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KISALTMALAR
BS: Kopma Kuvveti (Breaking Strength)
Cl: Gaven Araldi (Confidence Interval)
EGF: Epidermal Btyume faktéra (Epidermal Growth Factor)
GM-CSF: Granulosit Makrofaj-Koloni Stimule Edici Faktér (Granulocyte Macrophage-
Colony Stimulating Factor)
GSH: Redukte Glutatyon (Reduced Glutathione)
IL: interlkin (Interleukin)
iv: intravendz (intravenous)
LC: Langerhans Hucresi (Langerhans Cell)
PDGF: Trombosit Kékenli Bluyaime Faktéra (Platelet Derived Growth Factor)
rHUGM-CSF: Recombinant insan Granilosit Makrofaj-Koloni Stimule Edici Faktort
(recombinant Human Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor)
RT: Radyoterapi (Radiotherapy)
sc: ciltalti (subcutaneous)
SE: Ortalamanin Standart Hatasi (Standard Error of Mean)
TBI: Tum Vlcut Isinlamasi (Total Body Irradiation)
TGF: Doku Buyume Faktért (Tissue Growth Factor)
TNF: Timér Nekrozis Faktér (Tumour Necrosis Factor)
TS: Gerginlik Kuvveti (Tensile Strength)

WBS: Yara Kopma Kuvveti (Wound Breaking Strength)



1. GIRiS VE AMAG

Radyasyon Onkolqjisi; iyonizan radyasyon kullanarak kanser veya kanser disi
secilmis belirli hastaliklarin tedavisini amaglayan, bu gaye ile radyasyonun etkilerini
ve davraniglarini inceleyen, bu konuda egitim ve arastirma yapan dahili bir tip
bilimidir. Radyoterapi (RT), degisik sistem ve kaynaklardan elde edilen iyonizan
radyasyonun kanserli dokular Uzerine ydneltilerek tedavi edilmesidir. Kanser
RT'sinde amag, tanimlanmig tiUmdr dokusu ¢evresindeki normal dokular yapisal ve
fonksiyonel olarak tahribata ugratmadan tumérin tamamen yok edilmesidir. Normal
dokularda onarimi mumkan zararlar bir noktaya kadar kabul edilmekte, ancak hayati
dokularin mutlaka korunmasi gerekmektedir. Béylece timérun yok edilmesi, yasam
kalitesinin yUkseltiimesi ve sagkalimin uzatilmasi amag¢lanmaktadir (13, 51).

Cogdu epitelyal neoplazmin kiratif tedavisinde cerrahi ile birlikte preoperatif
(neoadjuvan) veya postoperatif (adjuvan) radyoterapi gUnumizde sikga
uygulanmaktadir. Cerrahi ve RT'nin beraber uygulanmasinin temel mantigi, her iki
tedavi yaklasimi sonrasi gorulen tedavi basarisizliklarinin oldukga farkh
mekanizmalarla olmasi nedeniyledir. Preoperatif RT, rezeksiyon sahasi
kenarlarindaki ve cerrahi esnasinda gevreye ekilebilecek timéral hicreleri sterilize
etmek, bazi durumlarda da lokal ileri evre tumdrler gibi rezeke edilemeyecek
durumdaki timdrlerde timér hacmini rezeke edilebilecek kadar kugu.ltmek amaciyla
uygulanmaktadir (13, 57). Her tedavi hastaya saglayacag: yarar yaninda dogal olarak
bazi riskleri ve istenmeyen etkileri de icermektedir. Radyoterapi uygulamasiyla tedavi
sahasina giren tum normal dokularda oldugu gibi ciltte de radyasyon hasari meydana

gelmektedir. Radyoterapiye bagli meydana gelen erken ve ge¢ dénem doku hasari,



radyasyonun mikrovaskiler ve destek bag dokusunda meydana getirdigi
degisikliklere bagdli olarak olusur. iyonize radyasyonun normal dokular tUzerindeki
etkisi; uygulanan toplam radyasyon dozuna, fraksiyonasyon semasina, tedavi
hacmine ve dokunun kinetigine baghdir (43).

Onkolojide GM-CSF, myeloid digi malignansiler icin sitotoksik kemoterapi
uygulanan hastalarda febril nétropeni olug sikhigini ve stiresini azaltmak igin kullanilir.
Son yillarda kemoterapi veya radyoterapi géren hastalarda cilt ve mukozadaki belli
yan etkilerin azaltilmasi amaciyla da kullaniimaktadir (1).

Lenfoid olmayari dokulardaki Langerhans hucreleri gibi dendritik hiicreler
(doku dendritik htcreleri), lenfoid organlardaki dendritik hicrelere gére daha az
mattrdirler ve T hicrelerine duyarh degildirler (26, 27, 58). 1992 yilinda Kaplan ve
arkadaslari, GM-CSF uygulanmis leprali hastalarin ciltlerinde keratinosit gelisiminin
ve dermise Langerhans hlcre géglnln arttigini, yara iyilesmesinin hizlandigini
gostermiglerdir (26). Bir baska g¢alismada ise GM-CSF’in insan derisine enjeksiyonu
ile keratinositlerin proliferasyonunun ve epidermisin rejenere diferansiyasyonunun
arttig1 gosterilmigtir (7).

Modern radyasyon tekniklerine buyume faktoérleri eklenerek tek model iyilesme
bozukluklart duzeltilebilir. Ratlarda yapilacak cilt kesisi modelinde, 8 Gy'lik Cobalt 60
foton tim vUcut tsinlamasi kemik iligini baskilayarak dolasimdaki monositlerin
yanisira yara iyilesmesinde 6nemli olan monontkleer fagosit sistemde belirgin
baskilanma olugturur (11).

Bu randomize, kontrolll ¢alismada literatirde daha 6nce bildiriimeyen tum

vacut 1sinlama ile kemik iligi baskilanarak cerrahi insizyon uygulanan hayvan



modellerinde GM-CSF'in yara iyilegmesi Uzerine etkisinin yara kopma kuvveti ve

histopatolojik degerlendirmeyle arastiriimasi planlanmigtir.

2. GENEL BILGILER
2.1. | Normal Yara lyilesmesinin Histopatolojisi

Temiz bir insizyon varliginda ve yara agizlari dikisle yanyana getirildiginde
goérulen iyilesme yara iyilesmesinin en az komplike 6rnegidir ve primer iyilesme
(Primary Union, Healing by First Intension) olarak adlandirilir. insizyon sinirh sayida
epitel ve bag dokusu hticresi yikimina sebep olur. Insizyon alani dardir, hemen fibrin
ve kan hucreleri iceren pihti ile dolar. Yuzeydeki pihtinin dehidrate olmasiyla krut
meydana gelir. Krut yaray: érter ve dis ¢cevreden izole eder (16).

lyilesme erken dénemde akut inflamasyonla basglar, 24 saat icinde insizyon
kenarlari nétrofiller ve monositlerce infiltre edilir ve eksuda sivisi ile édemlenir.
Makrofajlar; mikroorganizmalari, 614 parankim hucreleri ve nétrofillerin olusturdugu
nekrotik debrisleri ortadan kaldirir. Genellikle 3-5. gline kadar, bazen ise 24 saat gibi
¢ok kisa sure sonra fibroblastlar ve vaskuler endotel hiicreleri prolifere olarak yara
iyilesmesinin temel &6zelligi olan 6zel bir tip dokuyu, “granilasyon dokusunu”
meydana getirirler (2). Granulasyon dokusundaki prolifere fibroblastlar artmis
miktarda grandler endoplazmik retikulum igerir ve histolojik kesitlerde iri ve tombul
yapida izlenirler(16).

Fibroblastlarin gorevi proteoglikan ve kollajen sentezlemektir. Bazilar ise
centikli nikleus yapis| ile granulasyon dokusunun periferinde yogunlasarak diz kas

hicresi 6zellikleri kazanirlar ve myofibroblast olarak adlandirilirlar (56). Uygun



kemotaktik stimulus varliginda, hemen her zaman bulunan makrofajlara ek olarak
notrofiller, eozinofiller, mast hicreleri ve lenfositler de grantlasyon dokusunda
géralar. lyilesme ilerledikge kollajende artig, fibroblast ve damar sayisinda azalma
gercgeklesir. Sonugta, grantlasyon dokusu inaktif gérinimde igsi fibroblastlar, yogun
kollajen demetleri, elastik doku fragmantari, ekstrasellller matriks ve az sayida
damardan olusan skar dokusuna déntsir. 7-10. gin sonunda epidermis normal
kalinliga ve matlrasyona ulasir. YUzey keratinizasyonu géraltr. Yara gerilme
kuvvetindeki artis ilk 6 ay boyunca devam eder ve orijinal glctin % 80’ine ulasir (15,
16).

Yara iyilesmesinde rol oynayan makrofaj, fibroblast ve endotel hicrelerinin
onarim kapasitesi; dokunun oksijenizasyonu, laktat dizeyleri ve ortamdaki blylme
faktorlerinden baska beslenme ve endokrin durum gibi sistemik faktérierden de

etkilenir (28).

2.2. lyonize Radyasyonun Yara lyilegsmesi Uzerine Etkileri

intraoperatif radyoterapi haricindeki hemen tim radyasyon tedavileri zorunlu
olarak deriyi ilgilendirmektedir. Derideki her hlcre tipi radyasyon hasarina kendine
6zgl bir sekilde cevap vérir. Terapdtik radyasyon, yara lyilesmesinde cesitli
basamaklari degistirerek etkisini gésterir. Derideki ge¢ radyasyon etkilerinin, yara
iyilesmesini belirgin olarak engelledigi bilinmektedir. Ancak, latent devrenin uzunlugu
nedeniyle hayvan modeli olusturmada karsilasilan gugltkler, arastirmacilarin
cogunlukia radyasyonun yara iyilesmesine erken etkileri Gzerinde yogunlasmalarina

neden olmustur (3).



Bu caligmalar sonucundaki radyasyonun yara iyilesmesine etkisi ile ilgili bulgular

soyledir (5):

1) iskemi:

Damarlarin bazal membranlarinda meydana gelen dejeneratif degisiklikler, damar
gecirgenliginin artmasi, tromboz, fibrozis ve iskemi ile sonuglanir. Endotel
hiicrelerinin radyasyon nedeniyle gogalma yetenegini kaybetmesi, uzun vadede kan
damarlarinin ortadan kalkmasiyla sonuglanmaktadir. Normal olarak yara iyilesmesi

basamaklarindan birini olusturan anjiogenez radyasyon etkisiyle bozulur.

2) Hipoksi:

iskeminin dogal sonucu olarak doku hipoksisi ortaya ¢ikar. Yara iyilesmesinde
oksijen perfuzyonunun gerekli oldugu basamaklar durur. Bunlar: Nétrofillerin
antibakteriyel aktivitesi, kollajen sentezi, epitel hlcre replikasyon hizi ve
anjiogenezdir. Oksijen, lizil hidroksilasyonu ve ¢apraz baglanma sirasinda gereklidir.
Hipoksik alanda anjiogenezin artmasi igin, periferde oksijen perflzyonunun ylksek

olmasi gerekmektedir. Hipoksi, dokuyu enfeksiyonlara agik hale getirir (45).

3) Hematopoezin azalmasi:

TOm viacut 1sinlamasindan sonraki 2 gun igerisinde kemik iligindeki radyosensitif
hicreler 6lar. Yara iyilesmesi sirasinda gesitli kan elemanlari rol oynamaktadir.
Lenfositler disinda dolagimdaki hicreler, émurleri ile orantili olarak sayica azalrr.

Sirasiyla etkilenen hucreler olarak nétrofiller, monositler, trombositler ve eritrositler
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sayilabilir. Ozellikle makrofaj prekirsérlerinin azalmasi, yara iyilesmesindeki

gecikmeden sorumlu olabilir (4, 5, 45, 63).

4) Fibroblastlara toksik etki:

Bag dokﬁéunun radyasyona duyarliligi orta derecededir; ancak fibroblastlar
onarilmaz derecede zedelenir. Fibroblastlar, basta kollajen sentezi olmak zere deri
onartmi ve yeniden sekillenme evrelerinde en 6nemli hicrelerdir. Klinikte,
kontraktarle sonuglanan cilt atrofisi ve fibrozis gérulir. Kronik radyasyon etkilerini
arastirmak amaciyla radyoterapi uygulanan hastalardan hazirlanan fibroblast
kltarlerinde blyGmenin normal kontrollere gére ¢ok daha yavas oldugu géralmustar

(4, 45).

5) Epitel hiicrelerinde 6liim veya mitotik aktivitenin bozulmasi:
Radyasyon etkisiyle anormal mitozlar, biytk, bozuk sekilli htcreler olusur. Epitel

htcrelerinin gogu 6lr, epidermis incelir veya tamamen ortadan kalkar (45).

Yara iyilesmesinde rol oynayan ¢ok gesitli blylime faktérlerinin saliniminin
radyasyon etkisiyle arttigi gésterilmistir. Ancak biyolojik aktivitelerinin ne sekilde
etkilendigi henlz bilinmemektedir. Bazi buylme faktérlerinin (PDGF, TGF-p),
hipoksik etkileri geri gevirmede efkili oldugu bilinmektedir (45).

Radyoterapi ile yara iyilesmesinin gecikmesi iki nedenle olur: 1) inflamatuar
reaksiyona bagli olarak dokuda vaskilarizasyon ve mikrosirktlasyonun bozulmasi 2)

Radyasyonun yara iyilesmesi icin gerekli olan kemik iligi veya dermal kokenli hiicreler



Gzerine sitotoksik etkisi. Yanase ve arkadaglari, preoperatif RT uyguladiklari hayvan
yara modellerinde radyasyonun yara iyilesmesine etkisinde 3 ayri evre oldugunu
belirtmiglerdir: 1) Isinlamadan hemen sonra etkinin en az oldugu dénemde hafif yara
kontraksiyonu mevcuttur. 2) Isinlamadan 2 hafta sonra doza badimii olarak yara
kontraksiyonunda belirgin azalma olur. 3) lIsinlamadan 8 hafta sonra yara
kontraksiyonu duzelir (71).

Aragtirmalar yara iyilesmesinde azalmaya neden olan esik dozun 8 Gy,
maksimum dozun 20 Gy oldugunu géstermistir. Tedavi edici radyasyonun bélinmus
ufak dozlarda verilmesi ile yara iyilegsmesinin bozulmasi daha az gérilmektedir (4, 5).
Radyoterapinin yara iyilegsmesini geciktirdigi anlasildiktan sonra bu bilgilerden gunltk
kullanimda nasil faydalanilacagi énem kazanmistir. Arastirmalar, yaralanmadan 1
hafta sonra verilen radyasyonun yara iyilesmesini etkilemedigini gGstermistir.
Radyoterapi ile cerrahinin birlikte kullanilacagi durumlar igin de bu planlama
dnemilidir. Radyoterapi, orta dozlarda ve cerrahiden 3-6 hafta énce uygulandiginda
komplikasyonlari arttirmaz. Ancak dozun 50 Gy'den fazla olmasi veya radyoterapinin
10 Gy gibi diigtk dozda bile olsa cerrahiden 24 saat 6nce verilmesi komplikasyonlari
arttirmakta ve yara iyilegsmesini geciktirmektedir (5). Radyoterapi cerrahiden sonra

uygulanacaksa yara iyilesmesi i¢in 8-10 gtin beklenmelidir (29).

2.3. Biiylime Faktorleri ve Yara lyilesmesi
Bayime faktérleri agirliklari 4000-60000 dalton arasinda degdisen, cok az
miktarlari bile hucresel aktiviteleri etkileyebilen proteinlerdir. Farkli faktérlerin

gorevleri ve etkileri ile ilgili hala yeni bulgular elde edilmektedir. Blyume faktérleri:



endokrin, parakrin, otokrin veya intrakrin mekanizmalar araciigiyla hicresel

fonksiyonlarini gergeklestirirler.

o Endokrin yolla etkileyen faktdrler hedef hiicreye kan yoluyla gider ve uzaktaki
hﬂcrel‘eri de etkiler.

« Parakrin yolla etki eden faktérler salgilandiklar bdlgede etkilidirler.

¢ Otokrin faktorler salgilandiklar hicrenin fonksiyonlarina etkirler.

Bazi transforme fibroblastlar, hi¢ salgilanmamis faktérlere hiucrenin kendi
icinde, intrakrin mekanizma ile yanit verirler (61). Buylme faktérlerinin herhangi bir
hticreyi etkileyebilmesi igin, o htcrenin o faktér igin reseptére sahip olmasi gerekir.
Reseptdre baglanma sonucunda hicre iginde 6zgll bir cevaba neden olan bir seri
sinyal ortaya gikar. Etki, cogunlukla tirozin kinaz uyarilarak saglanir. Her hucrenin
farkli bayume faktérleri icin farkli sayida reseptdrt bﬁlunur. BlyUme faktérlerinin o
bélgedeki konsantrasyonu ve reseptdre baglanan miktar), elde edilecek sonucu
belirler. Matriks de buyume faktérlerinin ¢6zUnebilirligini degistirerek hucresel
aktiviteleri dizenleyecek konsantrasyonun degigsmesini saglayabilir. Ayrica matriks,
buylume faktorlerinin baglanip ¢dztlmesini ayarlayarak ortamdaki faktdrler igin
rezervuar goérevi gorar. Yine matriks, herhangi bir hicrenin herhangi bir blyume

faktoértine verecegi yaniti belirleyebilir (36).
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2.4. Granilosit Makrofaj-Koloni Stimiile Edici Faktorii
2.4.1. Farmakodinamik ve Farmakokinetik Ozellikleri

Rekombinan insan Granilosit Makrofaj-Koloni Stimile Edici Faktér
(recombinant Human Granulocyte Macrophage —Colony Stimulating Factor, rHUGM-
CSF) olan Molgramostim suda ¢6zUnebilen, non-glikozile, 100. pozisyonda izolésin
iceren bir proteindir. 127 aminoasit icerir ve molekller agirhigr 14477 daltondur.
Molgramostim insan GM-CSF geninin genetik mihendislik yéntemleri ile plazmidine
aktarildig bir Escherichia coli susu ile Uretilir (25, 65).

GM-CSF, hem hematopoezisin duzenlenmesinde hem de olgun myeloid
hiicrelerin aktivasyonunda rol alan ¢ok gdrevli bir glikoprotein oldugundan, in vitro
diuzeyde hematopoetik hicrelerin proliferasyon ve diferansiyasyonlarini uyararak
grandlosit, monosit/ makrofaj ve T lenfosit artisini saglar. insan timér klonojenik
izleniminde taze tumér hdcresi ekimleri ile yapilan ¢alismalarda, Molgramostimin
timor hicre blyUmesini uyarmadigl ve inhibe etmedigi gésterilmistir (38). GM-CSF,
monositler Uzerindeki sinif 1l major doku uyumluluk antijeni (HLA Class )
ekspresyonunu artirabilir ve antikor Uretimini gliclendirebilir. Bakteri fagositozunun
guclendiriimesi, malign hucreler Gzerindeki sitotoksisitenin artiriimasi ve konak
savunmasinin énemli bir reaksiyonu olan oksidatif metabolizma artisinda éncullik

gibi olgun nétrofillerin fonksiyonel aktivitelerini belirgin olarak artirir (27, 65, 66).
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2.4.2. GM-CSF’in Yara lyilesmesindeki Yeri 2

GM-CSF'in htcresel kaynaklari T lenfositler, makrofajlar, endotelyal hucreler,
fibroblastiar ve keratinositlerdir (37, 42, 49). Tumér Nekrozis Faktér (TNF)-o, TNF-
ve interlékin (IL)-1; endotelyal hicreler ve fibroblastlarda GM-CSF sentezinin efektif
indUkleyicileridir (39, 42, '68). GM-CSF genel olarak hematopoetik etkileriyle bilinir,
ancak bazi ekstra-hematopoetik etkileri de vardir. Bunlardan birisi de fibroblastliarin
yanisira ultrastrikturel olarak tipik myofibroblastlarin olusumunu saglamasidir.
Granulasyon dokusunun retraksiyonu kontraktil 6zelligi olan stromal hucrelerce
(myofibroblastlar gibi) saglanir (42, 55).

Normal yara iyilesmesi icin yara yerine makrofaj ve fibroblast gégt gereklidir.
Dolasimdaki monositler, yaradaki makrofajlarin énclsil olarak kabul edilirken,
fibroblastlar dermisteki sessiz hiicrelerden olusurlar. Her iki hiicre tipi de iyilesen yara
bélgesine kemotaktik bir uyarim sonrasi gelirler (44). Homeostatik durumlarda, GM-
CSF geninin keratinositlerde ekspresyonu ve proteinin sekresyonu sinirhidir. Ancak
mekanik stres ve IL-1 veya TNF-a ile in vitro temas durumlarinda keratinositler GM-
CSF sentezlemeye zorlanirlar (33). GM-CSF ve aktive T hicrelerden Gretilen IL-3
keratinositleri prolifere ederler (21). Tam kanitlanmamasina ragmen, sitokin ve/ veya
stresle aktive olmus keratinositlerden salinan GM-CSF’in, epidermal blyume ve
diferansiyasyonunda otokrin ve/ veya parakrin regllatér olarak gérev yaptidi
dusuntimektedir. GM-CSF’le indUklenen sekonder sitokinlerin salinmasina bagli
olarak GM-CSF'in epidermal hicre proliferasyonuna/ diferansiyasyonuna etkisinin
indirekt oldugu kabul edilmektedir (35). Bunlara ilave olarak GM-CSF; timdrisidal,

fagositik ve antimikrobial aktiviteler agisindan konak makrofaj fonksiyonlarini, mitotik

£C. YUKSEXOCRETIM KUBULY
DOXDMANTASYON MERKEE]
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aktiviteler oranini, hicre adezyon ve integrin ekspresyonunu, hicre ylizey
reseptérlerinin  regulasyonunu, monosit diferansiyasyonunu, kemotaksis ve
proliferasyonunu etkiler (8, 25).

Bazi caligmalar sonucunda GM-CSF'in kemik iligi kék hdcrelerinin uyarimi
disinda yara iyilesmesinde kullanilabilecegi bildirilmigtir. Literatirde GM-CSF’in
basing Ulserlerinde, orak hicreli anemi Ulserlerinde, Kaposi sarkomu lezyonlarinda,
Behget hastaligi ve cilt Ulserlerinde, kemoterapi ekstravazasyonunda topikal lezyon
etrafina uygulanarak olumlu sonuglar alindigini belirten raporlar mevcuttur (1, 6, 14,
20, 22, 52, 59). Doku kultara ¢alismalarinda GM-CSF varliginda keratinositlerin ve
Langerhans hucrelerinin ¢ogalmasinda artis oldugu gésterilmistir. Ayrica epidermal
ve dermal bOtunluk rekonstriksiyonu igin énemli olan potent imminostimulan APC ve
htcresel elemanlarin epidermis boyunca birikmesi ile rejeneratif diferansiyasyon

g6ralar (42).

2.4.3. Yan Etkileri

Klinik ¢calismalar sirasinda bildirilen istenmeyen yan etkilerin cogu genellikle
birlikte giden hastaliklarla veya onlarin tedavi yéntemleriyle bagdlantili oldugundan bu
yan etkilerin GM-CSF ile iligkisi tam olarak belirlenememektedir. En sik gérulen
istenmeyen yan etkiler ates, bulanti, dispne, diyare, dékuntd, titreme, kusma,
halsizlik, istahsizlik, kas-iskelet agrisidir (42). Ancak %20 hastada subfebril ates veya
beyaz kirede minimal artig olabilir. %50 hastada eozinofillerde 3 kat artis olur. LDH
degerinde artiga neden oldugu gésterilmigtir. Ciltigi/ ciltalti tedavi sirasinda veya

sonrasinda kan kimyasi ve idrar analizlerinde higbir bozulma gériimemistir (26).
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Eritematéz makul ve paplllerle karakterize yaygin cilt erlpsiyonlari sc veya iv
uygulama sonrasi sik goérulen yan etkidir. Bu degigiklikler intradermal enjeksiyon

sonras! nadiren goérulur (24, 26).

2.4.4. Yara Onariminda Kritik Rolii Olan Hiicre Tipleri Uzerine GM-CSF’in in
Vitro Aktiviteleri

GM-CSF hematopoetik etkileriyle bilinmektedir. Ancak belli non-hematopoetik
aktiviteleri de bulunmaktadir. Doku sekillenmesinde kritik gérevi olan hicre tipleri ve
hucre fonksiyonlart Gzerine GM-CSF’in fonksiyonel etkileri vardir. Homeostatik
durumlarda, GM-CSF geninin keratinositlerden ekspresyonu ve proteinin sekresyonu
sinirhdir. Ancak, mekanik stres ve IL-1 veya TNF-a ile in vitro temas durumunda
keratinositler GM-CSF mRNA'y! biriktirmeye ve GM-CSF salgilamaya zorlanirlar (34,
60). GM-CSF ve T hucrelerden Uretilen IL-3 nanogram konsantrasyonlarda
keratinositleri prolifere ederler (21). Tam olarak kamitlanmamasina ragmen, sitokin
vel veya stresle aktive olmug keratinositlerden salinan GM-CSF, epidermal buylme
ve diferansiyasyonunda otokrin ve/ veya parakrin duzenleyici olarak gérev yapar.
GM-CSF’le induklenen sekonder sitokinlerin salinmasina bagli olarak GM-CSF'in
epidermal hicre proliferasyonu/ diferansiyasyonuna etkisinin indirekt oldugu
dasundlebilir.

IL-6'nin, GM-CSF uygulanmasindan sonra hizlica indtklenmesi ve in vivo
keratinositler icin potent bllyime stimllatéri olmasi, sitokinlerin epidermal onarimda
GM-CSF yanusira rol aldiklarini dastndtrebilir (35). GM-CSF keratinositler igin pan-

aktive edici stimtlator degildir. Epidermal blyume faktorl (Epidermal Growth Factor-
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EGF) sentezini veya EGF reseptér ekspresyonunu modifiye etmez (64). Uyariimis
deriden salinan keratinosit bagimli GM-CSF, hasar ortamindaki epidermal
Langerhans hicrelerinin (Langerhans Cell- LC) potent immanostimulan, antijen-
sunucu hiicrelere ddniismesine neden olur (23, 69). in vitro arastirmalarla GM-CSF'in
kemik iligi fibroblast prekirsérleri ve bazi transforme mezenkimal hucre serilerinin
proliferasyonunu hizlandirdigt gésterilmistir (12). GM-CSF ayrica; insan endotelyal

hlcrelerinin migrasyonu ve proliferasyonunu hizlandirir, neoanjiogenezde rol oynar

(8).

2.5. Yara Kopma Kuvveti ve Yara iyilesmesindeki Onemi

Gerginlik kuvveti (Tensile Strength- TS) birim alana dusen yUk olarak tariflenir.
Birimi pound/ inch? veya kg/ cm?dir. Kopma kuvveti ise (Breaking Strength- BS) alan
boyutundan bagimsiz olarak bir yarayi veya dokuyu kopartmak igin gereken kuvvet
miktaridir (50). Vacudun farkli bélimlerinde cilt kopma kuvveti degisebilir, ancak
gerginlik kuvveti sabittir. Bu farklilik cildin kalinhigi ile de degisebilir. Cilt kalinhdi yasla
arttikca yara kopma kuvveti (Wound Breaking Strength-WBS) de buna parallel olarak
degisir. Klinisyenleri WBS daha ¢ok ilgilendirmektedir (50). WBS doku kollajen orani,
mukopolisakkarid miktar1 ve kollajenlerin ¢apraz baglanma derecesinden etkilenir

(50).



16

3. MATERYAL VE METOD
3.1. Arastirma Plani

Calisma protokolil Gazi Universitesi Tip Fakultesi Deney Hayvanlari Yetistirme
ve Deneysel/ Tibbi Cerrahi Arastirma Unitesi Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir. 40
adet eriskin (250-350 mg), erkek, Wistar-Albino rat 4 gruba randomize edilmigtir.
Grup 1 (n=10), 1sinlanmayan ve GM-CSF uygulanmayan grubu;, Grup 2 (n=8),
iIsinlanmayan GM-CSF uygulanan grubu; Grup 3 (n=6), isinlanan ancak GM-CSF
uygulanmayan grubu; Grup 4 (n=7), 1sinlanan ve GM-CSF uygulanan grubu temsil
etmektedir. Her bir grup icin 10’ar denek planlanmasina ragmen 3 rat yetersiz RT
dozu nedeniyle galisma disinda birakiimistir. Bunun haricinde calisma slresince 5
6lum meydana gelmistir. 1 tanesi ¢alismanin erken déneminde bilinmeyen nedenlerle
olmustur. 4 tanesi 2. anestezi uygulamasi sirasinda veya hemen sonrasinda
olmustur. Yukarida parantez iginde belirtilen sayilar degerlendirme igin uygun olan
deneklerin sayisini belirtmektedir.

Grup 3 ve 4'teki deneklere 1sinlama éncesinde intraperitoneal Ketamin HCI, 50
mg/ kg ile anestezi uygulandi. Isinlamadan 2 gin sonra insizyon iglemi éncesinde
tim gruplara ayni sekilde anestezi uygulandi. Daha 6énceden RT alan deneklerin
(Grup 3 ve 4) insizyon islemi éncesindeki 2. anestezi dozlari ilk dozlarina gére %30
azaltildi. Grup 2 ve 4'teki deneklere RT'den 2 gun soﬁra insizyon isleminden hemen
sonra her iki yara agzi arasindan ciltalti doku UGzerine tuberkulin gtringasiyla topikal

olarak insizyon basina 15ug, 0,1 ml hacimde rHuGM-CSF (Molgramostim,

Leucomax®, Novartis/ Schiering-Plough, Switzerland) uyguland.

TC YORSEKOCRETIM KORULY
DLSTMANTASYON MERKEZ!
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Denekler ¢alisma 6ncesinde ve sonrasinda standart fare yemi ile beslendiler.
Serbest olarak sularini icmelerine misaade edildi. Cerrahi insizyon uygulamasi

sonras! her denek ayri kafeste barindirildi.

3.2. Tum Viicut Isinlamasi (Total Body Irradiation-TBI)

Cobalt 60 teleterapi cihazinda (Theratron 780 C), 1sin hedefinden 1m uzagda
116.1 rad/ dk.lik doz hizinda, 30x30 cm.lik alanda 3 cm. derinlikteki vicut dozu 8 Gy
olacak sekilde tim vacut 1ginlamasi yapildi (44). 8 Gy’'lik radyasyon dozunun medyan
lethal dozdan duglk, kemik iliginde gegici depresyon olusturacak doz oldugu
gosterilmigtir (44). Tek 6n 1sinlama ile 4 denek ayni anda 1sinlandi. Deneklerin baglari
radyoterapi alani diginda tutuldu. 5 mm derinlikteki cildin aldigi doz 8.83 Gy olarak
hesaplandi. Bu dozun dermal fibroblastlar (izerinde minimal etkisi vardir. Tim vUcutta
+ %10'dan daha fazla doz degisikligi kaydedilmedi (11). Cobalt 60 tnitesi Farmer
lonization Chamber (PTV Unidose Dosimeter, Nuclear Enterprises Ltd, Beenham

Reading, UK) (0,1 cc) iyon odas! kullanilarak kalibre edildi.

3.3. Diiz Cerrahi Kesi Olusturulmasi

Daha o6nceki deneysel hayvan galigmalarinin sonuglarinda radyoterapi ile
cerrahi arasindaki 3 haftalik araya kiyasla 2 ginlik ara slresinde daha iyi yara
iyilesmesi elde edildigi belirtilmistir (44). Bu gerekceyle 1sinlamadan 2 giin sonra
denekler cerrahi igleme tabi tutuldular. Deneklere 50 mg/kg (2. kez anestezi alanlara
%30 azaltilmig dozda) Ketamin HCl ile anestezi uygulandi. Interskapuler bélgedeki

sirt derisi traslanarak temizlendi. Tam anestezi uygulanmis deneklerde sirt derisine 4
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cm uzunlugunda tek bir tam kat cilt kesisi uygulandi (44). Kesi hatlari 4 adet (4/0
ipek) cerrahi dikigle kapatildi. Tum iglemler esnasinda sterilitenin korunmasina ézen
gosterildi. Cerrahi sonrast 9. ginde anestezi doz fazlasiyla (daha énceden kullanilan
dozun 3 kati dozla) denekler feda edildi. Yara kopma kuvveti ve histopatolojik

inceleme igin yara doku 6rnekleri alindi.

3.4. Yara Kopma Kuvveti Olgiimleri

Yara kopma kuvveti (WBS) analizi agisindan yarayi degerlendirmek igin
cerrahi sonrasi 2. hafta (6zellikle 9. gtin) daha énceki ¢alismalarda en uygun zaman
olarak bulunmustur (44). Alinan deri érnekleri, 5 x 5 mm boyutlarinda kesildi. Vertikal
olarak yaraya paralel her iki taraftaki deri kisimlari yaradan 3 mm uzaklikta olacak
sekilde iki adet kiskag ile sikistirildi. Kiskaglarin bir tanesi Grass Model 7 poligrafin
“Force Displacement Transducer FTO3"ina, digeri dakikada sabit bir hizla (2 cm/ dk)
dénen silindire baglandi. Silindir dénerken yara dudaklarinda karsit yénde gelisen
gerim poligrafin yazdirici ucu ile kagit (Jzefine kaydedildi. Yara dudaklarinin
birbirinden ayrildigi an yazdirici ucun bulundugu ytksekligin gram cinsinden karsihgi

hesaplanarak, yara gerimi de@eri olarak kullanildi (S, 18).

3.5. Histopatolojik inceleme
Tam gruplardaki deneklerden alinan 5 x 5 mmlik yara hattini da igeren cilt
dokusu érnekleri formalin:ethanol (1:99) ile fikse edildi. Histolojik analiz igin 5 pmlik

kesitler alinarak Hematoksilen-Eozin (HE) ile boyandi. Hazirlanan preparatlar her
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grupta granilasyon doku gelisimi ve Kkollajenizasyon agisindan 151k mikroskopunda

incelendi (11, 46).

3.6. Sonuglarin Analizi

Tam 6lciim ve degerlendirmeler énceden kodlanmig doku &rneklerinde ve
grup 6zelligi bilinmeksizin yapildi. Calisma sonucunda elde edilen verilerin istatiksel
analizleri, bilgisayarda istatistik paket programi (SPSS 9.01 for Windows, SPSS, Inc.)
kullanillarak yapildi. Gruplar arasinda WBS d&lgcimlerinin  varyans analizini
degerlendirmek icin Levene testi kullanildi. Grup varyanslari arasinda istatiksel olarak
anlamh fark bulunmadi. Bulgular nonparametrik, Mann-Whitney U testi ile
degerlendirildi. Sonuglar ortalama + standard hata (SEM) olarak belirtildi. Sadece iki
yonla test sonuglar kullanildi. %95’lik gliven araligi (Confidence Interval, Cl) ile

gruplar arasi fark belirtildi. 0.05 veya daha dusik olan p degerleri anlamli kabul edildi.

4. BULGULAR
4.1. Yara Kopma Kuvveti Sonuglari

Yara dokusundaki WBS (g/ mm?) élgtim sonuglart Tablo 1'de gdsterilmistir.
Tam vicut 1sinlamasi yapilan deneklerde, 1sinlamadan 2 giin sonra topikal olarak 15
ug dozda rHUGM-CSF uygulanan grupta WBS, kontrol grubuna oranla % 133 artmis
olarak bulundu (Grup 3 ve 4). Bu fark istatiksel olarak anlamli bulundu (p=0.003)
(%95 Cl- Grup 3 igin 12.52 ile 21.86, Grup 4 icin 32.99 ile 43.56 arast). TBIl yapilan
deneklerde belirgin yara iyilesme bozuklugu saptandi. insizyondan 9 gun sonra

(RT'den 11 gin sonra) yapilan 6lgimlerde isinlanmis kontrol grubunun WBS
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élgtmlerinin, 1ginlanmamig Kontrol grubu WBS 6ictim degerlerinin %25’ine dustugu
tespit edildi (Grup 1 ve 3). RT sonrasi ortalama WBS degerlerinin istatiksel olarak
anlamh derecede azaldigi bulundu (p=0.001) (%95 CI-Grup 1 icin 63.05 ile 75.12;
Grup 3 igin 12.52 ile 21.86 arasi). ilacin uygulandigi gruplarda (Grup 2 ve 4); RT
sonrasi WBS degerinin eglenmig kontrol grubu WBS degerinin %82.30ne dastiga
saptandi (p=0.049) (%95 CI- Grup 2 i¢in 38.52 ile 54.52; Grup 4 igin 32.99 ile 43.56
arast). lsinlanmamig kontrol ve ilag uygulanan gruplarda (Grup 1 ve 2) ilag
uygulamasiyla WBS degerlerinin kontrol grubu WBS degerlerinin %67.3'Une dustagu

saptandi (p=0.001) (%95 CI- Grup 1 i¢in 63.05 ile 75.12; Grup 2 icin 38.52 ile 54.52

arast) (Sekil 1, 2, 3).



21

Tablo 1- Yara Dokusu Yara Kopma Kuvveti (WBS) Olglimleri

GRUP PARAMETRE
Yara Kopma Kuvveti (g/ mm?)
Ortalama + SE*
Isinfanmamisg
Grup 1 69.08 + 2.67°
Grup 2 46.52 + 3.46°
Isinlanmig
Grup 3 17.19+1.82°
Grup 4 38.28 +2.16¢

*SE-Ortalamanin Standard Hatasi

Grup 1: Kontrol, Grup 2 : GM-CSF uygulanmig, Grup 3: Isinlanmig kontrol, Grup 4: Isinlanmis ve GM-CSF uygulanmis
grup.
%95 Cl; (a) 63.05 - 75.12
(b) 38.52 - 54.52
{c) 12.52-21.86
(d) 32.99 - 43.56
(a,b) p=0.001, (a,c) p=0.001,

(b,d) p=0.049, (c,d) p=0.003
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SEKIL I- Gruplara Gére WBS Sonuglannin Genel Dagilimi
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Grup 1: Konlrol, Grup 2 : GM-CSF uygulanmig, Grup 3 Iginlanmig kontrol, Grup 4 Iginlanmig ve GM-CSF uygulanmig

grup.
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SEKIL Il- Gruplara G6re WBS Degerlerinin Yiizde Dagiimlan
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Grup 1- Konlrol, Grup 2 © GM-CSF uygulanmis, Grup 3 Isinlanmig kontrol grup, Grup 4 Iginlanmig ve GM-CSF

uygulanmig grup.
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SEKIL Ill- Gruplara Gére WBS Degerlerinin Gilven Aralik Simirlan

8

95% Cl WBS

Grup 1: Kontrol, Grup 2 : GM-CSF uygulanmig, Grup 3- Iginlanmig kontrol, Grup 4 g ve GM-CSF uyguk

grup.
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4.2. Histopatolojik Degerlendirme Sonuglan

4.2.1.Gruplara Gére Her Bir Denekteki Detayli Mikroskopik Bilgi

Grup 1- Isinlanmayan ve GM-CSF Uygulanmayan Grup (Kontrol)

1) Yizeyde reepitelize alanda hiperplazik gok katli yassi epitel jle altta az sayida
iltihabi eleman igeren granilasyon dokusu saptandi.

2

Yozeyde (travmatik) genis erozyon ve altta yGzeyel iltihabi granilasyon dokusu

izlendi.

3) Yizeyde hiperplazik dejenere epitel altinda genis bir alanda geng iltihabi
grantlasyon dokusu saptandi.

4) Epitelize olmus, hafif deprese alan altinda dar alanda grantlasyon dokusu izlendi.

5) Derin dokularda iltihabi doku Uzerinde, yuzeyde grantlasyon dokusu saptandi.

6) Reepitelize olmamis deprese alan altinda yukarida iltihabi elemanlardan derine
dogru fibroblastlardan zengin granilasyon dokusu izlendi.

7) Yizeyde cok kalinlasmis yassi epitel mevcut. Insizyon hatti tam olarak kapanmis.
Yuzeyel ve yaygin az sayida iltihabi htcreler, aktif fibroblastlar gorilda.
Kollajenizasyon mevcuttu.

8) Ylzeyde tamamlanmis epitelizasyon altinda gen¢ fibroblastlardan zengin
granilasyon dokusu izlendi.

9) Kalinlagsmis gok kath yassi epitel altinda iltihabi grantlasyon dokusu izlendi,

10) Reepitelize olmamis deprese alan altinda yukarida iltihabi elemaniardan derine

dogru fibroblastlardan zengin grantlasyon dokusu izlendi.



26

Grup 2- Isinlanmayan Ancak GM-CSF Uygulanan Grup

1)

Yizey epitelizasyonunun tamamlandi§i ve epitel altinda ince bir zon seklinde
iitihabi elemanlarini az sayida igeren geng fibroblastik bag dokusunun gelistigi
gozlendi. Bu dokunun deri ekleriyle ¢evrelendigi saptandi. Enfeksiyon bulgusuna
rastlanmadi.

Ylzeyde epitelizasyonun t‘amamlandlgl ve genis bir deprese alan varligi ile yeni
gelisen epitelin ince gérundmi dikkati ¢ekti. Derinin derin kisimlarinda az sayida
iltihabi eleman igeren granilasyon dokusunun varligi ve bu alanda kas
dokusunun pargalanarak iltihabi reaksiyonun daha derin dokulara ilerledigi
gbralda.

Ylzeyde genis deprese bir alan ve bu alanin periferik kisimlarinda epitelde
hiperplazi ancak tabanmc;a epitel kaybi oldugu dikkati cekti. Deplase alani
dolduran nétrofil I6kosit, nukleer debrillerden olusan iltihabi eksuda (pu niteliginde
materyal) gézlendi. Derinin tim tabakalarini gegerek kas dokusunu pargalayan
yaygin iltihabi inflamasyon saptandi.Cevrede dev hlicre formasyonlari dikkati
cekti.

Yuzeyde kuglk bir deprese alani déseyen hiperplazik epitel gozlendi. Bu alana
denk dusen kisimda miskiler tabakaya kadar uzanan iltihabi elemanlardan
yoksun, geng fibroblastlarla karakterize grantilasyon dokusu izlendi.

Ylzeyde kugtk bir deprese alan ve bu alani déseyen kalinlasmis ¢ok katl yassi
epitel ile kas tabakasina dogru uzanan geng, seyrek iltihabi htcre igeren iltihabi

granulasyon dokusu saptandi.



6)

7

27

Yuzeyde genis deprese alani dbéseyen kalin ve g¢ok kath yassi epitel ile
epidermisin hemen altindan bé§layarak tim tabakalar boyunca devam eden ve
genis bir alanda izlenen, orta kismi apselesmis iltihabi reaksiyon izlendi. Yer yer
dev hucre formasyonlari saptandi. inflamasyonun yag dokusunu pargaladig
izlendi.

Hafifce kalinlasan ¢ok kath yassi epitelin désedidi deprese alan altinda ince bir
zon seklinde az sayida iltihabi eleman igeren geng granilasyon dokusu saptandi.
Kesi yerinin kas dokusuna ulagtigi alanda dev hiicre formasyonlari saptandi.
Yizeyde minimal depresyon alant ve bu alan altina denk disen ince bir zon
seklinde iltihabi grantlasyon dokusu gézlendi.

Yuzeyde epitelin hafif kalinlastigi, reepitelizasyonun tamamlandig, insizyon alani
boyunca gen¢ granulasyon dokusunun gelistiji goézlendi. Derinin derin

kisimlarinda yabanci cisim tipi dev hticrelerle karakterli reaksiyon dikkati gekti.
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Grup 3- Iginlanan ancak GM-CSF Uygulanmayan Grup

1)

2)

Yuzeyde reepitelizasyonun tamamlandigi, ¢ok yaygin iltihabi elemanlardan
zengin, dev hucre formasyonu ile karakterize grantlasyon dokusunun bulundugu
gbzlendi.

Cok deprese ve gok kalinlagsmis ¢ok katl yassi epitel altindan baglayarak ciltalt
yag dokusuna kadar ilerleyen iltihabi grantlasyon dokusu izlendi. Ciltalti yag
dokusunda apse formasyonlari dikkati ¢ekti.

Kalinlagsmig cok katli yassi epitel altinda kugtk bir alanda yaygin iltihabi hicre
iceren iltihabi grantlasyon dokusu géziendi.

Epitelize olmus, kalinlagsmis ¢ok katl yassi epitel altinda derin dermiste orta kismi
apse formasyonu ile karakterize iltihabi hticrelerce zengin grantlasyon dokusu ve
dev hucre formasyonu gézlendi.

Rejenerasyonunu tamamlamis ¢ok katli yassi epitel altinda dermiste yogun iltihabi
hticreden zengin, ortasinda mikroapse odagi bulunan grantlasyon dokusu izlendi.
Epitelizasyonunu tamamlamig, kalinlasmis ¢ok katli yassi epitel altindan
baglayarak tum deri katlari boyunca ilerleyen iltihabi grantlasyon dokusu

gozlendi. Ciltalti yag dokusunda apse formasyonlar! saptandi.
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Grup 4- Isinlanan ve GM-CSF Uygulanan Grup

1)

3)

7)

Ylzeyde reepitelizasyonunu tamamlamis kalin epitel altinda ytzeyel iltihabi
granulasyon dokusu izlendi. Fibroblast hiicre hakimiyeti saptandi.

Kalinlasmis ve reepitelize olmug ¢ok katli yassi epitel altinda kas dokusunu da
iceren aktivitesini kaybetmis iltihabi grantlasyon dokusu izlendi.

Cok katli yassi epitelin kalinlagarak rejenere oldugu saptandi. Derin dermise
kadar ilerleyen gok az iltihabi hicre igeren geng grantilasyon dokusu saptandi.
Reepitelizasyonun ve iltihabi granulasyon dokusunun tamamlandidi saptandi.
YUzeyde normal kalinliktaki rejenere olmus ¢ok katli yassi epitel altinda kuglk bir
granulasyon odag: saptandi.

Genis bir alanda kalinlagsmis ¢cok katli yassi epitel altindan derin tabakalara kadar
ilerleyen iltihabi hucrelerden zengin dev hicre formasyonu saptandi.

Reepitelizasyonun ve iltihabi grantlasyon dokusunun tamamlandigi izlendi.
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4.2.2. Genel Grup Ozellikleri
Grup 1- Isinlanmayan ve GM-CSF Uygulanmayan Grup (Kontrol)

Bu grupta genel olarak reepitelizasyonun tamamlandi§i epitel altinda genis bir
alanda Ozellikle derinde geng fibroblastlardan zengin iltihabi eleman igeren
grantilasyon dokusu saptandi. Ug denekte ise reepitelizasyonun tamamlanmadig
goraldi. Histolojik incelemenin yapildigi zaman gézéniline alindiginda bu bulgular

normal yara iyilesmesiyle uyumlu bulundu (Resim 1).

Grup 2- Isinlanmayan Ancak GM-CSF Uygulanan Grup

Bu grupta reepitelizasyonun tamamlandigi, yizeyde normalde kalin gok kath
yassi epitel altinda derinin tim tabakalarini tutarak muskuler tabakaya kadar uzanan,
yer yer kas dokusunu da pargalayan iltihabi elemanlardan yoksun, geng¢
fibroblastlardan zengin grantlasyon dokusu izlendi. Preparatlarin yarisinda
epidermisin hemen altinda baglayarak tim tabakalar boyunca devam eden ve genis
bir alanda devam eden, orta kismi apselesmis iltihabi reaksiyon izlendi.
Inflamasyonun yag dokusunu yer yer parcaladi§i gézlendi. Derini derin kisimlarinda

yabanci cisim tipi dev hucrelerle karakterize reaksiyon dikkati ¢ekti (Resim 2, 3, 4, 5).

Grup 3- Isinlanan ancak GM-CSF Uygulanmayan Grup
Bu grupta epitelizasyonun tamamlandigi, kalinlasmis ¢ok katli yassi epitel
altindan baslayarak derin katlara kadar uzanan yaygin iltihabi elemanlardan zengin

iltihabi grantlasyon dokusu izlendi. Dermisin ¢esitli katlarinda grantlasyon dokusu
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icinde veya ciltaltt ya§ dokusunda apse formasyonlari saptandi. Normal yara

iyilesmesinin geriledigi belirlendi (Resim 6, 7).

Grup 4- Isinlanan ve GM-CSF Uygulanan Grup

Bu grupta c¢odunlukla reepitelizasyonun ve granllasyon dokusunun
tamamlandidi, cok katl yassi epitelin tim deneklerde genis bir alanda ¢ok kalinlagtigi
saptandi. GranUlasyon dokusu oldugu dustnilen kisimlarin periferinde fibroblast
hicre hakimiyeti izlendi. Radyoterapi ile gerileyen yara iyilesmesinin normal yara

iyilesmesine yakin dizeldigi tespit edildi (Resim 8, 9, 10).
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RESIM 1: Isinlanmayan ve GM-CSF Uygulanmayan Grup (Grup 1).
Yuzeyde tamamlanmis epitelizasyon altnda genc¢ fibroblastlardan zengin

granulasyon dokusu. HE X 200

T.C YOKSEKOGRETIM KURULL.
DOXOMANTASYON mu‘
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RESIM 2: Isinlanmayan ancak GM-CSF Uygulanan Grup (Grup 2).
Yizeyde epitel kaybinin altinda deplase alani dolduran nétrofil I6kosit, nikleer
debrillerden olugan iltihabi eksuda (pl niteliginde materyal). HE X 200



RESIM 3: Isinlanmayan ancak GM-CSF Uygulanan Grup (Grup 2).

Derinin her katinda yaygin olarak gézlenen dev hiicre formasyonlari. HE X 400
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RESIM 4: Isinlanmayan ancak GM-CSF Uygulanan Grup (Grup 2).
Derinin derin kisimlarinda yabanci cisim tipi dev hicrelerle karakterize reaksiyon. HE

X 400
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RESIM 5: Isinlanan ancak GM-CSF Uygulanmayan Grup (Grup 2).
Az sayida iltihabi eleman iceren granilasyon dokusu altinda kas dokusu yaminda dev

hicre formasyonlari. HE X 400



37

RESIM 6: Isinlanan ancak GM-CSF Uygulanmayan Grup (Grup 3).

Cok deprese ve kalinlagsmis cok katii yass) epitel altinda apse formasyonu. HE X 400



a8

RESIM 7: Isinlanan ancak GM-CSF Uygulanmayan Grup (Grup 3).
Derin dermiste orta kismi apse formasyonu ile karakterize iltihabi htcrelerce zengin

granulasyon dokusu ve dev hiicre formasyonu. HE X 400
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RESIM 8: Iginlanan ve GM-CSF Uygulanan Grup (Grup 4).
Kalinlasmig ve reepitelize olmus cok katli yassi epitel altinda aktivitesini kaybetmis
granulasyon dokusu. HE X 200



RESIM 9: Iginlanan ve GM-CSF Uygulanan Grup (Grup 4).

Yuzeyde normal kalinlikta rejenere olmus epitel altinda kesi hatti boyunca ilerleyen

granilasyon dokusu. HE X 100
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RESIM 10: Isinlanan ve GM-CSF Uygulanan Grup (Grup 4) .
Muskiler tabakaya kadar uzanan iltihabi hiicrelerden zengin yaygin dev

hiicre formasyonlari. HE X 400
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5. TARTISMA VE SONUG

Radyasyon tedavisi malign hastaliklanin kiratif ve palyatif tedavisinde dnemli
bir role sahiptir. Tamor dokusunda radyasyonun dozunu arttirmayl amaclayan
calismalarda normal doku hasarinin da arttig bilinmektedir. Neoadjuvan Iginlama
sonrasi ortaya cikan yara iyilesme bozukluklan postoperatif ddnemde onemli
morbidite olusturmaktadir. Isinlanmis dokuya uygulanacak cerrahi islem iki yonden
incelenmelidi.  Onceden 1sinlanmig dokuda yapilacak cerrahi prosedirin
performansi ve 1sinlanma nedeniyle olusan radyasyon Glserine yapiimasi gereken
cerrahi mOdahaleler. 1895'te Roentgen'in X-iginini kesfinden hemen sonra bir il
icinde radyasyona bagl doku hasar ve cilt kanserleri tanimlanmistir (40). Literattrde
GM-CSF uygulamasiyla yara iyilesmesinin hizlandigini belirten klinik ve deneysel
calismalar meveuttur. Ancak klinik uygulamalarda kullanilan doza esdegerde gamma
isiniyla TBl uygulanmis deneklerdeki cilt yarasina tek seans rHuGM-CSF
uygulamasinin yara kopma kuvvetini artirdidi ve 1sinlamayla gerileyen grantlasyon
dokusunu duzelttigi literatirde ilk defa bu galigmayla gosterilmistir.

GM-CSF, in vitro ve in vivo olarak keratinositleri prolifere etme yetenedi oldugu
kanitlanan tek sitokindir (53, 55, 70). Immiinsuprese deneklerde ve enfekte yaralarda
lokal GM-CSF uygulamasiyla yara iyilesmesinin ve yara kopma kuvvetinin hizlandig
gosterilmistir (53, 55). Deneysel bir galismada topikal olarak GM-CSF uygulanan
deneklerin cilt dokusundaki 9. giindeki yara kopma Kkuvveti, ilag uygulanmayan
grubun WBS élguminden %42 daha fazla bulunmustur (25) Bizim galismamizda
isinlanmamis ilag uygulanmis grubun (Grup 2) WES degeri es kontrol grubuna (Grup

1) gore istatiksel anlaml olarak daha distk bulunmustur. Bizim calismamizda yara
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bagina 15 ug olacak sgekilde GM-CSF insizyon arasindan ciltalti dokuya
uygulanmistir. Histopatolojik incelemelerde isinlanmamis, ilag uygulanan grupta
(Grup 2) ilag uygulanmamig kontrol grubuna (Grup 1) kiyasla mononukleer hticre
infiltrasyonunda (makrofaj ve fibroblastlar) artig dikkati ¢ekmistir. Ayrica
istnlanmamis, ilag uygulanan gruptaki cogu denekte derin tabakalar boyunca devam
edebilen ve genis bir alanda izlenen, genelde orta kismi apselesmis iltihabi
reaksiyon, beraberinde yer yer dev hlicre formasyonlari ile karakterize yabanci cisim
reaksiyonu goézlenmistir. GM-CSF’'in topikal uygulandigi literatlrdeki diger
calismalarda ilag isinlanmamis deneklere genellikle emulsifiye kollajen slingerlerle
uygulanmistir  (25). Bizim c¢alismamizdaki 1sinlanmamig, GM-CSF uygulanan
deneklerde (Grup 2) histopatolojik olarak tespit edilen yara iyilesmesindeki gecikme,
yabanci cisim reaksiyonlari ve WBS'teki azalma ilacin uygulanma sekline
baglanmistir (25). Isinlanan ve GM-CSF uygulanan gruba da (Grup 4) ilag ayni yolla
uygulanmasina ragmen bu tarz reaksiyonlar gézlenmemistir. Bu durum isinlanmayla
azalan iltihabi hicrelerin bu formasyonu olusturacak sayr ve fonksiyonda
olamamasina baglanmistir.

inflamasyon ve iskemi yara iyilegsmesinin bilesenleridir. Yara iyilesmesinin
inflamatuar fazinda Gretilen oksijen radikallerinin artmasiyla WBS’de ve kollajen
sentezinde erken bir dustse neden oldugu gosterilmistir (67). Diger deneysel
calismalarimizda isinlanmis rat cildine GM-CSF uygulanmasiyla yara dokusunda
antioksidan olarak gérev yapan ve yara iyilesmesinin hizlanmasini saglayan redikte
glutatyon (GSH) (30) oraninin arttigi; yara iyilesmesini geciktiren lipid

peroksidasyonunun (30) ve doku histamin oraninin (31) azaldigi gésterilmigtir.
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Akut ve kronik lezyon kosullar yara iyilesmesini belirgin olarak inhibe eder. Bu
olayn, belli bakteriyel Granlerin kollajenin depolanmasini azaltmasi ve kollajen yikim
hizini artirmasina bagh oldugu dastntlmektedir (47). Yara kenari retraksiyonunu
artiracak, keratinosit proliferasyon ve migrasyonunu indukleyecek, neo-anjiogenezisi
amplifiye edecek ve yaranin bakteriyel yikanl kontrolde tutacak, inflamatuar olaylar
ve belirli immin cevaplarin uygun indiksiyonunu saglayacak terapétik ajanlar halen
arastirlimaktadir. Yaranin kontraksiyonu, hareket ve hicresel kasiimadan sorumlu
olan fibroblastlarin aktivitesine baglidir. Fibroblastlarin hareketi icin fibrin ve
fibronektin gereklidir. GM-CSF gibi buylme faktérlerinin yara iyilesmesinde rolQ
oldugu gésteriimesine ragmen isinlanmis dokudaki etkileri ve altta yatan
mekanizmalar halen tam olarak bilinmemektedir. GM-CSF’in fibroblastlar ve
fibronektin dizeyine etkisi arastiriimaktadir (53).

Bu calismadaki kisitlayici faktdrlerden bir tanesi her ne kadar daha énceden
kodlanarak etiketlenmis doku &rnekleri kullanilarak, tarafsiz olarak degerlendirme
yapiimasina dikkat edilse de histopatolojik degerlendirmenin tek bir patolog
tarafindan yapilmig olmasidir. Birden fazla sayida patolog tarafindan yapilacak
degerlendirme sonuglarinin galisgma duyarlihgini artiracagdi kesindir. Caligsmadaki bir
diger kisitlayici faktér ise ilag uygulamasinin farkli bir teknik veya dozla
kiyaslanamamasidir. $6yle ki; daha dnceden yapilan bir galismada GM-CSF'in distk
dozlarda tekrarlayarak uygulanmasi tek doz uygulamaya Ustin bulunmustur. GM-
CSF’in erken faz sonrasi kontraksiyonun en hizli oldugu dénemde en etkin oldugu

g6zdnunde bulundurulursa, bu dénemde tekrarlayan ilag uygulamalarinin daha etkin

£C. YOKSEKOGRETIM KURULY
DOKUMANTASYON MERKEZ]
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olmasi anlasilabilir (63). Daha ileri galismalarla tekrarlayan dozlarda ila¢ uygulamasi
sonuglarinin yararh olacagi dagtntlmektedir.

Son zamanlarda yara iyilesmesi modelleri ve kemo/ radyoterapiye bagli
gelisen mukozitlerin 6nlenmesinde GM-CSF kullaniminin ¢ok populer olmasina
karsilik bu tedavi modellerinin maliyeti bir hayli yUksektir. Belirtilen komplikasyonlarin
tedavi veya profilaksisinde bu kadar yaygin kullaniimasindan énce ilgili olduklar: tim
mekanizmalarin, optimum doz semalarinin ve hangi hasta alt grubunda klinikte rutin
olan diger ilag uygulamalar haricinde ek yarar saglayacaginin belirlenmesi i¢in daha
detayli arastirmalara ihtiyag vardir (10, 17, 41, 48, 54). Bizim ¢alismamizda topikal
olarak (yara hattina sc) literatirden daha farkli , ancak klinik uygulamalara daha
yakin bir doz semasinda uygulanan GM-CSF'in WBS ol¢tmleri ve granilasyon
dokusuna etkisi aragstirildi. Elde edilen anlamli olumiu sonuglarla terapétik bir sans
oldugu belirtilse de ilaci bu endikasyonla klinik kullanima gegirmeden énce enzimlerle
(Or: Superoksid Dismutaz, Glutatyon Transferaz vs.) yapilacak calismalar hicresel
seviyede meydana gelen olaylar agisindan énemli bilgileri ortaya koyabilir.

Farkli bir calismada GM-CSF kaynaginin (fare veya insan kaynakll--murine/
human) énemli olmadigi, yara iyilesmesi agisindan etkisinin tirden bagimsiz oldugu
belirtilmistir (53). Her ne kadar ¢alismamizda bir grup denekte (Grup 2-isinlanmamis,
GM-CSF uygulanmiglarda) ilag yabanci cisim reaksiyonu olustursa da, diger grupta
(Grup 4-1sinlanmis ve GM-CSF uygulanmis) bu tarz bir reaksiyon gértlmemesi, yara
iyilesmesinin ve reepitelizasyonun tam olmasi nedeniyle bu reaksiyonlarin GM-
CSF'in ture bagli etkisinden ¢ok daha énceden de belirtildigi Gzere ilacin uygulanma

sekline bagh oldugu dusunuldd (19, 25).
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Cok sayida buyume faktérl ve sitokinin yara iyilegsmesi, yara hicre
migrasyonu ve oksijen radikallerinin detoksiﬁkasyonur{u regule ettigi bilinmektedir
(25, 27). Sonug olarak buyume faktérlerinden biri olan GM-CSF’in 1ginlanmig
deneklerde yara gerimini artirdigi, histolojik olarak da iyilesmeyi hizlandirict yénde
etki yaptigi goralmustar. Dolayisiyla bu glikoproteinin yara iyilesmesindeki etkisinin
olumlu oldugu sdylenebilir. Bununla birlikte arastirmamizdaki verilerin daha kantitatif

degerlendirilebilmesi amaciyla bu bulgularin yara dokusundaki enzim dlzeyleri ve

farkh ilag dozlarinin etkisiyle desteklenecegi yeni galismalara ihtiyag vardir.
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6. OZET

Ozellikle lokal ileri evre tumérler olmak (zere malignansinin kiratif tedavisinde
preoperatif radyoterapi halen glncelligini korumaktadir. Radyoterapi uygulamast;
doz, volum ve zamana bagli olarak yara iyilegmesini geciktirmekte ve hematopoezisi
azaltmaktadir. Radyoterapinin cilt Uzerine olumsuz etkileri nedeniyle cerrahi
ertelenmekte ve tumdr Gzerindeki klratif etki daha az olmaktadir.

Bu kontroll, randomize deneysel ¢alismada preoperatif tim vicut iginlamasi
sonrasi olusturulan cerrahi kesi modelinde kesi esnasinda topikal olarak uygulanan
GM-CSF'in yara iyilegsmesi Uzerine etkisi yara kopma kuvveti ve histopatolojik
incelemeyle degerlendirildi. Deneklerin yarisina 8 Gy'lik tim vicut isinlamasi
uygulanip RTden 2 giin sonra 4 gruba randomize edildi. Grup1: Kontrol; Grup 2: GM-
CSF uygulanan grup; Grup 3: Isinlanan kontrol; Grup 4: Isinlanan ve GM-CSF
uygulanan grup. GM-CSF tek dozda, yara bagina 15 ug, topikal olarak uygulandi.

Tum vicut 1sinlamasiyla yara kopma kuvveti ve histopatolojik degerlendirmeye
gére yara iyilesmesinin bozuldugu saptandi. Isinlanan ve GM-CSF uygulanan
deneklerde yara kopma kuvvetinin istatiksel olarak anlamli oranda arttigt saptandi.
Histopatolojik degerlendirmeyle i1sinlanmis gruplarda bozulmus olarak saptanan yara
iyilesmesinin GM-CSF uygulamastyla duzeldigi ve normal yara iyilesmesine
yaklastigi gézlendi. Béylece GM-CSF'’in radyoterapiye bagl yara iyilegmesindeki
bozulmayi duzelttigi sonucuna varildi. Bu bulgularin doku enzim dizeyleri 6lgimi ve
farkl dozajdaki ila¢ uygulamasiyla yapilacak daha ileri ¢aligmalarla desteklenmesi

uygun bulundu.
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