi icin ak-
ftif'bir hemostaz olusmaz. (dem gdriiliir. Yéra iyilesmesinde goriilen in--
iamasyon vanikta, bifazik vol izleyen &dem olarak karsimiza g¢ikar, fik
"6iarak ani sivi artisi, ikincil olarak da kadameli deoku sivi artisi iz-
fiéﬁif. Odemin gelismesi bozulan mikrosirkilasyon ve buradan gecen kan
.akiml'ile dogru orantilidir, Odemin artmasi, dokunun kanlanmasini da
'é?éltlf. Kiiciik yaralarda d6dem 8-12 saatte gelisir. Biiyiik yaralanmalarda
&hiﬁévolemi,ddem olusmasini geciktirir., Odem 18-24 saat sonunda maksimum
zoiur. Histblojik calismalarda endotelde biiylk delikler pOriilmiistiiz. Mik-
_:6vaskﬁler permeabilitenin bozulmasinda bu delikler serumlu tutulmustur.
 :Bﬁradan 150 Angstrdm capinda makromolekiiller gegebilmektedir (17). Vas-
.kﬁler hasarin, direkt isiyla ve yanik dokudan agiga g¢ikan lokotrienler,
'Qfostaglandinler, histamin gibi vazoaktif maddeler kanali ile olustugu
.6ﬁ§ﬁnﬁlmektedir. Odem olusmasini etkileyen diger faktérler ise, osmotik
_ngIHQ artimi ve hiicre membran potansiyel farklaridir. Leape, yanan do-—
kada sodyumun %25 daha fazla konsantrasyonda bulundugunu ve yanik sebe-
 PiY1e kimyasal yapisi bozulan kollajene baglandigini, bunun da asiri su

ftPttugunu gistermistir., Normal hicre zarinin -90 mV olan potansiyel farki,
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_g0 mV'a diiser. Hiicre olimi -60 mV'ta goriilir. Serbest yag asitle-
.“n dolasimda artmasi ATPase miktarinin azalmasi bu potansiyel farkini

rmaktadir. Hiicrelerim asiri su tutmasi sonucu intravaskiiler sivi

ikBYbi artar, doku iskemisi ortaya cikar. Yeterli sivi replasmani sonucu

gtansiyel farki normale déndiiriilebilir (17).

" Bu nedenler ile yara iyilesmesinde goriilen gecikme fazi (lag phase)
yanikta daha uzamistir denilebilir. Bdylece proliferasyon fazina gegis

h{ge@ olmaktadir.

" Proliferasyon Fazi: Epidermisin rejenerasyonu, necanjiogenezis,

ibréblast proliferasyonu, kollajen sentezi ile karaskterize donemdir.
ZYaféfiyilegmesinin 10-14"inci giinlerinde tamamlanir, Yaralanmayi takiben
i;saat igiﬁde yara kenarindaki epitelyal hiicreler diizlesir ve psddopod
1#;:ﬁzantllar olustururlar. 24'iincii saatte vara kerarlarinin 1-2 mm

2agindaki hiicreler yaraya dogru harekete baslariar. Migrasyon ancak

aﬁii dokudan olur. Doku cksijenasyonu ile dogrudan iliskilidir. Hicre-
é_.ameboid hareketler ile birbiri iizerinden kayarak yaraya ulasirlar ve
Qh_mél kogullarda hareket hizlara 12-21 um/saat olarak dlgiilmiistiir. Ba-—
a}.ﬁaPakadaki laminin ve kollajen tip 4 ¢Oziinir. Hiicreler arasindaki
&hééyonlar azalir (35). Fibronektin migrasyonda yol gostericidir. Mitoz
pidermiste diurnal ritme sahiptir. Yaralanmayi takiben ritm bozulur ve

8'inci saatte 17 kat artar. Hiicreler yaranin ortasina kadar ilerleyip

.irleri ile kargilasinca desmosomlar olustururlar. Bundan sonra mitoz
?Lxlr. Kollajen sentezi, fibroblastlarin poliribozomlarindaki pelipep-
iéf:incirlerinden baslar. Total kollajenin %10'u hidroksiprolindir.
Hﬁroblastlardan salinan paokollajen, proteazlar tarafindan kollajene
fffilir. Kollajen once fibriller halindedir. Yarada erken dénemde olu-
0 bu kollajen tip 3'tiir. Yaralanmanin 2-3'iincii giiniinde olusmaya baslar,

= N . . .
?-HC1 ginlerde maksimum olur, Kollajen ise ayni zamanda sentezlenen




i ef maddeler ise proteoglikanlar ve glikozaminoglikanlardir (41).

Remodeling Fazi: Total kollajen yapimi 2-3 hafta siirerken yeterli

gefilme direnci (tensile strength) olusmasi 1 seneden fazla siirecektir.
fik olusan, tip 3 kollajen, 1'inci hafta sonunda diger tip kollajen ile
gyéf degistirir. Bu donemde yeni sentezlenen kollajen ile lizise uZrayan

ééki kollajen arasinda hassas bir denge vardir.

Yara kontraksiyonu 1l'inci hafta sonunda baslar. Ginde 0.6-0.7 mm
.]:kﬁgﬁlen yaralarda, yaranin sekli de Gnemlidir. Yuvarlak yaralar daha gec
& kontrakte olurlar. Kontraksiyon kollajene bagli degildir. Cinki kontrak-
" tabilite potansiyeli yoktur. Yaradaki modifiye fibroblastlar myofibro-
-fblasta déntistirler. Bunlar histolojik ve fonksiyonel olarak diiz kas hiic—
“releridirler. Yara ivilesmesinde sonug, dokunun normal fonksiyonuna ka-

vusmasiyla olur.

YANIKTA TOPIKAL TEDAVI

Antimikrobik ajanlarin topikal uygulanmasia ile yaniga bagli infek-
_siyonlarda, yara kokenli sepsiste azalma gozlenmistir. Topikal tedavinin

etkili olduguna_ait bulgular sunlardir:
1. Onemli bir siire bakteri kolonizasycnunu geciktirmektedirler.
2. Yaradaki bakteriyel yogunlugu en az diizeye indirirler.
3. Homojen bir yara florasi olusmasina yardim ederler.

Bu amagla buglin siklikla kullanilan maddeler sunlardar:
1. Silver siilfadizin % 1,
2. Silver-aitrat soliisyonu % 0.5, :

3. Seryum-nitrat-silver-siilfadiazin,

4. Mafenidine,



5. Klorheksidin glukonat,
f_6. Nitrofurazon,

2. Antibiotikler (Neomisin, polimiksin B, basitrasin).

Topikal ajanlarin en dnemli yan etkileri toksisite ve methemoglobinemidir.

Yukarida sayilanlarin icinde {ilkemizde yanigin topikal tedavisi

amééiyla son zamanlarda kullanilan ajanlardan birisi de silver siilfadi-

Silver Siilfadiazin % 1 (AgS):

" Sik kullanilan ajanlardandir. Insoluble bilesik yapisi 1977 'de Fox

ta afindan {16) sentezlenmigtir. Beyaz ve kokusuz kremi yaraya giinde bir

ya iki kez slirtiliir. Acik ve kapali pansuman beraber kullanilir.

AgS'nin etki ettigi genis bir spektrum vardar. S. aureus, E. coli,
Candida albicans, proteus suslari, Enterobacteriaceae’ya olan etkisi bi-

linmektedir. Herpes virus hominisi in vitio inhibe ettifi gbsterilmistir.
Glimiis iyonunun antiseptik dzelligi vardir. Silfadiazin ise para-
rinobenzoik asitin kompetatif inhibitériidir. Gimiistin bakteri duvarimi
ozduéu, DNA replikasyonunu engelledigi, siilfadiazinin ise metabolik
prekiirsér. olarak etki ettigi diistintilmektedir.

Gram negatif bakterilerin yaradaki kolonizasyonunu 10-14 giin ge-
ciktirmektedir.

Kullanim1i kolaydir. Deriyi hoyamaz. Bu yilizden benzerlerine coranla

¢evre temizligi agisindan istiinliigii vardir. Uygulanmasindan 72 saat son-

ta yarada psédoeskar olusturur. Yanik dokusuna mafenidden daha fazla,
ver nitrattan daha az penetre olur. Yanifin genisligine ve kullanim
Suresinin uzunluguna bagli olarak giimiis kan seviyesi 1.5-4 % mg arasinda

d981§ir. Emiliminin az olmasi nedeniyle toksisite de az gdriiliir.
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= Kristaliiri, methemogiobinemi, 10kopeni seyrek goriilen komplikas-

a dlI.SensﬁjNite reaksiyonlari % 5 olguda gdriilir (37).

EPIDERMAL GROWTH FAKTOR (EGF)

EGF, 1962 yilinda Stanley Cohen tarafindan nerve growth faktor
fuzérine yapilan ¢alismalar sirasinda bulunmustur. Cohen, farelerin sub-
: éksiller bez ekstrelerini yenidogan hayvanlara enjekte etmis, bu hay-
yanlarda gz kapaklarinin daha dnce agildiginmy, insizorlarin daha erken
.glktlglnl gbzlemistir (13). 1965 yilina kadar yapilan biolojik arastir—
malarda ve hiicre kiiltiird calismalarinda epitel hiicrelerinde proliferas-
:yona sebep oldugu gozlenmistir. Birka¢ yil epitel prolifere edici prote-
 -in kodu ile anilmistir. 1972 yilinda molekiil yapisi agikianmistir. 1973'
te Gregory insanlarda yaptigi galismada, idrardan EGF'yi izole etmeyi

basarmis ve Human EGF-urocgastron adini vermistir (13).

EGF, basit, tek zincirli bir polipeptidtir. 53 aminoasit igerir.
Molekiil agirliga 6054 Dalton'dur. Urogaston da 53 aminocasitten olusur.
- Her ikisinde zincir yapilarinda 37 aminoasit es dizilim g&sterir. H-EGF
5500 Dalton molekiil agirligindadir. Ikinisin de biolojik etkileri ayni-
dir. EGF 1siya dayaniklidir. EGF, 976 amioasit igeren 130000 Dalton mo-
lekiil agirligindaki prekiirsérden olugur. Bu pro-EGF'nin zincir yapisinda
7 tane EGF benzeri peptid gdzlenmistir. Genetik olarak EGF 4q kromozo-

- munda lokalizedir (5,10,28).

EGF, idrar, siit, tikriik, plazma, ter, gfzyagl, amnion sivisindan
izole edilmigtir (28). Tiikriik bezlerinden baska, Brunner bezlerinden,
bobrekteki ekzokrin bezlerden ve prostat bezinden salgilandipi belirlen-
mistir (25,27). Yapirlan ¢alismalarda, EGF, rat ve fare gibi deney hay-
vanlarinin submandibuler bezlerinden salgilanan tiikriikte yiiksek, plazma-

larinda diisiik oranda (42), insanlarda ise parotis bezinden salgilanan
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tiikriikte yiliksek konsantrasyonda bulunmustur (52).

1251 isaretli EGF ile insan fibroblast kiiltirlerinde yapilan ¢a~-

lismalarda fibroblastlarin yasina gore 40000-100000 arasinda EGF'ye spe-
gifik reseptdr tasidiklari bulunmustur. Ayni yontem ile kornea, lens,
human glial, human epidermoid karsinoma, vaskiiler endotel, koryokarsino-

ma, karacifer, plaseanta, deri eklemlerinde (bazal tabaka, sebosit, miyo-

epitelyal hiicreler, M.erektor pili) reseptdrler saptanmistir, Bu resep-
térler eksternal membran reseptor tipidir. EGF reseptdre baglandiktan
sonra interpalize edilir ve muhtemelen lizozomlarda indirgenir (10}.
EGF, 37°C'da reseptdrlerine irreversible olarak baglanir. 37°¢C altindaki
baglanmalar hem reversibledir, hem de baglanan reseptdr sayisi azalmis-
t1r. 37°C'de 45 dakikada reseptdrlere baglanma orani %100'e yaklasir

(10,13).

EGF 'nin Etkileri:

Deri: Niall 1982'de a¢ik yaralarda topikal EGF uygulamig ve yara

kapanmasinin daha hizli oldugunu izlemistir (33). Laato 1986, DNA-RNA-

hidroksiprolin parametrelerini arastirmis ve DNA miktarainda 7252, RNA'da
%39, hidroksiprolinde 781 artis saptamistir (33). Arturson 1984, kornea-
da yaptigi in vitro calismada epitelizasyonun arttigini gistermistir (3).
Deneysel bir yara modeli ¢alismasinda epitelizasyonun, necanjiogenezisin, bag do-
kusu gelismesinin doza bagimli olarak artmg gdsterilmistir (8). EGF'nin fizyo-
lojik seviveleri plazmada 1-2 ng/ml, deride 6 ng/gram'dir. Intraperi-
toneal EGF enjekte edilen deneklerin derilerinde, diger organlara gore

3 kat fazla tutulum izlenmistir (10).

EGF epitelizasyonu, mitozu, kollajen yapimini arttirmaktadir. Yara

ylizeyi hi1zli bir sekilde tek kat olarak epitel ile ortiiliir. Fibroblast

sayisinda da belirgin bir artis izlenir. Buna bagli olarak da kollajen
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.  artmaktadir (15,32). EGF tarafindan uyarilan hiicrelerde, potasyum, ami-

" noasit, glukoz 10 dakika ile 2 saat ig¢inde artmaktadir. Hyaluronik asit
sentezi ve makropinositozis 6 saatte, RNA sentezi 12'nci saatte yiikselir.

Bu olasi mekanizma ile hiicreler mitozun S fazina 20'nci saatte hazir ha—

le gelirler (10,28).

Cohen'e gére EGF (13) yara iyilesmesinde kil kokleri, yag bezleri,
bazal tabakayi uyararak etkisini gdsterirken, Moore kil kéklerinde geri-
leme oldugu goriigindedir (38). Fizyolojik konsantrasyonlarda EGF, araki-
donik asit salinimini (2) ve prostaglandin vapimini (22) artirmaktadir.
EGF'nin bu etkisi mepakrin, hidrokortizon tarafindan inhibe edilmektedir.

Yarada cerrahlar: ilgilendiren en dnemli parametre de gerilme di-

rencidir (tensile strength). Giinlik ve yeterli EGF dozlarinda gerilme

direnci artar (6),.

Bircok hiicrenin ekstraselliiler matriks yapisina giren, hemostaz,
hiicre biiylime ve differansiyasyonu ile migrasyonundan sorumlu glikoprote-

in yapisindaki fibronektin de EGF kontrolii altindadix (48).

Gastrointestinal Sisteme Etkileri:

Barsak epitelinde trofik etki gdsterir. Parietal hiicrelerden hid-
rojen salinimini azaltarak gastrik asit salinimini inhibe eder. 3 dnemli
etkisi vavdir:

1. Mitogenezisin artmasi (55),

2. Antisekresyon,

3. Sitoproteksiyon.

Mide asit sekresyonunda etkili bir inhibitdr rolii vardir. Vagal
denervasyon uygulanan midelerde yapilan calismalarda, pentagastrim, iro—
kolin, histamin ile uyarilan parietal hiicrelerden H' salinim EGF ile

bloke edilmistir. Serum gastrin seviyelerinde degisiklik izlenmemigtir
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(30,49). Asit sekresyonundaki inhibitdr etkisi, indirekt ve gegici ola-
rak ducdenal alkalizasyonu azaltabilir. Asetik asit kullanilarak clustu-
rulan kronik gastrik iilserli deneklere, EGF, peroral ve parenteral ve-
rilmis, gozlemde ise peroral verilen EGF'nin midede denatiire olmadig:,
her iki yolla da EGF verilen deneklerde iilserlerin iyilestigi gozlenmis-—
tir. Sialoadenektomi uygulanan deneklerde {lser iyilesmesi geri kalmis—
tir. Buna gdre EGF etkisini, mide asidini.inhibe ederek degil, mitojenik
etkisi ile reepitelizasyon saglayarak vapmaktadir (31). EGF, gerek mide
mukozasinda topikal, gerekse incebarsaklarda intraliiminal kullanimda et-—
kisini géstermektedir (47). EGF'nin midenin longitudinal ve sirkiiler diiz
kaslarinda doza bagimli bir kontraksiyon etkisi vardir. Bu etki indome-
tazin, ibuprofen, aspirin, steroid ile inhibe olmaktadir (39). Ayrica
EGF'nin pankreas ekzokrin hormonlarina ve etkilerine inhibitdr roli yok-
tur. Sekretin ile aminocasit dizilimleri benzerdir (46). Parsiyel hepa-
tektomi uygulanan ratlarda EGF'nin karaciger rejenerasyonunu arttirdiii
gbzlenmistir (40). Genis incebarsak rezeksiyenu uygulanan deneklerde,
EGF'nin eksoien verilmesiyle, intestinal epitelde proliferasyon saptan-

migtir (20).

EGF'nin Brunmner bezlerinde de bulunmasi, gastrointestinal sistem
epitel hiicrelerinde mitogenezise neden olmasi, kolon tiimdrlerinin etyoc-
lojisinde suglanmasina ve arastirilmasina sebep olmustur. 1-2 Dimetil-
hidrazin ile vapilan ¢alismalarda, olusan kolon kanserlerinde etkisi
gosterilememistir. Deneklerde anal tiimorler gelismesi, squaméz hiicreler-
de karsinojenlerin etkisini potansiyalize ettigi goriisiini arttirmaktadir
(29).

Tiim6r hiicreleri ile yapilan hiicre kiiltiizr arastirmalarinda Fitzpat-
rik (18), meme kanserlerinde ECF reseptorii izole etmistir. 220 olguda

EGF reseptdriniin pozitif, dstrojen reseptériiniin negatif saptanmasi,
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. BEGF'nin timdr iizerinde mitojenik etkisini diistindiirmektedir (19). Spitzer
de aksiller lenf tutulumu olan meme kanseri olgularinda, yiiksek EGF re-
septor tutulumu saptamlgtir (51). Prognoz indikatdr olarak kullanilmaya
calisilmaktadir. Meme kanserli clgularin idrarla EGF atilimlari arasinda

bir korelasyon izlenmemistir (54).

Tiroid hormonlari ile EGF arasinda benzer etkiler arastirilmis,
tiroid hormonlarinin EGF miktarini deride, bobrek ve idrarda arttardigi

gozlenmistir (36).

EGF'nin diger growth faktdrler iizerindeki etkisi halen bilinmemek-—
tedir. In vitro calismalarda ortamda antijen varsa EGF T-lenfositlere
mitojenik etki gdstermektedir. Antijen spesifik Twcell.proliferaSyonunu
arttirmakta ve platelet derived groﬁth faktor ile siner jik etki yapmak-
tadir (1). EGF've karsi 151-IgG sifreli monoklonal antikor gelistiril-
mistir (12). Antikor EGF reseptoriine baglanarak EGF'nin biolojik etkile-

rini onlemektedir (12,24),



GEREC VE YONTEMLER

Galisma, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi ibni Sina Cerrahi

Arastirma Merkezinde yapild:.

Arastirmada, 52 adet Albino cinsi 25-35 gram agirliginda iki aylik,
geng, erkek fare kullanildi (4). Gen¢ fareler yara iyilesmesi daha iyi
izlenebildigi igin se¢ildi (50). Denekler, kontrol (SF), karsilastirma

(AgS), deney (EGF) grubu colmak lizere iice ayrildilar.

Deneklerin hepsi, eter angstezisi ile uwyutulduktan sonra, sirt
bhélgeleri genis sekiide tras edildi. Dencklerde yanik olusturmak amaciy-
la bu deney igin zel olarsk yaptirilan, yiizeyi 1 cm2 olan bir demir
parcasi kullanildi. Xaynamakta olan suda 3 dakika bekletildikten sonra
deneklerin kuyruklarina yakin sirt bolgelerine 2 saniye temas ettirildi,
Daglama yontemi ile olusturulan yaniklarda demirin, deriye temasi sira-

sinda yilizey 1sisi 50°C olarak olgiildi.

Arastirma Oncesi yapilan pilot calismalarda yanik olusturulduktan
sonra alinan biopsilerin histopatolojik degerlendirilmesinde 2 saniyelik
daglamanin ikinci derece yaniga sebep oldugu giriildii, Pilot ¢alismada

kullanilan denekler arastirma disi barakild:.

Yanik alaninin kiiciik olmasi ve desikasvon yaratmamzsi nedeniyie

intraperitoneal serum fizyolojik enjeksiyonu yapilmada.

Denegin yaratabilecegi mekanik travmayl en aza indirmek igin kuy-
rugun goévdeyle birlestigi yerin 1 cm ist kisminda yanik olusturuldu

(Resim 1).
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Resim 1 : Deneklerde olusturulan yanik yarasi.

Yanik yiizeyinin sinirli ve kare seklinde tutulmasi Slglim kolaylip:

sagladigy i¢indir.
Gruplara 14 giin siiresince;

1. Grup (Kontrol-SF): 20 fareye hergiin yanik yarasina 1 cc % 0.9

NaCl soliisyonu topikal uygulands.

2. Grup (Karsilastirma-AgS): 20 fareye hergiin vanik yaralarini ka—
patacak gekilde bir kez Silver-siilfadiszin Z 1 (Silverdin R ) topikal uy--

gulandi.

3. Grup (Deney-EGF): 12 denege EGF (Sigma E 7753) hergin 1.5
yg/cmz (53), yamik iizerine konulan spanglarain altind mikreopipet yardim:

ile topikal uygulanda.

Her denepin giinliik viicut agirligi takibi ve yaranin kenar dlgiimle-
ri yapildi., Yanik alanlari hergiin milimetrik kagitlara c¢izildi ve &lgil~
dii,

Her denekten besinci giin, kurut altindan kiiltir alindzi.
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Aercob ve anaerob mikroorganizmalar igin uygun besiyerlerine ekim
yapildi. Ayrica her denek, deney boyunca klinik kriterlere gore (44):
Yarada siyaha yakin renk de§isimi, hemoraji, eritem, eskar ayrilmasi ile
takip edildiler. Deﬁeklerin yaralari bir kez debride edildi. Sonuglar

Student's t-testi ile degerlendirildi.

Her grubun yarisi randomize olarak segildi ve 7'nci giin, diger ya-
ris1 14'iinci giin servikal dislokasyon ile sakrifiye edildi. Histopatolo-
jik galisma igin biopsiler alindi. Lezyonlu deri alanlarindan Z10'luk
formaline alinan biopsi Ornekleri, doku takibinden geg¢irildikten sonra
parafin bloklari yapildi. Her Grnekten en az iig, en gok bes blok hazir-
laparak Hematoksilen-eozin, Alcia-blue, Masson-trichrom ozel boyalari
ile boyandi ve 1sik mikroskobu dﬁzeyinde incelendi. Bulgularin renkli

fotograflari (Kodak Gold 100 ASA) cekildi.

DNA gosterimi i¢in Radyoaktif 3H Timidin inkorporasyonu uygulandi.
Deneklere 6 ve 13'iinci giinlerde (deneyden 24 saat once) 0.5 milicuri/ml
Radyoaktif 3H Timidin (Cart No. GC 3374 Amersham) intraperitoneal enjek-—
te edildi., Servikal dislckasyon ile sakrifiye edilen denekleriﬁ yanik
alanlary eksize edildi, graniilasyon alanlari ile iilser alanlari ayrlla;
rak hassas terazide tartildi. Homojenize edilen bu Grnekler daha sonra
organik ¢oziiciide (LSC Cocktail filter count, Catolog No. 6013141 Packard)
bir hafta bekletildikten sonra, Beta counter'da 3 dakika siire ile sayil-
di (Packard A Canberra Company 1500 Tricarb). Elde edilen sonuclar

sayim/gr doku olarak diizeltilerek degerlendirilmeye alindi.

Graniilasyon ve iilsere alanlardan elde edilen 3H Timidin sayim or-—
talamalari arasindaki ¢nem kontrolii varyans analiz ydntemiyle, esler
arasl sayim ortalamalari ise Wilcoxon istatistiki testle arastirailda.

Anlamlilik sinairi p << 0.05 olarak seg¢ildi.
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Her denek &nceden hazirlanan ve temizlenen kafeslerde ayri ayri
tutuldu ve glnlik, yeterince fare yemi, su verilerek izlendi. Galisma

giiresince mortalite izlenmedi.
Calismada arastirilan parametreler:
1. Yanik yarasinin iyilesmesi,
2. Yanik yara infeksiyonu,

3. Histopatolojik galisma ile yanik yarasinin takibi,

4, Yanik yarasinda beklenilen DNA artisinin 3H Timiddin inkorporaé—

yonu ile saptanmasidir.
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. BULGULAR
YANIK YARASININ IYTLESMESI:

1. Grup (Xontrol grubu-SF): Standart ydntemle yanik olusturulmasi-
ni takiben deneklerde, ilk iki giin gelisen &dem nedeniyle yamnik yarala-
rinda genisleme izlendi. Deneklerde biil gelismedi (Pilot galismada da
deneklerde biil gelismedigi ancak histopatolojik olarak 2’'nci derece ya-
nik gelistigi saptanmisti). Odemin azalmasiyla yanik yaralarinda 3'iincii
giinden itibaren kiigiilme basladi. Ayni giinlerde gruptaki deneklerin 7%80°
ninde normal deride killanmanin basladigy izlendi. 4~5'inci giinlerde ya-
nik alani sert kabukla odrtiildii. 7'nci ginden itibaren iilser etrafinda
gelisen graniilasyon dokusu makroskopik olarak goriildii., 7'nci giin yapilan
¢l¢iimde deneklerde ortalama epitelizasyon alani 20+0.24 mm2 olarak 81-
¢iildii. Deneyin sonlandirildigi 14'iinci giinde ortalama epitelizasyon 86+
0.29 mm2 bulundu. Bu deneklerde 14'iincii giinde hala ortalama 14 mmz'lik

iilsere alan mevcuttu.

2. Grup (Karsilastirma grubu-AgS): Ilk iki giin yanik alanlarinda
ve boyut &lgiimlerinde fark saptanmadi. Asiri 6dem ve biil gelismedi. 5'
inci giinden itibaren yanlk yaralarinda kurut gelisti. Normal deride
killanma 4-5"inci giinlerde basladi. Yanik yaralarinin boyutlarinda 5'in-
ci giinden itibaren yaklasik 1 mm/giin kiigiilme izlendi. 7'nci giinde orta-
lama epitelizasyon alani 50+0.7 mm2 bulundu. Takip edilen grubun diger
yarisinda 7'nci giinden itibaren yaralarda 1-2 mm/giin kiigiilme izlendi.
Graniilasyon dokusu belirgindi. Gruptaki deneklerde 14'iincii giinde makros—

kopik olarak iilser gorilmedi. 14'iinci gilinde epitelizasyon alani 100 mm
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olarak oleiiidii.

3. Grup (Deney grubu~EGF): Bu grup deneklerinde ddem ve bil gelis-
medi. Ilk iki giin yanik yaralarinda gerileme olmadi. &'iincii giinden iti-
baren kurut gelistigi izlendi. 7'inci giin sonunda ortalama epitelizasyon
4040.08 mm2 bulundu. Ulser etrafinda graniilasyon dokusu belirgindi. De-
neklerde normal deride killanma 9-10'uncu giinlerde basiadi. Deneyin son—
landirildigi 14'iincii giinde Z50 denekte normal deride killanma gecikmisti.
10'uncu gilinden itibaren yanik yaralarinda kiigiilme hizinda artis izlendi.
Graniilasyon dokusu 1-2 mm/giin ilerledi. 14'iincii giinde deneklerin %30 'un—
da lilserlerin tamamen kapandigy goriildii. Bu grupta 14'iinci giinde ortala-
ma epitelizasyon 86+0.13 mm2 bulundu. %70 denekte deney sonuglaadirildi-
ginda ortalama 14 mm2 kurut izlendi. Bunlar gelisen ikinci kurutlardsz.
Calisma protokoline uyularak, epitelizasyonu bozmamak igin gelisen ikin-
ci kurutlar debride edilmedi. Ilerde.histopatoloji bdliimiinde agiklanacagil
gibi bu kurutlarin altinda epitelizasyon tamamlanmisti (Grafik 1)

(Resim 2,3,4).

2
i

100+ [::J op

90l
so) K 4eS
70 EGF
60 L.

50+t
40

304
201
101
0__, ot

7'inci Giin 14 "iinci Giin 14'tinci Giin
Mikroskopik Degerler

T

Grafik 1 : Gruplarin epitelizasyon hizlari gdsterilmistir.
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Resim 4 : EGF grubunda 14'iincii giinde yamik yarasinia goriiniimii
{Graniilasyon dokusu ve killarin uzamadigl normal deri

gdriiliyor).

Gruplarin olgiim sonuglari 7'inci ve 14 'iincii giinlere gore Student's
t-testi ile karsilastirilda. Buna gdére 1 ve 2'nci gruplar arasindaki E
alan 8l¢iim sonuglarinda 7'inci ve 14'iincii giinde istatistik olarak belir- 5
. gin fark gbézlendi (p < 0.05). 1 ve 3'iincii gruplarda 7'nci giin verilerin-
de belirgin fark bulundu (p < 0.05). 2'nci ve 3'incii gruplarda 7'nci giin
‘verileri istatistik olarak belirgin degildi. 14'iincii giin verilerinde

fark gozlendi (p < 0.05).

DNA GALISMASI:

Ikinci derece yanik yaralari iki grupta degerlendirildi:
a) Yara kenari ve olusan graniilasyon dokusu (Gra),

b) Ulser bélgesi (Ulser).

o .. 3
SF uygulanan grupta 7'nci giinde graniilasyon dokusu Radyocgktif “H

Timidin tutulumu 3848+1368 sayim/gr doku, 14'iincii giinde ise 2128+810
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sayim/gr doku bulundu. Ayni grubun 7'nci ve 14'incii giin ilser zemini 61-

giimleri, sirasiyla L021+795, 20994535 sayim/gr doku bulundu.

AgS uygulanan grubun 7'nci ve l4'dncii gin graniilasyon dokusu Rad-
yoaktif 3H Timidin ole¢ilimleri 1719+318, 23724642 sayim/gr doku olarak
saptandi. Bu grubun iilser zemininde yapilan 7'nci ve 14'iinci gilin &leiim—

leri sirasiyla 666+212, 1082+329 sayim/gr doku bulundu.

EGF uygulanan 3'tncii grupta graniilasyon dokusunda 7 ve 14 'iinci

giinlerde Radyoaktif 3H Timidin tutulumu 372841276, 463241367 sayim/gr

doku, iilser zemininde 7 ve 14'iincii giinlerde Radyoaktif 3H Timidin tutu-

lumu ise 28234220, 2864+1411 sayim/gr doku olarak &lgiildi (Grafik 2,3).

Sayim/gr Doku

5000 ==~ EJ SF -
4000 AgS ' Grafik 2 :
3000 L .' ' [:.—J EGF ‘ GCruplarin gr gniilas yon
1 . alanlarinin “H Timidin
2000 . ' :: s . tutulumlarinin
§ R \ -":“-' ‘| karsilastirilmasi.
1000 | § s,':u_
TN LN |
7'nci Giin 14 'iincii Giin
Sayim/gr Doku
3000 o .
E—.j SF L “'.‘“\,
2500 | B
g AgS PR RWR
Grafik 3 : . 1_:.3:- _
2000 + EGF e
Gruplarin iilser e LK
alanlarinin OH Timidin -0° [ A - '_
tutulumlarinin 1000 f- ~ \\Q" e
karsilastirilmasa. s00 L -‘..:: ::' %m,:;{‘
oL N 5

7'nci Giin 14 Yincit Giin
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Varyans analiz yontemiyle zamanin etkisi sabit tutulunca 3 grubun
birbiri ile karsilastirilmasinda, iilser alanlarindaki Radyoaktif 3H Ti-
midin Slgiimleri gruplar arasinda farkli bulundu {(p < 0.05). Graniilasyon
alanlarinin ayni metodla karsilastirilmasinda da istatistik olarak be-

lirgin fark saptandi (p < 0.05).

Her grubun 7'nci giin granﬁlaéyon alan degeri ve iilser alan degeri,
14'incii giin degerleriyle Wilcoxen metoduyla karsilastaraldi. SF grubunda,
graniilasyon ve iilser alanlarinin 7 ve 14'iincii giin degerleri arasinda is-
tatistiki belirginlik gézlendi (p « 0.05). AgS grubunda, gerek graniilas-
yon, gerekse iilser alanlarinin 7 ve 14'incii gin degerlerinin karsilasti-
rilmasinda saptanan fark anlamli bulundu (p < 0.05). EGF grubunda 7 ve

14'incii giin degerlerinin birbiri ile karsilastirilmasinda fark gozlenme-

di (p > 0.05). -

YANIK YARA INFEKSIYONU:
5"inci giinde alinan kiiltir sonuclari:

1. Grup: 8 denekte Staph,epidermitis, 2 denekte Bacillus subtilis

Cwed pmes 2 wTe e s

izole edildi. 10 denekte iireme olmadi.

2. Grup: 8 denekte Staph.epidermitis, 3 denekte Bacillus subtilis

izole edildi. 9 denekte iireme olmadi.
3. Grup: 6 denekte Staph.epidermitis {iredi. 6 denekte {ireme olmadi.

Bu sonuglara gdre yaralardan patojen bakteri izole edilmemistir.

YANIK YARASININ HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRILMEST:

1. Grup (SF):

7'nci giin alinan biopsi Srneklerinin degerlendirilmesi:

Yara kenarlarinda 2-3 sira seklinde rejenere olan epitel, yara
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merkezine dogru tek siralil epitel seklinde ileriiyordu. Tek sirali epi-
tel bazen kurutun altinda da devam ediyordu. Cok siralil epitelde her
alanda 1-2 mitoz yanmisira graniiler tabakada, diger bir deyisle kerato-
hyalin graniillerde ve keratin yapiminda artis izlendi. Gok sirali epitel
altinda belirgin graniilasyon dokusu vardi. Damarlanma artmisti. Yeni ge-
lisen damar tomurcuklarinin birg¢ogunda damar limenleri agilmisti. Kronik
vangl hiicreleri baskindi. Bu bdlgede kil kotklerinde rejenerasyonun bas-
ladigl dikkat gekti. Fibroﬁyoblast proliferasyonu artmisti, Yara alani-
nin merkezinde iskemik nekroz, altinda ¢ok sayida ndtrofiller vardi.
Notrofillerin yogunlugu yara kenarina dofru artiyordu. Bunun altinda gok
belirgin bir gekilde ddem, damar digina cikms$ eritrositler, akut yang:

hiicreleri dikkat gekiyordu.

Derin dermiste yaraya komsu alanlarda daha yogun olmak lizere not-
rofil, eozinofiller yanisira plazma hiicreleri, makrofajlar ve lenfosit-
lerden olusan yang: izlendi. Burada dikkati c¢eken bir diger olay, granii-
lasyon dokusunun, daha 6nce ilerlemesi, ilizerini daha sonra epitelin drt-

mesi idi (Resim 5,6,7,8).

Kesim 5 : Grup I deneginde 7'nci giin. Sol tarafta rejenere kil kdkleri,
graniilasyon dokusu igcerisinde mavi renge boyanmis kollajen

lifler. Masson~-Trichrom dzel boyasi. x1400.




Resim 6 :

Gfup 1 deneginde 7'nci giinde
yara merkezi.

Yukaridan asafiva dogru:
{l1ser alani, yogun ndtrofil

topluluklar:, odem, eritro-

sitler ve akut yangi

hilcreleri. H.E.x350.

Resim 7 : Grup 1 deneginde 7'nci giin yara merkezine yakin alan, solda

epitel {lizerinde kurut goriilmekte. Sagda yukarida 2-3 siralx
epitel yara merkezine dogru tek katli epitel gseklinde devam
etmekte, Epitel altinda geng bag dokusuna ait ara madde mavi

olarak boyanmistir. Alcian-Blue &zel boyasi, x700.




Resim 8 -

Grup 1 deneginde 7'inci glin.
Sagda tek sirali epitel,
solda ise 2-3 sirali epitel
izlenmekte. Epitel altinda
olduk¢a kalan bir bazal
membran dikkati ¢ekmekte,
Epitel altinda sol tarafta
rejenerasyonu yeni baslayan
kil kokleri, cevresinde
geng bag dokusu ve en altta
graniilasyon dokusu igeri-
sinde ig¢leri eritrositlerle
dolu damar yapilarai
gtrilmekte., H.E.x700.

l4'{incii giin alinan biopsi Orneklerinin degerlendirilmesi:

Yara kenarlarinda 5-6 sirali olan epitel, merkeze doZru tek sirall

epitel seklinde yaranin iizerini Ortiiyordu. Iyilesmeven alanda graniilas-

yon dokusu bulunuyordu, iizerinde epitel yoktu. Cok sirali epitelde akan-
toz, papiliomatozis ¢ok belirgindi. Mitoz ve keratohyalin graniillerinin

sayica arttigi dikkati gekiyordu., Epidermis iizerinde keratoz tabakasinin

yonu yara kenaraindan merkeze dogru ilerliyordu. Bu bolgedeki yangida
makrofajlar ve kronik yangi hiicreleri sayvica azalmlsfl. Fibromyoblastlar
sayica ok artmisti ve kollajen lifler ¢ofalmisti, Anjiogenezis devam
ediyordu ve damar tomurcuklarinin ¢ofu liimen kazanmisti. Kas liflerinin

rejenerasyonu azdir (Resim 9,10).

daha da kalinlastig: goriildii. Epidermis altinda kil kéklerinin rejeneras—.

S
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Resim 9 : Grup 1 deneginde 14'iincii giin iyilesmemis yara alani.

Graniilasyon dokusu. ok sayida damar yapilari, arada mevi

renkte boyanmis kollajen ara maddesi. Alcian Blue Ozel

boyast. x350. _ '

Resim 10 : Grup 1 deneginde 14'iincii giin iyilesmis vara alani. Cok sirali:
epitel i¢erisinde mitozlar, yizeyde graniiler tabaka
izlenmekte., Epitel altinda gok sayida kronik yangi hiicreleri
bulunmakta. H.E. x330.
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2. Grup (AsS):

7'nci giin alinan biopsi drneklerinin degerlendirilmesi:

Ortada epitelize olmamis iskemik nekroz sekliade vara izlenivordu.
Bunun kenarlarinda tek sirali
epitel kenarlara dogru birkag
sirali epitel seklinde devam

ediyordu. Bu epitelde mitoz

ve rejenerasyon orani normal

A

grubu gire ¢ok fazla idi. Ba-
z1 alanlarda hiicrelerde ati-
pik mitozlar ve pleomorfik
degisiklikler izlendi. Granii-
ler tabaka cok belirgia ola-
rak goze carpmakta idi. Epi-
telize olmamis yara kenarla--
11nda noétrofiller merkeze go—,
re gok fazla idi. Epidermis
altanda graniilasyon dokusu

azalmisti., Bu bdlgede kolla-

Jen lifler artmistar. Fibro- Resim 11 : Grup 2 denefinde 7'nci giin.

myoblastlarda, kas hiicrele- Yiizeyde iskemik nekroz
rinde, kil koéklerinde, yag niteliginde yara alani.
Fotografin ortasinda sagdan
dokusunda rejenerasyon bulgu- . _ ]
gola uzanan rejenere epitel.
lara siddetli idi. Kronik Epitel altinda yag ve

yang1 hiicreleri, makrofajlar graniilasyon dokusu. H.E. x350.
azdi ve en ¢ok plazma hiicreleri vardi. Az sayida eozinofiller dikkati

gekiyordu. Fibromyoblastlar yalnizca yara kenarlarinda vardi., Geng bag

dokusu azdi. Epitelize olmamis yara altinda iyi gelismis graniilasyon do-

kusu izlendi (Resim 11,12,13).
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Resim 12 :

Grup 2 deneginde 7'nci glin.
Yiizeyde saj tsrafta rejenere
epitel, solda iilser alani.
Altinda graniilasyon dokusu,
rejenere kas hiicreleri.
Hicrelerde atipik
degisiklikler. H.E. x350.

Resim 13 : Grup 2 deneginde 7'nci glin. Craniilasyon dckusunun siddeti az.
Mavi renkte yogun kollajen ara maddesi. Fotofrafin altinda

rejenere kas hiicreleri. Alcian-Blue ozel boyasi. x7/00.
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14'lncii giin alinan biopsi drneklerinin degerlendirilmesi:

Yaralarain epitelizasyonu tamamlanmisti. Merkezde tek katlii olan
epitel perifere gidildikge gok sirali dizilim gdsteriyordu. Hiicrelerdeki

mitoz ve pleomorfik degisiklikler azalmisti.

Epidermis altinda yangi hiicrelerinin azaldigi, graniilasvon dokusiu-

nun daha az gsiddette devam ettigi goriildii. Yangi hiicrelerinden en ¢ok

lenfositler dikkati cekiyordu. Yiizeyel dermiste gen¢ bag dokusu yanisira
gok sayida fibromyoblast, derin dermiste ise daha yasli bag dokusu vardi,
K1l kéklerinin rejenerasyonu periferde tamamlanmisti. Merkezde kil kdk-

leri goriilmedi. Kas dokusunun rejenerasyonu devam ediyordu (Resim 14,15).

Resim 14

Grup 2 deneginde 14'‘iincii giin.
Yiizeyde kurut, altinda solda
gok sirali rejenere epitel
sag tarafta tek siral:
sekilde izlenmekte. Epitel
aitinda graniilasyon dokusu
ve fibromyoblastlar.
Hicrelerde atipik
degisiklikler hafif derecede
devam etmekte. H.E. x700,




Regim 15:

Grup 2 deneginde 14'lnci giin.
Yiizeyde epitel, sol tarafta
rejenere kil kgkii, dermiste
graniilasyon dokusu.
Alcian-Blue. x700,

3. Grup (EGF):

7'nci glin alinan biopsi Srneklerinin degerlendirilmesi:

Yara kenarlarinda ¢ok sirali rejenere epitel merkeze dogru tek si-
rali olarak devam ediyordu. Bu epitel cok sayida mitoz igeriyordﬁ. Ulser
etrafindaki graniilasyon dokusu kontrol grubuna gSre daha fazla idi. Da-
mar lanma, Gdem, niétrofil digef gruplara goére ¢ok fazla izlendi; Notro-

filler her alanda ¢ck miktarda idi., Yara kenarinda kil koklerinin ve kas

dokusunun rejenerasyonu g&rildi. Bu alanda fibromycblastlar ¢ok sayida
idi. Yaranin merkezine dogru kollajen ara maddesinin arttigi dikkati

¢cekti. Yaranin periferinde ise yagli bag dokusu bulunuyordu (Resim 16,

17,18,19).



Resim 16:

Grup 3 deneginde 7'nci giin.
Yiizeyde sagda rejenere
epitel, sol tarafta iilser
alani, yogun nétrofiller.
Epitel altinda ¢ok damarlz
graniilasyon dokusu. H.E.
x350.

i .
Resim 17 : Grup 3 deneginde 7'nci gilin. Yara periferinde epitel altinda
yasly bag dokusu. H.E. x700.
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Resim 18 :

Grup 3 deneginde 7'inci giin.
Graniilasyon dokusunda

anjiogenezis. H.E. x700.

iin vara kenari. Sclda kurut, ortada

Resim 19 : Grup 3 denefiinde 7'nci g
rejenere epitel altinda mavi renkte boyanmig kollajen lifler.

Maszon-Trichrom. x700.



14 'lncd giin alinan biopsi 6rneklerinin degerlendirilmesi:

Baz1 orneklerde ortada kurut olmasina kér§1n, hepsinde epitelizas-
yon temamlanmisti. Kurut altinda epitel tek siraly ve hiicreleri aktif
olarak yanlara dogru 5-6 sira halinde devam etmekteydi. Tek siral:r epi-
tel altinda siddeti az olan graniilasyon dokusu goriildii ve geng bag doku-
su vardi. Kil kéklerinde rejenerasyon tamamlanmisti. Kronik yangi hiicre-

leri azdi ve makrofajlar sayica fazla idi. Yag dokusunda ve kas dokusun-

da azalma dikkati gekti (Resim 20,21).

Resim 20 :
Grup 3 deneginde 14'iincil giin.
Cok sirali rejenere epitel,
altinda azalmis graniilasyon
dokusu ve ¢ok sayida

fibromyoblastlar izlenmekte,
H.E. x700.
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Resim 21 : Grup 3 deneginde 14'iincii giin. Rejenere epitel ve kil kokleri.
H.E. x350.

Deney gruplar:i kendi aralarinda karsilastirildaklarinda, kontrol
grubunda sekonder yara iyilesmesi biitiin dzellikleri ile izlendi. Silver
siilfadiazin grubunda 7'nci giinde proliferasyon izlendi, Diger iki gruba
gore epitel, bag dokusu ve kas dokusunda ¢ok sayida ve yer -yer atipik
mitozlar yanisira hiictelerde plecmorfizm dikkati cekti. Fozinofiller di-
ger iki gruba gore daha fazla izlendi. Yag dokusunun diizenli yenilenmesi

goriildi. Merkezde kil kokleri rejenerasyonu yoktu.

Ugiincii grupta, 7'nci giinde epitelizasyonun diger gruplara gére
hizli ilerledigi gériildii. Epitel diizenli ve hiicreler fazla sayida mitoz
iceriyordu. Mitozlarda atipik degisiklikler ve hiicrelerde pleomorfizm
yoktu. Anjiogenezis en yogun bu grupta izlendi. Yara epitelizasyonu 14'
iincii giinde tamamlanmisti. Fpidermiste ve dermiste ¢ok diizenli bir iyi-

lesme, yapilasma gériildii. Geng kollajenin hizla yaslanmasi bu grupta iz-

lendi.
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TARTISMA

Yanik tedavisiyle ugrasanlar, yanigl takip eden erken ddnemde re—
sussitasyon uygulayip basariya ulastiktan sonra yanikli alanin lokal te-
davisi sorunuyla karsi karsiya kalirlar., Yanmikli alanin lokal tedavisi
amaciyla viicuttan sivi-elektrolit kaybini engelleyen, bakteri kolonizas-
yonunu ¢nleyen, hizli ve normale yakin yara iyilesmesi saglayan bir
ajanin kullanilma gereksinimi bu asamada agirlikla hissedilir, Seneler-—
den beri bu amag¢la degisik ajanlar kullanilmaktadir, ancak heniiz ideale

ulasilamamistir,

Bindcokuzylizaltmisiki yilinda Cohen tarafindan bulunan epidermal
keratinosit ve fibroblast mitozunu uyardigi, anjiogenezisi arttirdiga
gosterilen EGF, topikal olarak yine ilk kez Cohen tarafindan kornea epi-
teline uyguiammistir {14). Takiben, yanik (3,7,45,53) ve aviilsiyon (3,
21) tipi deneysel yara modellerinde de kullanilmigtir. Biz de deneysel
yanik modeli kullanarak yaptifimiz arastirmada topikal uygulanan EGF'ain

yanik yarasinin iyilegmesindeki etkisini inceledik,

Literatiirdeki ¢alismalarda, EGF, solisyon formunda ve masajla uy-
gulanmistir (3,53). Bu ydntemle sizintil seklinde madde kaybinin olacagi.,
ayrica masajin, epitelizasyonu bozarak, debr idman gérevi yapacagi diigiin—
cesiyle bu yontemi denemeyi uygun bulmadik. Sizinti seklindeki kaybi &n-
lemek ig¢in once EGF'yi pomad halinde kullanmayi diisiindiik. Ancak teknik
yetersizlikten dolayi bunu gerceklegtiremedik. EGF'yi soliisyon formunda
fakat yanik yaralarini gazli bezlerle kapatarak, yara kenarlarinil izole

ettikten sonra, yara iizerine, mikropipet yardimiyla masaj yapmadan uygu-—
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ladik. EGF, hiicrelerde sayilariy 100.000'e varan reseptdrlerine
37°C 1s1da en az 45 dakika temasta kaldig1 takdirde 7Z100'e yakin kon-
santrasyonda baglandigi igin, biz de galismamizda EGPF-reseptér iligkisi
ig¢in gerekli optimal sartlari olusturduk. Bu sayede EGF'nin daha fazla
reseptdre baglanmasini sagladigimizi ve masajin yarattil mekanik trav-
" manin da ortadan kalkmasiyla sonucu olumlu yodnde etkiledigimizi diisiini-

yOIuz.

Buckley, 1987'de yayinladigi makalesinde deneysel yara modelinde
EGF'yi 0.1, 1.0, 10 pag'luk dozlarda kullanarak etkisini incelemis ve bi-
tiin deozlarda olumlu sonug aldifini bildirmistir (8). Olumlu sonuc aldik-
larini yayinlayan Cohen (5 ng) ve Reim (10 ug), korneaya yiiksek doz EGF
uygulamislardir (14,15). Dozun yiiksek olmasina karsin, gbzyasi ile madde
kaybinin fazla olacagi aciktir. Yiksek doz uygulayan ancak olumsuz sonug
veren Greaves (5 ug), EGF'yi yarada yeterli siire tutmamis ve optimal ko-
§uliarl saglayamamistir (21). Deride yeterli konsantrasyonu saglayan 1.5
pg/cmz'lik dozu, bizim gibi Arturson ve Thornton (3,53) da kullanmistir.
Bu arastairicilarin EGF'yi masaj yaparak kullanmalari ve olumsuz sonug
bildirmeleri, bize uyguladlklarlrmasajdan dolayi epitelizasyona zarar
verdiklerini disiindiirmiistiir.

Yiikksek doz EGF'nin deneklerde killarin ge¢ uzamasina sebep oldugu-
na dair yvayinlara rastladik (3,38). Ayni bulgu calismamizda da gdzlen-
mistir. Deneklerde sialoadenektomi uygulamadlglmlzdan topikal EGF kulla-
nimyla iatrojenik doz artisz yafatm1§ olabilecegimizi diisliniiyoruz. An-
cak, laboratuvar olarak doku EGF seviyesini gésteremedigimiz igin bu

konuya kesin bir agiklama getiremiyoruz.

Yanik tedavisinde, 1980"'den sonra topikal Silver stilfadiazin % 1

kullaniminin yayginlasmasiyla, genis spektrumundan dolayi, koliform ba-

sil enfeksiyonlarinda azalma gdzlenmektedir (34). Literatiir taramamizda
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EGF'nin antimikrobik etkisini gosteren bir vayina rastlamadik. Calisma-
mizda EGF aygulanan deneklere, AgS uygulanan deneklerle benzer tiir ve
oranda bakteri izole edilmesinin, EGF'nin anjiogenezisi stimule edip,
vanik yarasinda fagositik hiicrelerde rolatif artasi saglayarak, bakteri

kolonizasyonunu azaltmasi nedeniyle oldugu goriisiindeyiz.

EGF'nin yara iyilesmesindeki roliintin arastirildigi deneylerin his—
topatolojik galismalarinda, Hematoksilen-Fozin (H.E.) kullanildii be-
lirtilmektedir (3,533). H.E. baj dokusuna ait bulgularin saptanﬁ351nda
yveterli bir boya olmadigi ig¢in, bu amagla Alcian=Blue ve Massonfiiichrom

6zel boyalari kullanilda.

Histopatolojik parametremizde literatiire uyumlu olarak EGF uygula-
nan grupta fibroblast artisa saptadlk.(15,32). EGF uygulanan deneklerin
yara takiplerinde saptadigimiz yara koatraksiyonunun diger gruplardan
fazla olmasaini, sayilari artan fibroblastlarin fibromyoblastlara d&niis-

mesine bagliyoruz.

Yedinci giin biopsi sonuglari degerlendirilirken, her {ig grubun da
proliferasyon fazinda oldugu goriildii. Bu donemde EGF uygulanan grupta,
SF ve AgS uygulanan gruplarda goriilen iskemik nekroz izlenmedi. EGF uy-
gulanan deneklerde neoanjiogenezisin yogun olarak gézlenmesi nekrozu

azaltan etken clarak diigiiniildi.

Eozinofilinin, EGF uygulanan deneklerde izlenmemesi EGF'nin protein
yapisinda olmasina karsin (13), deneklerde hipersensitivite uyandirmama-
sindan kaynaklanmaktadir. AgS uygulanan deneklerde goriilen eozinofili,

AgS'nin yaklasik 7% 5 oraninda yarattigi hipersensitivite reaksiyonuna

baglandi (37).

Arturson, EGF'nin etkisini arastirdigi deneysel ¢alismasinda epi-
tel katlarinin sayisinin arttifinl yayinlamistir (3). Calismamizda EGF

uygulanan grupta, epitelizasyon mikroskopik olarak diger iki gruba oran-
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la 7'nci giinde daha hizli, 14'incii glinde ise sira sayisini arttirarak

daha ileri durumdaydi. Yaralarda epitelizasyon mikroskopik olarak tamam-—
lanmisti. 14'iincii giin saptanan epitel katlarinin sayisi Arturson'un be-
lirttiginin iki katidir. Arturson'un EGF'yi masaj yoluyla uygulamasinin

bu farki yarattigini diislinliyoruz,

Mitoz, SF ve AgS gruplarina oranla EGF uygulanan grupta her alanda
daha yogun izlendi. Mitoz ve angiogenezisteki artis literatiirdeki bulgu-
larla uyumlu bulunmustur (10). EGF uygulanan gruptaki bir diger gdzlemi-
miz ise deri tabakalari arasindaki cok diizgiin yapilasmaydi. Bu grupta
metaplazi ve neoplazi gbzlenmedi. SF ve AgS gruplarinda ise pleomorfizm
dikkati ¢ekiyordu. AgS grubu timoral gelismeyi andirmakta idi. Bu bulgu-~

nun vurgulandiga Bir vayina rastlanilmadz.

EGF uygulanan grupta, 7'nci giinde izledigimiz, ilk olugan kollaje-
nin erken vaslanmasi kontrol gruplarinda ancak 14'iincii giinde alinan bi-
opsilerde go6riildii. Hizli epitelizasyon ve kollajenin erken yaslanmasi
EGF'nin yarayi daha erken stabil hale getirdifini ve tekrar kollajen ya-

pimini uyararak iyilesmeyi arttirdifini diisiindiirdi.

Arturson 20.243.1 giinde, Thornton 31.645.4 giinde epitelizasyonun
tamamlandigini yayinlamislardir (3,53). Calismamizda yapilan histopato-
lojik degerlendirmede EGF grubunda, yaralarin 14'iincii giinde epitelizas-
yonunu tamamiadii izlendi. Bu zaman farkini EGF uygulama yontemimizin

tistiinligiine ve daha simirli yanik alani ile ¢alismamiza bagliyoruz.

Florometrik ve kolorometrik assay yontemleri ile DNA miktarlari
hesaplanabilmektedir (8,33). Radyoaktif 3H Timidin inkorporasyonuyla DNA
miktarinin rélatif olarak gbsterilmesi deneysel galismalarda uygulanabi-
lecek kolay ve anlamli bir ydntemdir. Yara iyilesmesinin arastiraildiga

ve parametre olarak da DNA molekiiliiniin gdsterilmesinin amaclandigi ¢a-
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lismalarda 3H Timidin kullanildigina dair bir yayina rastlanmad:i. EGF
uygulanan denek grubunda, gerek graniilasyon gerekse iilser alanlarindan
aldigimiz doku Orneklerinin sayiminda, SF ve AgS gruplarina oranla daha
yiikksek tutulum izlendi. Bu farki, epitelizasyon ve mitoz artisinin ya-
rattigl diisiiniildii. Histopatolojik bulgularimiz da bu ydntemin verileriy-

le uyumluydu.

Topikal uygulanan EGF'nin yara iyilesmesini hizlandirma mekanizma—
81 heniiz agiklanamamistir. Ancak keratinosit ve fibroblastlarin béliinme-—
sini uyararak, EGI'-reseptdr sayisini arttirabilecegi, indirekt olarak da

diger growth faktodrlerin  etkilerini provoke edebilecegi diusiiniilebilir,

Galismamizin sonucunda, topikal uygulanan EGF'nin yanlk.yaralarlnm
da epitelizasyonu hizlandirdigi gosterilmistir. EGF, rekombinant veya
baska bir yontemle kolay ve ucuz olarak sentezlenir ve AgS gibi bir an—
timikrobik ajan ile kombine edilebilirse yanigin lokal tedavisinde fayda

saglayacagl aciktir (7,23).
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SONUG

EGF'nin yanik yaralarinin-tedavisinde topikal etkisini arastiran
deneysel ¢alismamizda EGF grubunun deney sonu verileri SF ve AgS grupla—

rinin verileri ile karsilastirild:r.

EGF'nin yanik yaralarinda epitelizasyonu hizlandirdigi, mitozu ve
anjilogenezisi arttairdigi izlendi. Epidermiste cok diizglin, atipi igerme-
yen bir yapilasma ve iyi skar birakan yara iyilesmesi sagladigi gdriildi.
Bu farkliliklar istatistiki olarak da Gnemli bulundu. DNA ve mitozdaki
artisg 3H Timidin g¢alismamizla da gdosterildi. Bu bulgular i1siginda EGF'

nin yanik yaralarinda anlamli iyilesme sagladigr diisliniildd.

Calismamizda EGF ve AgS uygulanan gruplarda benzer tiir ve sayida
bakteri izole edilmesine karsin, EGF'nin ekonomik kosullarda pomad for-
munda Qe antimikrobik etkisi olan ikinci bir ajan ile kombine edilerek

- Uretilebilmesi halinde, yanik té&avisinde,hem infeksiyonla miicadelede,

hem de yara iyilesmesinde etkili bir ajan olabilecegi kanisina varildi.
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0ZET

Ikinci derece yanik yaralarinin topikal tedavisinde EGF'nin etki-

sini arastiran deneysel calisma yapildzi.

Calismada, 52 Albino cinsi 2 aylik geng erkek fareler 3 gruba
ayrilarak kullanilda. Deneklerin sirt bdlgesinde 1 cm2 ikinci derece ya—
nik, daglama yontemi ile anestezi altinda olusturuldu. Kontrol grubuna
% 0.9 NaCl, karsilastairma grubuna Silver siilfadiazin, deney grubuna EGF

1.5 pg/giin topikal olarak hergiin, 14 giin hoyunca uygulandz,

Gruplarin yarisi 7, diger yarisi 14'{inci giin sakrifiye edilerek
yanik yaralarindan alinan orneklerden histopatolojik g¢alisma ve 3H Timi~

din sayimlari yapilda.

Yaralarin takibinde EGF grubunda yara kontraksiyonunun daha hizla
gelistigi, graniilasyon dokusunun 1-2 mn/giin ilerledigi izlendi. Mikros-—

kopik olarak 14'iincii giinde EGF ve AgS gruplarinda epitelizasyonun tamam-

landlgl gorildii.

EGF ve AgS gruplarindan alinan kiiltiirlerde her iki grupta da ben-
zer tiir mikroorganizma iizretildi.
EGF grubunda, 3H Timidin 8lgiimleri yiiksek bulundu. Gruplarin ista-—

tistiki kargilastiriimasinda varyans analiz yontemi kullanildi. Sonug

EGF lehine anlamli bulundu (p < 0.05).

Histopatolojik degeriendirmede EGF grubunda epitelizasyonun hizla
oldugu, mitozun her alanda sayica arttigi, anjiogenezisin yofunlastigi

ve epidermiste ¢ok diizgiin bir yapilasma oldugu, kollajenin erken yaslan—
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d1g1 izlendi.

Kollajenin erken yaslandigi ilk kez bu calismada gOsterildi. 3H
Timidin inkorporasyonu ve infeksiyon parametreleri de yorumlari ile be-

raber ilk kez kullanilda.
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