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OzZET

Yara iyilesmesi travma ile baslatilan diizenli, sirali, hiicresel ve
biyokimyasal olaylar sayesinde dokunun yenilenmesiyle
sonuglanmasidir. Etkili bir yara iyilesmesi; inflamasyon, re-
epitelizasyon, proliferasyon, matrix olugsumu, anjiogenez ve yara
kontraksiyonu gibi yuksek organizasyonlu olaylar serisini igerir.
Epidermal Buyume Faktorii gibi c¢esitli buyume faktorleri yara
iyilesmesinde de etkileri olan proteinlerdir. EGF’nin sistemik yoldan
uygulanmasi ile ilgili yapilan cgaligmalarda EGF’nin epitelizasyon ve
granulasyon dokusu olusumunu ve de yeni damar olusumunu uyararak
yara iyilesmesini hizlandirdigi gorulmuistir. Glikozaminoglikan (GAG)’
lar yara iyilesmesinde etkili olduklar gibi biiyliime faktorleri tarafindan

yara iyilegsmesine aracilik edebilir.

Bu calismada, fizyolojik yara iyilesme surecinde ve sistemik uygulanan
EGF’ ye bagh olarak, rat beyin dokusundan sentezlenen GAG ve protein

dizeyinde meydana gelen degisikliklerin arastirimasi amaglanmistir.



Deneylerde 200- 250 g agirlikta 48 adet Wistar-Albino tipi erkek rat
kullanilmigtir. Dorsolateral eksizyonel yaralar yapildiktan sonra ratlar iki
esit gruba ayrildilar: 1- yara kendi haline birakildi. 2-.Yaralanmadan
sonraki 1., 5., 7. ve 14. glinlerde EGF intraperitoneal olarak uygulandi.
Her iki grup da 1., 5., 7. ve 14. gunler feda edilerek beyin dokusundan
sentezlenen yara iyilesmesine onemli katkilari olan GAG ve protein
miktarlarlari spektrofotometrik yontemle olglildii. Sonuglar Mann

Whitney U testi ile kargilastiriidi.

Sonug olarak periferik yaralanmalarda, normal yara iyilesme surecinde
beyin GAG dizeylerinin etkilenmedigi, sistemik uygulanan EGF’ nin
ozellikle 7.giinde beyin GAG salinnmini arttirdigi, buna karsi doku
onariminin en Yyiiksek oldugu 7.glinde protein sentezini arttirarak

beynin yara iyilesmesine katki saglamaya ¢aligtig: belirlenmistir.

Bilim Kodu : 203.1.020
Anahtar Kelimeler : Yara iyilesmesi, EGF, GAG
Sayfa Adedi 174
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ABSTRACT

Would healing; is the end result of a process initiated by a regular,
cellular and biochemical sequence of events leading to the renewal of

tissues following a trauma.

An effective would healing involves a series of highly organized events
such as inflammation, re-epithelization, proliferation, matrix formation,
angiogenesis and wound contraction. Various Growth factors such as
Epidermal Growth Factors (EGFs), are proteins effective in wound
healing. Systemic suplementation of EGF accelerates wound healing by
stimulating epithelization and granulation tissue formation as well as
the formation of new blood vessels. Just as Glycosaminoglycans (GAG)
are effective in wound healing, Growth Factors may also mediate

wound healing.

The aim of this study is to investigate the changes of the protein level
and GAG synthesized in the rat brain tissue due to the systemic
suplementation of Epidermal Growth Factor (EGF) during the

physiological process of wound healing.



Vi

48 male Wistar — Albino type rats weighing 200 — 250 g each were used
in the experiments. The rats were divided into two equal groups after
dorso-lateral excision wounds were made on them. 1-In the first
wounded group, the wounds were left untouched. 2- In the second
wounded group EGF was administrated intraperitoneally on the 1st, 5th,
7th and 14th day following wounding of the rats. Rats from both groups
were sacrificed on the 1st, 5th, 7th and 14th day and the GAG
synthesized in the rat’s brain tissues as well as the protein levels, both
being important in wound healing, were measured using
spectrophotometric methods. The results were compared with Mann
Whitney U Test.

As a result, the study tried to contribute the fact that during the normal
wound healing process of peripheral injuries; the brain GAG levels are
not effected, systemic administration of EGF especially on the 7th day
increased the secretion of brain GAG, as a result, protein synthesis
increases on the 7th day when the tissue repairing is highest, hence

contributing to the wound healing in the brain.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Xiii

Bu calismada kullaniimig bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte

asagida sunulmustur.
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interferon a
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FGF Fibroblast Buyume Faktor
NGF Noéronal Buyume Faktora
SDS Sodium Dodecyl sulphate

MgCil2 Magnezyum klortr



1. GIRiS

Yara iyilesmesi travma ile baslatilan dizenli, sirali, hicresel ve biyokimyasal

olaylar sayesinde dokunun yenilenmesiyle sonug¢lanmasidir [1].

Yara iyilesmesi kompleks bir biyolojik olaydir. Pihti olugtuktan sonra
inflamatuar hucreler hizla yara bdlgesine c¢ekilir ve bunu bdlinlip g¢ogalan
fibroblastlar ve epitel hicrelerin gogu izler. Vaskuler endotel hlcreler ise yeni
kapiller ag olusturarak boélgenin kanlanmasini saglar, daha sonra fibroblastlar
ekstrasellller matriks sentezleyerek hasarli dokunun skar dokusuyla
degistirmesini saglar. Ardindan yaradaki hucresellik azalir ve ekstrasellller

matriks yeniden sekillenir [2].

Normal yara iyilesmesi, birgok hlcresel aktivitenin duzenli ve ard arda
calismasi ile gerceklesir. Bu aktiviteler; fagositoz, kemotaksis, mitogenez,

kollajen sentezi, diger matriks kompenentlerinin sentezidir.

Blyume faktorleri yara iyilesmesinde de etkileri olan proteinlerdir [3]. Normal
yara iyilesmesi ve gecikmis yara iyilesmesi Uzerine buyume faktorlerinin

etkilerini gosteren pek ¢ok ¢alisma vardir.

Sistemik ya da topikal olarak Epidermal Buyume Faktéri (EGF) nin
uygulanmasinin yara iyilesmesine olumlu katkilarinin bulundugunu gosteren

pek cok calisma mevcuttur [4- 6].

EGF ilk kez Dr.Stanley Cohen tarafindan erkek fare submandibular ttkurik
bezinden izole edilmistir [7, 8]. Cohen erkek fare submandibular tukrik
bezinde Sinir Buyime Faktorinu (NGF) izole etmeye c¢aligirken bu bezlerden
elde ettigi ekstrenin yeni dogan farelere enjekte edildiginde erken dis
patlamasi ve erken gozkapagi agilisina neden oldugunu gozleyerek etken
maddeyi izole etmis ve bu maddeyi epidermisin geligsimini hizlandirici

etkisinden dolayi Epidermal Grown Factor (EGF) adini vermistir [7, 9 -14].



EGF benzeri bir faktér insandan da izole edilerek “urogastron” denmistir [15].

EGF bdbrek, tukuruk bezleri ve lakrimal bez tarafindan da Uretilir, bu ylzden
idrar, tukuruk ve gdzyasinda bol miktarda bulunur [7]. Ayrica Doedonum
brunner bezleri, troid, pankreas, adrenal bez, ovaryum, parotis bezi,
karaciger, 6zefagus, mide, ince bagirsak, kolon, kalp, bobrek, prostat, iskelet
kasi, duz kas, akcigerler, timus bezinde de bulunur. EGF birgok ektodermal
ve mezodermal kokenli hucre i¢in mitojenik 6zelliktedir [14, 16, 17]. Etkili
oldugu hucrelerde iyon alinimi, glikolizisi, DNA ve RNA ile protein yapimini
arttinici 6zellik gosterir [16, 17]. EGF’'nin Mide asit sekresyonunu azalttigi
[18,19] ve stres Ulseri olusturulmus ratlarda mide dokusunda lipit

peroksidasyonunu yine azalttigi [20] gdézlenmistir.

EGF’nin korneal endotelial hucreler, fibroblastlar, sinir sistemi destek dokusu
hicreleri Uzerinde mitojenik aktiviteye sahip olmasi [7, 21], gastrik asit
sekresyonunu inhibe etmesi [7, 22] yaninda embriyonun gelismesi ve yeni
kan damarlarinin olusmasi Uzerinde etkili bulunmasi sonucu yara iyilesmesi
uzerinde yogun caligmalar yapilmistir. Yara iyilesmesini hizlandirdigi da
bildirilmistir [23].

Topikal olarak EGF uygulamasinin yara iyilesmesi Uzerine etkilerinin
incelendigi  arastirmalarda EGF’nin  epitelizasyonu  uyardidi, vyara
iyilesmesinin erken safhalarinda dermis olusumunun Uzerine kesin etkisinin

oldugu ve kronik yaralarin iyilesmesini uyardigi bildirilmistir [7, 24].

EGF’nin sistemik yoldan uygulanmasi ile ilgili yapilan ¢alismalarda EGF’nin
epitelizasyon ve granulasyon dokusu olusumunu ve de yeni damar

olusumunu uyararak yara iyilesmesini hizlandirdidi bildirilmistir [25- 28].

Glikozaminoglikan’lar (GAG) yara iyilesmesinin her asamasinda anahtar bir
rol oynadigi gibi [29], buyume faktorleri tarafindan yara iyilesmesine aracilik
edebilir [30].



GAG'’ lar genellikle kiguk miktarda protein ve negatif yuklu heteropolisakkarit
zincirlerinden olusan buylk komplekslerdir [31]. Bu kompleksler buyuk
miktarda su baglama 6zelligine sahip “ground substance” [31- 33]
olustururlar. Ayni zamanda hiicrelere virls girisi ve anjiogenez gibi faktorlerin
olusumunu engelleyen biyomedikal 6neme sahip kuvvetli asidik Ozellikte
biyopolimerlerdir [34]. Mukus sekresyonlarin viskéz, kaygan ozelligi [31- 32,
35] glikozaminoglikanlarin varligina baghdir. Bunlara mukopolisakkaritler de
denir [31- 33, 35, 36].

GAG’lar polianyonlardir ve bundan dolayr Na+ ve K+ gibi katyon ve
polikatyonlari baglarlar. Bu 6zellik osmatik basing araciligi ile ekstrasellller
matrikse suyun c¢ekilmesine neden olur ve ortam turgoruna katkida bulunur
[371].

GAG’ lar bir yandan doku hlcre ve fibréz kompenentlerinin kararliligini
saglarken bir yandan da vucudun su ve tuz dengesini saglar [31, 32, 34, 306].
Ornegin deri, tendon, kikirdak, baglar, kemik matriksinin bag dokusu ground
substansta dagilmig, ¢ozinmez proteinlerden olusmustur [31]. Bag
dokusunun karakterleri buyuk 6l¢gide ground substansla fibréz proteinlerin
gérece oranina baglidir [31, 32, 36]. Ozellesmis ground substanstan biri

eklemlerde tendon kiliflarinda kayganhdi saglayan sinovial sividir.

Glikozaminoglikanlar ortak bir yapi prensibine dayanmakta olup bir uronik
asidin asetillenmig bir amino aside 3-pozisyonundan baglandigi disakkarid
birimlerinden olugurlar [35]. Bunun bir kompenenti daima ya D-galaktozamin
veya D-glukozamin aminogekeridir (bundan dolayr da GAG denir).
Tekrarlayan disakkaritin kompenenti (keratan sulfatin durumu haricinde) ya

L- glukoronik asid veya onun 5-epimeri olan L- iduronik asid tarzinda bir

uronik asidtir [37]. Bu seker fizyolojik pHda GAG'’ a kuvvetli negatif (-) 6zellik
kazandirir [31, 34].



Batin GAG’lar hiyaluronik asid hari¢ kovalan olarak bir proteine badlanir,
proteoglikan birimlerini olustururlar [31]. GAG’lara kovalan baglh proteinlere
cekirdek proteinleri denir [31, 34]. Cekirdek proteinlerin sentezi endoplazmik
retikulumda olur. GAG’larin sentezi glikojen sentezinin benzeridir farkli tarafi
ise GAG’ lar hlcreden disariya veriimek Uzere sentezlenirler. GAG
zincirlerinin biyosentezide son basamaklarin ¢ogu ve ardindan zincirlerin

modifikasyonlari Golgi’ de meydana gelmektedir [31, 37].

GAG'larin polisakkarit zincirlerinin yikimi endoglikozidazlar,

ekzoglikozidazlar ve sulfatazlarla saglanir [37].

Baslica GAG cesitleri, Hiyaluronik asid, Heparin, Heparan sulfat, Keratan
sulfat, Kondraitin sulfat, Dermatan sulfat'dir [31, 37]. Birbirlerinden farkh
olmalarinin sebebi, sulfat gruplarinin varligi veya yoklugu ile yapidaki
sekerler ile olan baglanti konumlari [34, 37], aminosekerlerin kompozisyonu,
uronik asidin kompozisyonu, bu Dbilesikler arasindaki baglantilar,
disakkaritlerin zincir uzunlugu, baglandiklari c¢ekirdek proteinlerin dogasi,
cekirdek proteinleriyle olan baglantinin dogasi, dokusal ve subsellller
dagihimlari ve biyolojik iglevleri 6zelliklerinden dolayidir [37].

Onemli bir Glikozaminoglikan olan Heparan siilfat (HS) bitiin hayvan
dokularinda bulunan bir polisakkarit turevi olup [34], butun hicre
yuzeylerinde  [31, 38], hucre membraninda [31, 33, 34, 38], kan
damarlarinda ve 6zellikle beyinde bulunur [33, 34]. HS oligosakkarit Gretimi
beyinde GM2 ve GM3 ganglionlarinin sekonder birikimi, ¢esitli beyin hlcre
tiplerinde blUyudk sitoplazmik iceriginin formasyonu, mitokondrial ATP
sentezinin C alt biriminin birikiminde, beyin dokularinda GAP43 mRNA
ekspresyonunun duzensizligi ile iligkilendirilir [39]. Tip IV kollajen ve
lamininle beraber glomerul bazal membranin bilesigidir [38].

EGF reseptoleri proteoglikan sentezinde énemlidir. GAG buyume faktorlerini

module etmektedir. Anjiogenez, hucre proliferasyonu ve inflamasyon gibi



endotelyal ve diz kas hucre fonksiyonlari igcin 6nemli olabilir. Ayni zamanda

bazi buyume faktorleri GAG sentezini duzenlemektedir [40].

Kondroitin sulfat- GAG’lar, EGF bagimli olgunlagsma, hlcre gégu ve sinir kok-

progenitor hicrelerin gliogenesisi Gzerine bir fren gibi etki etmektedir [41].

Tum bu bilgiler 1s1ginda bu ¢alismada, fizyolojik yara iyilesme surecinde ve
sistemik uygulanan EGF’ye bagli olarak, rat beyin dokusundan sentezlenen
GAG ve protein dizeyinde meydana gelen degisikliklerin arastiriimasi

amaglanmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Yara Nedir

Yumusak dokulari olugturan yapilarin kesici yaralayici veya benzer arag ve
gereglerle birbirinden ayrilmasina ve dokularin butinliGginun bozularak
varolan fizyolojik 6zelliklerinin gegici veya tamamen kaybolmasina yara denir
[42].

Yara teriminin karsiligi olarak erezyon, ulser, fissur terimleri de kullanilir.
Erezyon dermise gegmeyen fokal epidermis kayiplarini belirleyen bir
kavramdir, iz birakmaz, kronik degildir. Fissur c¢atlak seklinde dikey yaralari
belirleyen doku kayiplaridir. Epidermisi veya dermisi yada her ikisini birden
tutabilir. Ulser ise dermis ve epidermisde doku kayiplari ile seyreden fokal
yaralardir [43, 44- 46, 47].

Yaralarin iyilesmesi icin kesin sureler verilemez ancak makul surede
iyilesmeyen, yavas ve az ilerleme gosteren yaralar igin kronik deyimi kullanilir
[48- 50]. Kronik yaralarin %70’ i venoz Ulserler ve diabitek yaralardir [51].

2.1.2. Yara gesitleri

1.Kesik yaralari
2.Sivri cisim yaralari
3.Yirtik yaralari
4.Ezik yaralari
5.AcIk yaralar
6.Soguk yaralari
7.Ategli silah yaralari
8.Zehirli yaralar
9.Isirma yaralari
10.Yaniklar



2.2. Yara lyilegmesi

Yara iyilesmesi travma ile baslatilan dizenli, sirali, hiicresel ve biyokimyasal

olaylar sayesinde dokunun yenilenmesiyle sonuglanmasidir [1].

Yara iyilesmesi kompleks bir biyolojik olaydir. Pihti olustuktan sonra
inflamatuar hucreler hizla yara bdlgesine cekilir ve bunu bdlinip ¢ogalan
fibroblastlar ve epitel hiicrelerin goégu izler. Vaskuler endotel hiicreler ise yeni
kapiller ag olusturarak bolgenin kanlanmasini saglar. Daha sonra fibroblastlar
ekstrasellller matriks sentezleyerek hasarli dokunun skar dokusuyla
degistirmesini saglar. Ardindan da yaradaki hicresellik azalir ve

ekstraselluler matriks yeniden sekillenir [2].

Normal yara iyilesmesi, bircok hucresel aktivitenin duzenli ve ardarda

calismasi ile gerceklesir. Bu aktiviteler arasinda,

1. Fagositoz; polimorf nuveli makrofaj ve Iokositler, primer fagositik

hicrelerdir.

2. Kemotaksis; hucrelerin bir engele karsi gogu olup inflamatuar hucreler,
fibroblast ve anjiogenezde rol oynayan hucreleri etkileyen kemotaktik ajanlar,

iyilesme olayina katkida bulunur.

3. Mitogenez; mitogenezi uyaran ajanlar yara iyilesmesi igin gerekli hicre

bolinmesini saglar.

4. Kollajen sentezi; esas olarak fibroblastlarca sentezlenen protein ve
glikoproteinler, kollajen ve ara maddeyi olusturarak yara iyilesmesinde kritik

bir noktanin tamamlanmasini saglar.



5. Diger matriks kompenentlerinin sentezi; yara kontraksiyonu ve skar

remodeling yara iyilesmesinin son basamaklarini olusturur [52, 53].

Yaralanmayr hemen takiben trombositler hasarlanan dokuya yapisip
pihtilasma faktorleri ve granulleri icindeki buyume faktorlerini salgilarlar.
Ortaya c¢ikan vazodilatasyonu, vazokontraksiyon takip eder. Fibrin
olgunlastikga yaralanan bdlge kurumus pihti ile hem daha fazla sivi ve
elektrolit kaybini, hem de c¢evreden gelebilecek kontaminasyonu onler.

Trombositlerce salgilanan blytme faktorleri iyilesme olayini baslatir.

Kisa bir sure icinde polimorf niveli I16kositler ¢evredeki kan damarlarinin
endoteline yapismaya ve damar duvari iginden gec¢cmeye (diapedez)
baslarlar. Polimorf niveli lokositleri yara bolgesine ¢eken; hasarlanan doku,

bakteri ve inflamatuar Grtnlerin olugturduklari kemotaktik sinyallerdir.

Polimorf naveli I6kositlerin ana gorevi; yaralanan bdlgeden bakteri ve yabanci
cisimleri uzaklastirip enfeksiyon gelisimini engellemektir. Bu surede epitelial
hicreler pihtinin altina dogru hareket eder ve cogalarak epitel yuzeyini

yeniden olusturmaya baglarlar.

Doku iyilesmesinin bir sonraki asamasi, makrofajlar ile karekterizedir.
Makrofajlar sadece derbis, bakteri ve konagin dejenere hicrelerinin
ortamdan uzaklastirlmasindan sorumlu degdil ayrica zengin bir bliyume
faktort kaynagidir. Makrofajlar yara iyilesmesi olayinda hucrelerin, buyume
faktorlerinin ve matriks kompenentlerinin dizenli bir sekilde davranmalarini

sadlar.

lyilesmenin bir sonraki basamaginda, epitelyal képriler tamamlaninca, epitel
hicrelerden enzimler salinip, olgunlasmis kabugun hareketlenmesini saglar.
Epitel hdcreler ¢ogalmaya devam edip epitel katlarini olusturur. Doku
tamirinin son fazi Orneklemedir (remodeling); yaralanma Ooncesi doku

batunligu saglanincaya dek yillar boyunca surebilir [42].



2.2.1. Yara iyilesmesinin histopatolojisi

Yara herhangi bir ajanin fiziksel bir hasar yaratmasiyla vucuttaki normal

batinligin bozulmasidir.

Yaralanma sonrasi ortaya ¢ikan doku defekti fibrin, eritrosit ve l6kosit iceren
kan pihtisi ile dolar. lyilesme erken ddénemde inflamasyon ile baslar.
Makrofajlar mikroorganizmalari, 6lU parankim hdcreleri ortadan kaldirir.
Genellikle 3.- 5. gune kadar, bazense 24 saat gibi ¢cok kisa bir sire sonra
fibroblastlar ve vaskuler endotel hucrelere prolifere olarak yara iyilesmesinin
temel Ozelligi olan 6zel bir tip dokuyu “granulasyon dokusunu” meydana
getirirler. Granulasyon deyimi, yara ylzeyindeki dokunun pembe grantler
goérunumunden gelmektedir. Her bir grandl yeni bir kapiller vaskuler yumagi
temsil eder. Eski damarlardan tomurcuklanma ile yeni damarlar olusur [49].
interendotelyal baglantilarini  gevsek olmasi nedeniyle bu damarlar
gegirgendirler, protein ve kirmizi kurelerin ekstrasellliler araliga ¢ikmasina
izin verirler [50]. lyilesen dokularda akut inflamasyon bos buldugu halde

gorunen 6demin sebebi bu gecirgenliktir.

Granulasyon dokusundaki prolifere fibroblastlar artmis miktarda Granuler
Endoplazmik Retikulum igerir ve histolojik kesitlerde iri ve tombul yapida
izlenir. Granulasyon dokusundaki prolifere fibroblastlarin gorevi proteoglikan
ve kollajen sentezlemektir. Bazisi ise c¢entikli nukleus yapisi, periferde
yogunlasan stoplazmik fibril demetleri ve kontraktil proteinler gibi duz kas

hicre 6zellikleri kazanirlar ve miyofibroblast olarak isimlendirilirler [54].

Granulasyon dokusundaki hemen her zaman makrofajlara ek olarak uygun
kemotaktik stimulus varhginda noétrofillere, eozinofiller, mast hucreleri ve
lenfositler de gorilir. lyilesme ilerledikge kollajende artma, fibroblast ve
damar sayisinda azalma gergeklesir. Damarlarin buyuk bir kisminda
dejenerasyon ve trombozis geligir. Sonugta granulasyon dokusu inaktif

gérunimunde igsi sekilli fibroblastlar, yogun kollajen demetleri, elastik doku
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parcalarini, ekstraselliler matriks ve az sayida damardan olusan skar

dokusuna donusur.

2.2.2. Yara iyilesmesinin tipleri

Primer lyilesme (primer union)

Temiz bir insizyon oldugunda ve yara agizlari dikigle yanyana getirildiginde
goérulen iyilesme yara iyilesmesinin en az komplike oOrnegidir ve primer
iyilesme olarak adlandirihdir. insizyon sinirli sayida epitel ve bag dokusu
hicresi yikimina sebep olur, insizyon alani dardir, hemen fibrin ve kan
hicreleri iceren pihti ile dolar. Yuzeydeki pihtinin dehidrate olmasiyla krut

meydana gelir. Krut yarayi orter ve dis gevreden izole eder.

Akut inflamasyon hizla baglar, 24 saat iginde insizyon kenarlari nétrofiller ve
monositlerce infiltre edilir ve eksude sivisi ile ddemlenir. Oli hicrelerden
aciga cikan otolitik enzimler, nétrofillerin proteolitik enzimleri, monosit ve
doku makrofajlarinin fagositik aktiviteleri nekrotik doku, debris ve kirmizi kan
hicrelerini  ortadan kaldirmaya baglar. Hemoglobin, hemosiderin ve
hematidine donusur. Primer iyilesmede epidermis dnemli rol oynar [55]. Her
iki yara kenarindaki epidermis saatler iginde kalinlasir, kesi yerleri boyunca
insizyon araliginin derinligine dogru ilerler ve 24- 48 saat icinde yuzey
krutunun altinda orta hatta birleserek devamli ancak ince bir tabaka olusturur.
Epidermis invazyonunda go¢ eden hucreler bolinmezler, mitotik aktivite yara

kenarindaki bazal tabaka hucreleriyle sinirlidir.

Uglincli gline kadar nétrofillerin yerini blyik oranda makrofajlar almistir.
Granulasyon dokusu insizyon bdlgesini giderek doldurur. Fibroblastlar ve
kapiller tomurcuklanma goérilmeye baslar. Kollajen lifleri Uretilir. Ancak ilk
lifler vertikaldir, bu nedenle yara kenarlarini birbirine baglamaz. Epitelyal

hicre proliferasyonu devam eder, yuzeydeki epidermal tabaka kalinlagir.
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Besinci gunde insizyon alani granulasyon dokusuyla tamamen dolmustur.
Neovaskularizasyon maksimumdur. Kollajen lifleri artar ve yatay duzlemde
yer alarak kesi yerlerini birbirine baglar. Epidermis normal kalinliga ve
matiirasyona ve ylizey keratinizasyonu gériliir. ilk 2 hafta icinde sirekli bir
kollajen akimulasyon ve fibroblast proliferasyonu vardir. Bu sure sonunda
I0kositik inflamatuar hicrelerden yoksun selluler konnektif dokudan olugan ve
intakt epidermisle gevrili skar dokusu yarayi timiyle doldurmustur. insizyon
hatti Gzerindeki harap olan deri eklerinde rejenerasyon gergeklesmez. Yara
gerilme gucundeki artim ilk alti ay boyunca devam eder ve orijinal gucun

%80’ ine ulasir.

Sutir Reaksiyonu

Sitir materyali uzamis ve kompleks bir reaksiyona sebep olmaktadir [55]. ilk
uc¢ gun icinde epidermis ve deri eklentilerinin epiteli yabanci cisim (sutur)
varhigina reaksiyon gostererek sutur boyunca ilerleyen 2- 3 cm. kalinliginda
inkomplet bir epitel tipU olusturur. Epitelyal tlp ile sGtlr arasinda fibrin,
notrofil ve eritrositler vardir. Bir veya iki gun i¢cinde mononukleer hucreler
dermisteki tupu c¢evreler. Tupun olusmadig! lat kisimlarda sutur |0kositler,
nikleer debris, yabanci cisim dev hlcreleri ve makrofaj igeren granulasyon

dokusu ve geng kollajen ile gevrelenir.

Suturlerin yaklasik onuncu gunde alinmasiyla, epitelyal tip sutur trakti
boyunca dermis icinde izole olarak kalir ve guglu bir yabanci cisim
reaksiyonu uyandirir. Bir sonraki hafta igindeyse tamamen absorbe edilir.

Suturdn yuzeyde epidermiste birakti§i defekt rejenerasyonla iyilesir.

Sekonder iyilesme

infarkt, inflamatuar Ulserasyon abse olusumu ve genis doku defektleri olan
yuzey yaralanmalarinda oldugu gibi asiri miktarda hucre ve doku kaybi

varliginda, iyilesme sureci daha komplikedir. Yine de temel olaylar “primary
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union” ile benzerdir. Aradaki farklar, inflamatuar reaksiyonun daha siddetli,
granulasyon dokusunun daha fazla miktarda olusu ve yara konstraksiyonudur
[51]. Akut inflamasyon ve derbisin temizlenmesine epidermisin yara kenari
boyunca asagi dogru ilerlemesi eslik eder. Epitel canli dermisi nekrotik

dokudan ayirir.

Fibroblastlar ve kapiler damardan olusan granulasyon dokusunun bazaldan
itibaren koaglUlumun yerini alir. Grantlasyon dokusun gelisimi ile es zamanli
olarak miyofibrobastlarin fonksiyonuyla iyilesmeye buyuk katkisi olan yara
kontraksiyonu gerceklesir [56]. Progresif kontraksiyon yara boyutunu
kUgultar, ilerleyen epidermis sonugta granutlasyon dokusunu tumuyle orter.
Gelisen skar dokusu baslangigta pembedir, damarsal yapinin azalmasiyla

ileri aylarda giderek solar.

2.2.3. Yara iyilesmesinin fizyolojisi

Yara iyilesmesi inflamasyon, hlicre migrasyonu, anjiogenez, matriks sentezi,
yeni kollajen olusumu ve reepitelizasyon gibi ¢esitli hicresel ve molekuler

basamaklari iceren kompleks bir suregtir [57- 59].

Zarar gérmus dokunun onarimi yani yara iyilesmesi hayatta kalmada kritik
olan biyolojik bir cevaptir [60]. Yaralanma olay! bir sekilde lokal ve sistemik

imman yanitlari aktive etmektedir.

Doku butinliginin bir travma sonucu bozulmasi, travma tipine badli
olmaksizin yara bolgesinin fonksiyonel ve morfolojik 6zelliklerinin yeniden
kazaniimasini saglayacak bir seri fizyolojik olayi baglatir. Yara iyilesmesinde
en onemli Ozellik bir faz tamamlanmadigi takdirde takip eden fazin

baglamamasi ve iyilesmesinin durmasidir [61].

Yara iyilesmesi ayri, ancak birbiriyle i¢ ice U¢ ayri asamadan olusur [62].
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1. Hemostaz ve inflamasyon (substrat hazirlik fazi)
2. Proliferasyon (kollajen yapim fazi)

3. Maturasyon (remodilizasyon fazi) [63]

inflamasyon Fazi

Travma veya yabanci cisimlerle doku harabiyetine kargi vicudun bagisiklik
yaniti ile olusturdugu bir cevaptir [61]. Yaralanmadan sonraki ilk ¢ gunde
gériliir. Organizmanin travmaya ilk cevabi inflamasyondur [64]. inflamatuar
hicrenin erken migrasyon donemi (birgcok kimyasal maddeden etkilenir) ve
inflamatuar hucre proliferasyon dénemi (hipofiz growth factor den etkilenir)

olmak Uzere iki ddnemi vardir [61].

Trombositlerin  kollajen ile temasi trombin ve fibronektin etkisi ile
trombositlerden PDFG, TGF- , PAF, fibronektin, serotonin, IL-1, TNF-a gibi

baylume faktorleri ve sitokinler salinir [64- 70].

Yaralanmadan sonra olusan gecici vazokontruksiyon pihtilagsmayi
kolaylagtirir. Kanama durduktan sonra endotel hucrelerinden ve mast
hicrelerinden salinan histamin, PGE2, PGI2, endotelyal buyume faktoru ile

gecirgenligi artar ve vazodilatasyon geligir [42].

Notrofiller, makrofajlar ve lenfositler inflamasyon donemindeki baskin
hicrelerdir, fakat herbirinin yara iyilesmesine katkilar farklidir. Makrofajlar ve
lenfositlerin kritik rolleri vardir fakat noétrofiller eger bakteri kontaminasyonu
yoksa gerekli degildir. Clnkl fagositoz ve savunma mekanizmasi ile ilgili
gorevleri makrofajlar tarafindan yerine getirilebilir [70]. Yara alanina
kemotaktik mediatorlerin etkisi ile ilk olarak kemotaktik mediatorler gelir.
Notrofiller endoteli ilk gegen hicrelerdir. Notrofiller Uzerindeki integrin
reseptérleri de ekstraselliiler matrikse baglanmayi kolaylastirir. infeksiyona
karsi korur, mikroorganizmalari fagosite eder ve 6lu dokulari lizise ugratir. Bu

fonksiyonlari icin oksijen radikalleri olusturacaklarindan ortamda yeterli
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oksijen bulunmalidir. Daha sonra lenfositler gelir, fibroplazi Gzerinde degisik
etkileri olan lenfokinleri Uretirler. Lenfokinlerin yara iyilesmesi Uzerine etkileri
olsa da bu etkileri daha sonra gelen hicrelerin golgesinde kalir [58- 60, 65].
Notrofiller gérevini yaptiktan sonra makrofajlarca fagosite edilir ve maksimum
saylya 1.- 2. gunlerde ulagirlar. Yara temizlendikten sonra 2.-3. gunlerde

sayllari azalir [48, 49].

Makrofajlar yaralanmanin 2.- 3. guninde yara ylzeyinde hakimiyete
baslarlar. Makrofajlar 100’den fazla molekll sentezleyebilmektedir. Bunlar

inflamatuar yanit dzerinde etkilidirler.

Makrofaj Uriinleri:

Reaktif O2 Urunleri, Arakidonik Asit Metabolitleri, Kollajenaz, IL-1, TNF, IL-6-
PDGF, CSF, TGF-a-8, IFN-a vs...

Makrofaj aktivasyonunun yara iyilesmesine debridman, matriks sentezi ve

anjiogenez gibi ¢esitli yonlerden etkileri vardir.

Makrofajlar yaralanmanin erken doneminde Nitrik oksit sentezlerler. Nitrik
oksit kisa dmurli bir radikal ve biyolojik mediatordir. Nitrik oksit mekanik
kuvveti ve kollajen olusumunu arttirarak yara iyilesmesini hizlandirir. Bu
sentez hipoksik kosullarda artar. Nitrik oksitin sentezinin engellenmesi yara

iyilesmesini geciktirir.

Makrofajlar lenfositleri aktive eder. Lenfositlerde lenfokinleri salgilar. Erken
inflamasyon doneminde glukan gibi makrofaj sayisini arttiran bir madde
kullanilmasi yara iyilesmesinini hizlandirir. Antimakrofaj serum verilmesi ise

iyilesmeyi geciktirir [64, 66- 71].
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Steroid Etkisi:

inflamasyon fazinda etkili olan steroidler, inflamatuar hiicre sayisini
azaltmaktadirlar; lizozomu stabillize ederler, kollajenazi aktive ederler, prolil
hidroksilaz ve lizil oksidazi inhibe ederler, epitilizasyon ve yeni kapiller
olusumu azalir, kollajen birikimlerinde kovalan agregasyon olmaz, yara
gerilim kuvveti azalir, yara kontraksiyonu inhibe ederler. Yara iyilesmesinin
dglncu glininden sonra steroidin iyilesme fenomenin de higbir inhibitor etkisi

saptanmamistir.
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Sekil 1.1. Yara iyilesmesinin sematik gosterimi [72].
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Proliferasyon Fazi

Uclincli ginle birlikte inflamatuar fazdan proliferatif faza gecis olur, dérdincii
haftaya kadar surer.
Bu dénemde etkili hicreler fibroblast ve endotel hiicreleridir. Proliferatif fazda

meydana gelen dnemli olaylar;

1. Fibroblast aktivitesi
2. Anjiogenez
3. Epitelizasyon

4. Kontraksiyon

Fibroblastlar ¢cevre dokudan yara yerine gelirler. Endotel hicreleri yara yerine
komsu intakt vendllerden prolifere olurlar ve yeni kapillerin olugsmasini

saglarlar.

TGF-B, bFGF ve PDGF fibroblastlar icin kemotaktikti. PDGF ve TGF-p
fibroblast proliferasyonu saglar. Yaralanmadan birka¢ gun sonra yara
kenarindaki epitel prolifere olur. Olusan vaskularizasyon fibroblastlarin kalici
matriks olusturmasina yardimci olur. Vaskularizasyon ekstra matriks birikimi
ve modulasyonu ile kontrol edilir. Hipoksik olan yara bdlgesinde doku oksijen
parsiyel basinci duslUk olmasi vaskularizasyon icin onemli bir uyardir,
neovaskularizasyon ilerledikge hipoksi azalir ve anjiogenenik uyari giderek

ortadan kalkar.

Travmadan sonraki ilk 36- 72 saat icinde kan damarlarinin adventisyasina
yakin mezenkimal hicrelerin farklilagsmasindan fibroblastlar olugur. Fibroblast
ve endotel hucrelerinin proliferasyonundan trombosit ve makrofajlardan
salinan sitokinler ve blyume faktorleri sorumludur. Fibroblastlar erken
dénemde fibronektin salgilar. Fibronektin tim hicreler arasinda hemde hticre
ile matriks arasinda ¢ozunur olmayan fibronektin-fibrin kompleksi olusturur.

Kalici yara matriksindeki temel yapr molekulleri kollajendir. Kollajen
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hipoksiprolin ile hidroksilizin amino asitlerinin hidroksilasyonu ile meydana
gelir. Kollajen uretimi orani gesitli faktorlere baghdir; bunlardan en 6nemlisi
perfuzyonun ve dokudaki oksijen dizeyinin yeterli olmasidir. Yarada en
yuksek oranda Tip | kollajen bulunur. Skar dokusunda da en ¢ok tip |, daha

az oranda Tip IV kollajen bulunur [66- 70].

Epitelizasyon

Epitel derinin sivilara gegirgen olmayan, travmaya ve radyasyona direncli
bolumunu olusturur. Hucrelerin gog ve proliferasyonuyla tamir gorar [60, 61].
Epidermisin tabanindaki bazal membran olusturdugu hemidesmozomlarla
epidermisi dermise badlar. Yaralanmadan migrasyon baslar. 24- 72 saatte
yara tabani, ince bir tabaka epitel ile ortultr, dorduncu gunde kreatin asitlerle
kaplanir. Bazal membran Gzerindeki bazal epidermal hacrelerin fibronektinle
uyarilan aktif fogositoz zonlari vardir. Bu zon intakt ise yara kapanmasi
hizhdir.

Hareketli hucreler gogleri sirasinda bazal membranlarini, fibronektin, Tip 4
kollajen ve laminin gibi maddeleri salgilayarak meydana getirirler. Bu gegici
bazal membrandir. Hareketli hucreler fibronektin ve vitronektini
hareketlerinde destek olarak kullanirlar. Epitelizasyon igin spesifik uyarinin
ne oldugu halen bilinmemektedir. Bilenen odur ki; kontak inhibisyonun
olmadigi epitelin serbest kenarindan hareket baglamaktadir. Aktin ve miyozin
sitoplazmik ¢ikintinin bulundugu taraf akar ve bazal membrana yapisan bu

protrizyon yénunde huicre sitoplazmik kontraksiyonla yer degistirir.

Mikroorganizmalar yara sivisi ve nekrotik doku varliginda epitelizasyon
gecikir. Epitelizasyonun gecikmesi inflamatuar surecinin uzamasina neden
olur ve hipertrofikskar meydana gelir. Yara sekonder iyilesmeye
birakildiginda, epitelizasyon kil folUkulleri ve ter bezlerindeki epitelden gelisir

ve 7- 10 gunde tamamlanir. Derin veya genis yaralanmalarda epitelizasyon
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gecikebilir ve hipertrofik skar gelisimi olur, bu gibi durumlarda deri greftleri ile

yara kapatiimalidir [64- 66].

Yara Kontraksiyonu

Yara kontraksiyonu yeterli mobilitesi olan bolgelerde yara kapanmasindaki en
etkin mekanizmadir. Doku kaybi olan yaralarda, yara bolgesinin buyuklugu
¢cevre dokunun butin kalinhginda sentripedal dogrultuda hareket etmesiyle
kigculmeye calisir. Yaranin meydana gelmesinden 5.- 7. gunde baslayan
kontraksiyon sabit bir hizla 39. gune kadar devam eder. Kontraksiyon agik
yaralarin kapatilmasinda % 80 oraninda etkilidir. Nadiren yaranin spontan
kapatiimasini saglar daha ¢ok deformite ve fonksiyon bozukluguna yol acar.
Yara kontraksiyonunu aktin flamentlerinden zengin miyofibroblastlar saglar,

kontraksiyon orani miyofibroblast oranti ile iligkili degildir [64, 73].

Maturasyon Fazi

Yaralanmadan 4 hafta sonra baglar, aylar veya yillarca surebilir. Bu donemin
Ozelligi, yarada kollajen birikiminin olmasidir. Kollajen yapimi ve yikimi
dengeye ulagsmistir. Yaralanmadan 2- 3 hafta sonra kollajen en yuksek
miktara ulasir. Bu fazda vaskularizasyon ve fibroblastlarin sayisi azalir.
Ekstraselliler komponentlerin yikimi, inflamatuar hicreler, fibroblastlar ve
epitel hucreleri tarafindan sentezlenen matriks metallo protein nazlari ile
baslatilir. Pembe-mor gorunumli yaranin rengi soluklagir. Gerilme kuvveti
molekuller arasindaki baglarin artmasiyla giderek artar. Skar dokusundaki
gerilme kuvveti 3 ay sonra normal cildin % 80’ine ulasir ve daha fazla artmaz.
lyilesmenin en énemli fazidir ¢link(i matriks depolanmasinin hizi, kalitesi ve
miktari skarin gcuna belirler [64- 67, 69, 70].

Yara iyilesmesinde buatin bu safhalarin sonucunda, yaralarda morfolojik
olarak Ug¢ ana ozellik olan yara kontraksiyonu, epitelizasyon ve bag dokusu

birikimi saglanarak yara iyilesmesi tamamlanmis olur [74].
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Sekil 1.2.Yara iyilesmesinin fazlari [72].

2.3.Yara lyilesmesini Etkileyen Faktérler

2.3.1. Lokal faktorler

. iskemi

. Gerilim

. Oli bosluklar

. Yabanci cisimler ve kontaminasyon
. Cevre isisi [42]

. Hematom

. Lokal travma

. Suturler

. Doku tipi [61]
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10. Kronik doku faktoérleri [42, 61]
11. Radyasyon [72]

2.3.2. Genel (Sistemik) faktorler

Sistemik faktorlerin immun fonksiyonlar ve kollajen sentezi Uzerinde endojen
etkileri bulunur. Ayrica lokal faktorler Uzerinde de etkileri bulunur ve yara

iyilesmesini geciktirir.

1. Buyume faktorleri [61]
2. Tibbi durumlar

3. Anemi/ Kan kaybi [75]
4. Beslenme

5. Yas

6. Anestezi sekli [42]

2.4. Buyume Faktorleri

Agirliklart 4000- 60000 Da arasinda degisen, ¢ok az miktarlar bile hicresel
aktiviteleri etkileyebilen polipeptitlerdir [76].

Blyume faktorleri hicrelerin replikasyonu ve farklihsmasini regule eder.
Sistemik dolagimda bulunurlar, ¢esitli htcre sistemleri ve dokularca salinirlar,
bu nedenle de hicre metabolizmasinin sistemik ve lokal dizenleyicisidir.
Blyume faktorleri dolasimda ya serbest olarak yada spesifik baglayici
proteinlere bagli olarak bulunur veya platelet agregasyonundan salinmak

uzere platelet granullerinde depolanirlar [77].

Sitokinler; hucre bdélinmesi, aktivasyonu, doku yenilenmesi, bag dokusu
olusumu, morfogenez inflamasyon ve immunolojik cevap olusumu gibi dnemli
biyolojik olaylari duzenleyen, genellikle glikoprotein yapisinda olan ve

molekul agirliklar 8 ile 25 kDa arasinda degisen tek zincirli proteinlerdir. Bu
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proteinler lenfosit tarafindan Uretiliyorsa “lenfokin”, monosit veya makrofajlar
tarafindan Uretiliyorlarsa “monokin”, immun sistem hucreleri tarafindan
uretiliyorsa “interferon, interlokin, TNF, EGF veya TGF” adini alirlar.

Blyume faktorleri hlcresel fonksiyonlarini endokrin, parakrin veya otokrin

mekanizmalariyla saglarlar:

-Endokrin yolla etkileyen faktorler hedef hicreye kan yoluyla gider ve

uzaktaki hucreleri de eftkiler.

-Parakrin yolla etkileyen faktorler salgiladiklari bolgede etkilidirler.

-Otokrin faktorler tarafindan salgilandiklari hiicrenin fonksiyonlarini etkiler.

-Bazi transforme fibroblastlar, hi¢ salgilanmamis faktorlere hdcrenin kendi

icinde intakrin mekanizma ile yanit verirler [76, 78].

Genis arastirmalarda dokuya 6zgu buyume faktori Gretimi gosterilememistir,
cogunlukla ayni faktor gesitli hicre ve dokularca sentezlenir. Lokal olarak
uretilen dokularin sentez ve etkileri, sistemik hormonlarca reseptor igeren
dokularda modifiye edilir. Sistemik hormonlar spesifik dokularda lokal
faktorleri duzenleyerek hedef dokuya 6zgulluk kazandirirlar. Bu dort seviyede

duzenlenir [77]

1. Sentez
2. Aktivasyon
3. Reseptorlere baglanma

4. Baglayici proteinler

Blyume faktorlerinin herhangi bir hlcreyi etkileyebilmesi, o htcrenin, o

faktorler igin o reseptoérlere sahip olup olmamasina baglidir.
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Reseptorlere baglanma sonucu hucre iginde 6zgun bir cevaba neden olan bir
seri sinyal ortaya ¢ikar. Etki cogunlukla tirozin kinaz uyarilarak saglanir. Her
hicrenin farkli bayume faktorleri igin farkli sayida reseptorleri bulunur [76,
78].

Sitokin ve koloni uyarici faktorlerin reseptorleri diger faktorlerden farklidir.
Cunku digerleri sitoplazmik uzantilarinda tirozin kinaz aktivitesi gosteren
sitoplazmik bir parga igermezler ya da sitoplazmik uzantilari yoktur veya ¢ok

kisadir. Bununla birlikte sitoplazmada tirozin kinaz aktivitesi baslatirlar [4].



Cizelge 1.1. Buyume faktorleri

23

Buyume Kaynagi Gorevleri
Faktoru
PDGF(platelet-derived | Trombositler, Fibroblast proliferasyonu,
growth factor) makrofajlar, endotel | notrofil makrofaj
hucreleri, diz  kas|kemotaksisi ve
hicreleri proliferasyonu,
anjiogenez
TGF-R Trombosit, notrofil, | Fibroblast proliferasyon
(Transforming  growth| lenfosit, kemotaksis,

factor )

Makrofaj, birgok doku ve

indirekt anjiogenez, dige

hicre blylime faktorlerinin
etkilerine yardim
EGF Trombositler, tukrik, Epitel hlcre ve fibroblast
(Epidermal growth|idrar, anne sutd, plazma | proliferasyonunun ve
factor) granuler doku olugsumunun
uyariimasi
TGF-a (Transforming Aktive makrofajlar, | EGF’ye benzer
growth factor a ) trombosit, keratinosit,
bazi dokular

IL-1,2 (interleukin 1,2)

Makrofaj, lenfosit, birgok

doku ve hucre

Fibroblast

kollajena,

proliferasyonu,

notrofil kemotaksisi

TNF (Timor nekroz | Makrofaj, mast |Fibroblast proliferasyonu
factor) hicresi, T-lenfosit
LDGF Makrofaj, mast |Fibroblast proliferasyonu

(Leucocyte-derived

growth factor

hicresi, T-lenfosit




Cizelge 1.1. (Devam) Buyume faktorleri
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CTGF Endotel hicreler, |Bag dokusu hucreleri icin

(Connective fibroblastlar kemoatraktanve mitojen

tissue growth

factor)

FGF (Fibroblast|Beyin, makrofaj, diger |Epitel hicre ve fibroblast

growth factor) doku ve hucreler proliferasyonu, matriks
depolanmasinin uyarimi,
anjiogenez, yara
kontraksiyonu

KGF Fibroblastlar Epitel hicre proliferasyonu

(Keratinocyte

growth factor)

IGF-1 (insulin- |Karaciger, plazma,|Sulfat  proteoglikan  ve

like growth |fibroblastlar kollajen sentezi,

factor) Fibroblast proliferasyonunu
uyarir.

HGF (Human |Plazma Anabolizma, IGF-1’i uyarir.

growth factor)

IFN

(Interferons)

Fibroblastlar, lenfositler

Fibroblast proliferasyonunu

ve kollogen  sentezinin

inhibisyonu
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2.4.1. Epidermal buyume faktoru

EGF ilk kez 1962 yilinda Dr. Stanley Cohen tarafindan erkek fare
submandibular tikirik bezinden izole edilmistir [7, 8]. Cohen erkek fare
submandibular tikrik bezinde Sinir Biyime Faktorini (NGF) izole etmeye
caligsirken bu bezlerden elde ettigi ekstrenin yeni dogan farelere enjekte
edildiginde erken dis sUrmesi ve erken gbézkapagi acilisina neden oldugunu
gOzleyerek etken maddeyi izole etmis ve bu maddeyi epidermisin geligimini
hizlandirici etkisinden dolayi Epidermal Grown Factor (EGF) adini vermistir
[1, 9- 14].

EGF amino asit dizisinde lizin, fenilalanin ve alanin bulundurmayan ve 53
amino asitten olusmus tek zincirli bir polipeptittir. 6000 Da molekul agirlhigina
sahip [9], bircok dokuda reseptorleri olup, epitelyal ve mezotelyal kokenli
hicrelerde mitojenik [79] bir polipeptitdir [7]. Molekulin bir ucu NH2 grubu,
diger ucu ise COOH grubu ile sonlanmaktadir. Polipeptit alti sistemin kdkune
sahiptir ve Uc¢ tane disulfit badi icerir. Bu disulfit baglari molekilin biyolojik

aktivitesi igin ¢ok gereklidir [80].

=il cYs PRO
@S ER m =
cYs HIS

SER MET, "2 VAL 5 @
ASM VYR 20 GLY LY
1
H-'N“'H iLlf @HB /‘TYFI vaL VAL GLY
@hm LEU Cysl ASNCYS* TYR

LEU @ 5 cYs C:i ;«Fta - ILE

HO O Lys TYR % GLN @GLY

. i TYR 40
LEU 7 @Aﬂﬁ;
@THP TRP LyS | -EY

50

Sekil 2.1. EGF’nin yapisi [79] (gri hat : disulfit baglar)
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EGF reseptoru, diger buylume faktor reseptorleri gibi sinyalin baslatiimasinda
rol oynayan tirozin kinaz aktivitesine sahiptir. EGF reseptoru ile birlesip
agregasyon ve fosforilasyon olayi meydana geldikten sonra EGF+reseptor
birlikte sitoplazmaya gecerler [81]. Orada lizozomlar ile birleserek
reseptozomlari olustururlar ve parcalanirlar. Alternatif bir yol olarak
EGF+reseptor direkt olarak nukleusa giderek orada kopyalanmayi baslatirlar
[82]. EGF reseptor aktivasyonu hicre replikasyon ve transkripsiyonunu ve
DNA sentezini baslatir [83]. Fibroblastlarda reseptéru bulunan ve bu hiicreler
icin potent bir gelisme faktéri olan Epidermal Growth Factor (EGF)
granulasyon dokusu, kollajen ve glikozaminoglikan duzeyini arttirir; sonugta

epitelizasyon hizlanir ve yara gerilim kuvveti artar [14, 84].

EGF

e

SOOULE

Recaptor
ERK pathway f/__ i _\\JAK!STAT pathway

e _
R

Call Cell
synthasis surwival survival

— PI3 kinase/AKT
synthesis pathway

Sekil 2.2. EGF sinyalizasyon yolu [81]

EGF endojen olarak submandibular tikartk bezinden sentezlenerek tibuler
kanal hucrelerinde depo edilir. Bu bezin cikariimasi ile plazma EGF
dizeylerinde herhangi bir degisiklik olmaz. Bu durum organizmada ikinci bir
sentez yerinin bulundugunu distndirmektedir [7, 85-88]. EGF trombositlerde
de bulunmaktadir [7, 89].

Trombositler tarafindan bu madde yara iyilesmesinin erken evrelerinde
yiksek miktarlarda salinmaktadir [7]. insanda EGF’nin asil kaynagi

submandibular bez olmayip parotis bezdir [90].
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EGF benzeri bir faktér insandan da izole edilerek “urogastron” denmistir [15].

EGF pek ¢ok dokuda varligi gosterilmistir. Bobrek, tukrik bezleri ve lakrimal
bez tarafindan da uretildiginden idrar, tukirik ve gdzyasinda bol miktarda
bulunur [7]. Doedonum brunner bezleri, troid, pankreas, adrenal bez,
ovaryum, protis bezi, karaciger, 6zefagus, mide, ince bagirsak, kolon, kalp,
bdbrek, prostat, iskelet kasi, duz kas, akcigerler, timus bezi bunlar arasinda
sayllabilir. EGF birgok ektodermal ve mezodermal kdkenli hlicre i¢in mitojenik
Ozelliktedir [7, 14, 16, 17]. Korneal endotelial hicreler, fibroblastlar ve sinir
sistemi destek dokusu hucreleri Uzerinde mitojenik aktiviteye sahip olan EGF

en fazla mezodermal hucreler tarafindan salgilanir [7, 33].

Etkili oldugu hucrelerde iyon alinimi, glikolizisi, DNA ve RNA ile protein
yapimini arttirici 6zellik gosterir [16, 17]. Mide asit sekresyonunu da
azaltmaktadir [18- 20]. Yara iyilesmesini hizlandirdigi da bildirilmigstir [23].

EGF hicre kultarlerinde normal ve transforme hucrelerde hiicre ¢ogalmasini
arttirici etki gostermektedir [91]. EGF farklilagsma ve buyumeyi etkileyerek
organizmanin gelisiminde rol oynar [80]. Cesitli epitel hucre kulturlerinde EGF
bayumeyi, ¢ogalmay! ve farklilasmay arttirmaktadir [87]. EGF gibi peptit
bdylime  faktorleri  keratinositlerin  ve  fibroblastlarin  mitogenezini,

keratinositlerin gogunu ve doku ve granulasyon gelisimini uyarirlar [92].

2.4.2. EGF ve yara iyilesmesi

EGF, normal buylime etkisi, neoplastik bliyimedeki roli ve yara iyilesme
sindeki etkisi olmak Uzere U¢ baslkta degerlendirilebilir [37]. EGF'nin yara
iyilesmesindeki etkisi, inflamatuar safha (0- 3 gun), fibroblastik safha (3- 12
gun) ve remodelling safhasi olmak Uzere birinin icinde dburinin gelistigi G¢

surecgten gegmektedir [93, 94].
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Mitojenik bir polipeptid olan EGF, yara iyilesmesine inflamasyon fazinin
bitiminde etki etmeye baglamakta ve fibroblastik olusumunu indukledigi ve
bunun yani sira granilasyon dokusunun olugsumu ve epitelizasyonu uyardigi
bilinmektedir [95- 97].

Son zamanlarda gerek genel tip alaninda gerekse agiz cerrahisinde yapilan
calismalarda EGF'nin yara iyilesmesi Uzerinde olumlu etkilerinin oldugu
gOsterilmistir [93, 98-100].

EGF’nin korneal endotelial hucreler, fibroblastlar, sinir sistemi destek dokusu
hicreleri Uzerinde mitojenik aktiviteye sahip olmasi [7, 21], gastrik asit
sekresyonunu inhibe etmesi [7, 22] yaninda embriyonun gelismesi ve yeni
kan damarlarinin olusmasi Uzerinde etkili bulunmasi sonucu yara iyilesmesi
uzerinde yogun calismalar yapilmistir. Hayvan modellerinde yara gerilim
kuvvetini de arttirdidi bildirilmistir [3].

Erbas ve arkadaslari EGF' nin yara iyilesmesindeki hizlandirici etkilerini
gosterdikleri calismalarinda EGF'nin serum ¢inko duzeyini artirdigini
bildirmiglerdir [101].

Sistemik ya da topikal olarak EGF uygulanmasinin yara iyilesmesine olumlu

katkilarinin bulundugunu godsteren pek ¢cok galisma mevcuttur [13, 64].

Topik olarak EGF uygulamasinin yara iyilesmesi Uzerine etkilerinin
incelendigi  arastirmalarda EGF’nin  epitelizasyonu  uyardidi, yara
iyilesmesinin erken safhalarinda dermis olusumunun Uzerine kesin etkisinin

oldugu ve kronik yaralarin iyilesmesini uyardigi bildirilmistir [7, 24].

EGF'nin sistemik yoldan uygulanmasi ile ilgili yapilan ¢alismalarda EGF' nin
epitelizasyonu, granulasyon dokusu olugsumunu ve yeni damar olugsumunu

uyarak yara iyilesmisini hizlandirdigini bildirmistir [102, 103, 99].
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Celebi ve arkadaslarinin fareler Uzerinde yara gerilimi Uzerine yaptiklari
caligsmalarinda EGF'nin yara gerilimi Uzerine olumlu etkisinin oldugunu
belirtmislerdir [104].

Tuarkyilmaz ve arkadaslari [105] ve Memisoglu ve arkadaglari [106] yapmis
olduklari ¢aligmalarda EGF'nin topik uygulamasinin yara iyilesmesini

hizlandirdigi sonucuna varmiglardir.

Babul ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢galismalar sonucunda EGF'nin yara

iyilesmesini hizlandirdigini bildirmiglerdir [107].

Cellini ve arkadaslari EGF iceren ticari bir preparati herpetik korneal Ulseri
olan hastalara uygulamiglardir ve EGF’nin bu hastaligin iyilesme suresini

azalttigr gézlenmigtir [108].

Yuz gelisimine iligskin ¢calismalarin ¢odu siganlar ve fareler Gzerine yapilmistir.
Bu calismalardan saglanan sonuglar EGF’nin mide organ epitelinde yer alan
fenotiplere sahip hucrelerin sayisini arttiran DNA sentezini uyardigini [109,
110, 87] ve bu yolla molar dis gelisimini duzenledigini goéstermigstir [8,108].
Yapilan c¢alismalar sonucu EGF’nin dermal okller ve gastrointestinal
bolgedeki yaralarin iyilesmesinde etkili oldugu ve yara iyilesme zamanini

azalttigr gézlemlenmistir [7].

Amberger EGF’nin anjiogenesiste etkili oldugunu bildirmigstir [111].

GAG yara iyilesmesi modulatora oldugu gibi, buyume faktorleri tarafindan
kollajen olusumuna ve dermal fibroblast olusumuna aracilik edebilir. Yara ve

normal derideki fibroblastlar tarafindan biytme faktorini uyarabilir [30].

GAG’ In ECM’ in organizasyonu ve metabolizmasinin dizenlenmesinin
yanisira hicre gocu uyaricisi, farklilasmasi ve proliferasyonu ile yara

iyilesmesinin her asamasinda anahtar bir rol oynadigi gézlemlenmistir [29].
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2.5. Glikozaminoglikanlar

2.5.1. Genel ozellikleri

GAG'’ lar genellikle kuiguk miktarda protein ve negatif yuklu heteropolisakkarit
zincirlerinden olusan buyluk komplekslerdir [31]. Bu kompleksler buyuk
miktarda su baglama 6zelligine sahip “ground substance” denilen [31- 33] jel
gibi bir matrix olustururlar [31]. Ayni zamanda hucrelere virls girigi ve
anjiogenez gibi faktorlerin olusumunu engelleyen biyomedikal 6neme sahip
kuvvetli asidik 6zellikte biyopolimerlerdir [34]. Mukus sekresyonlarinin viskoz,
kaygan o6zelligi [31- 33, 35] glikozaminoglikanlarin varligina baghdir. Bunlara
mukopolisakkaritler de denir [31- 33, 35, 36].

GAG’lar polianyonlardir ve bundan dolayr Na+ ve K+ gibi katyon ve
polikatyonlari baglarlar. Bu 6zellik ozmatik basing araciligi ile ekstrasellller
matrikse suyun c¢ekilmesine neden olur ve ortam turgoruna katkida bulunur
[37].

GAG’ lar bir yandan doku hlcre ve fibroz kompenentlerinin kararliligini
saglarken bir yandan da vucudun su ve tuz dengesini saglar [31, 32, 34, 36].
Ornegin deri, tendon, kikirdak, baglar, kemik matriksinin bag dokusu ground
substansta dagilmig, ¢ozinmez proteinlerden olusmustur [31]. Bag
dokusunun karakterleri buyuk 6l¢gide ground substansla fibréz proteinlerin
gérece oranina baglidir [31, 32, 36]. Ornegin kikirdak ground substanstan
zenginken, tendonlar hemen timiyle liflerden olusur. Ozellesmis ground
substanstan biri eklemlerde tendon kiliflarinda kayganhgi saglayan sinovial

sividir.

GAG’larin dermisde polimerizasyonu degistirerek kollajen yapimini
arttirdiklari, dermal hiyaluronik asid sentezini hizlandirarak dermisin

hidroskobik 6zelligini arttirdiklar dugtunulmektedir [112].
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2.5.2. GAG yapisi

Glikozaminoglikanlar ortak bir yapi prensibine dayanmakta olup bir uronik
asidin asetillenmig bir amino aside 3-pozisyonundan baglandigi disakkarid
birimlerinden olugurlar [35]. Bunun bir kompenenti daima ya D-galaktozamin
veya D-glukozamin aminogekeridir [bundan dolayr da GAG denir].
Tekrarlayan disakkaritin komponenti [keratan sulfatin durumu haricinde) ya
L glukoronik asid veya onun 5-epimeri olan L iduronik asid tarzinda bir uronik
asidtir [37]. GAG yapisinda bulunan ylksek sulfat ve karboksil gruplari iceren
seker [113] fizyolojik pH da GAG’a kuvvetli negatif [-] 6zellik kazandirir
[31,34] Bu negatif 6zellik onlara buyume faktorleri, enzimler, sitokinler,
kemokinler, lipoprotein ve adezyon molekulleri dahil proteinin genis

alanlariyla etkilesim i¢cinde olmalarina izin verir [105].

2.5.3. GAG sentezi

Batin GAG’lar Hiyaluronik asid hari¢ kovalan olarak bir proteine baglanir,
proteoglikan birimlerini olustururlar [31]. GAG’lara kovalan baglh proteinlere
cekirdek proteinleri denir [31, 32] (Sekil 3.1). Cekirdek proteinlerin sentezi
endoplazmik retikulumda olur. GAG’larin sentezi glikojen sentezinin
benzeridir, farkh tarafi ise GAG’lar hicreden disariya verilmek Uzere
sentezlenirler. GAG zincirlerinin biyosentezide son basamaklarin ¢ogu ve

ardindan zincirlerin modifikasyonlari Golgi’ de meydana gelmektedir [37,31].
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Sekil 3.1 GAG ve ¢ekirdek proteinleri [114].

Aminosekerlerin Sentezi

Aminosekerler, GAG, glikoprotein, glikolipit, bazi oligosakkarit ve bazi
antibiyotiklerin édnemli bir igerigidir. Bag dokusunda aminoseker sentez yolu
ile cok aktiftir. Fruktoz 6 fosfat monosakkariti N-asetil glukozamin ve N-
asetilndraminik asit [NANA] deki sialik asidin 6n maddesidir. Bu sekerlerin

her birinde 6n maddenin bir hidroksil grubu bir amino grubuyla yer
degistirmigtir.
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N-asetil glukozamin ve N-asetil galaktozamin

Bu sekerlerde amino gruplari igin nitrojen glutamin aminoasidinden saglanir.
Glutaminin amid nitrojeni fruktoz 6-fosfata gecirilerek glukozamin 6-fosfat ve
glutamat olusumu saglanir. Bu reaksiyon geri donugumsuzdur ve aminogeker
sentezinde etkin basamaktir. Glukozamin asetillenerek N-asetilglukozamin 6-
fosfati olusturur o da N-asetil glukozamin 1 fosfata izomerize olur,bundan da
UDP-N asetil glukozamin sentezlenir. UDP-N asetil glukozamin UDP-N asetil
galaktozamine epimerize edilebilir (bu aminohekzoslarin UDP turevleri aktif
formlari olup sakkarit zincirlerine N-asetil glukozamin ve N-asetil

galaktozamin verebilme yetenegindedirler) [4].

N-asetil néronimik asit [NANA]

NANA her biri degisik bolgelerden asetillenmis sialik asit ailesinin bir Gyesidir.
Bu bilesikler genelikle glikolipit, glikoprotein veya daha nadiren GAG’ larin
oligosakkarid yan zincirlerinin terminal karbonhidrat kalintilari olarak
bulunurlar.  NANA'nin karbon ve nitrojenleri N-asetii mannozamin ve

fosfoenol pirtvattan gelir [31].

Asidik Sekerlerin Sentezi

Glukozun 6. karbonundan oksitlenmis hali D-glukronik asit [31,35] ve C-5
epimeri L-iduronik asit GAG’ larin énemli 6geleridir [31,35,37]. Glukronik asit
ayni zamanda bilirubin, bazi steroidler ve ilaglar gibi ¢uzunurligu olmayan
bilesiklerin detoksifikasyonu i¢in de gereklidir. Bitki ve memelilerde glukronik

asit C vitamininin dncusudur (kobaylar ve primatlar harig).
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Glukronik _asit: Besinlerden az miktarda elde edilebilir. GAG’In hicre igi

lizozomal yikilmasi veya (ronik asit yoluyla da elde edilebilir. insanlarda
glukronik asit metabolizmasinin son Urund hekzos monofosfat yoluna
girebilen ve gliseraldahit 3-fosfat ve fruktoz 6 fosfat gibi glikolitik ara trlnleri

olusturabilen D ksil6z 5 fosfattir.
UDP-glukronik asit olusumu: Glukronik asitin aktif sekli yani GAG sentezi igin
ve diger glukronatlagtirma reaksiyonlari igin gerekli olan sekli UDP-glukozun

oksidasyonuyla elde edilen UDP-glukronik asittir.

L-iduronik asit sentezi: L-iduronik asit kalintilarinin sentezi D-glukoronik

asidin karbonhidrat zincirine ilave olmasiyla gergeklesir [34].

Cekirdek Proteinlerin Sentezi

Cekirdek proteini sentezlenir ve endoplazmik retikuluma girer [31, 37].
Endoplazmik retikuluma girerken zara bagimh transferazlar tarafindan

glikozillenir [34].

Karbonhidrat Zincirlerinin Sentezi

Kabonhidrat zincirinin olusumu, ksilozun UDP ksilozdan serin’in hidroksil
grubuna aktariimasiyla baslar, bu reaksiyon ksilotransferaz tarafindan
katalizlenir. Sonra iki galaktoz molekull eklenir, sonra triheksozid baglanma
bolgesini tamamlarlar, bunu da sirasiyla asidik ve aminogekerlerin ardigik

eklenmesi ve baz D-glukronil kalintilarinin L-glukronile donusumu izler [31].

Sulfat Gruplarinin Eklenmesi

Karbonhidrat zincirinin sulfatlanmasi, sulfatlanacak monosakkaritin uzayan

karbonhidrat zincirine eklenmesiyle gergeklesir. Sdilfatin  kaynagr 3'-
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fosfoadenozil 5’-fosfosulfattir (PAPS). Sulfotransferazlar karbonhidrat zincirini
Ozel bolgelerden sdulfatlarlar (sulfatanmig GAG’a 6rnek kondroitin sulfat
verilebilir) [31, 33].

2.5.4. GAG yikimi

GAG’larin polisakkarit zincirlerinin yikimi endoglikozidazlar, ekzoglikozidazlar

ve sulfatazlarla saglanir.

Diger biyomolekullerin ¢ogu gibi GAG’larda hem sentez hem yikilima
ugradiklarindan donusum gegirirler. Erigskin dokularda genellikle GAG’lar
nisbeten yavas bir dontusum gdsterirler, yari émurleri gunlerden haftalara
kadar bir dizen igerisindedir [37]. Yari dmru 120 gln olan keratan silfat hari¢

GAG'larin yari dmurleri oldukga kisadir [31].

Biri disinda tumua ortak bir mekanizmayi paylasir [37], parcalayici enzimin
(genellikle lizozomda lokalize) aktivitesindeki yetersizlik muhtelif dokulara
belirgin bir substrat birikimi ile neticelenir [31, 37] . Substratin doku dagilimi
ve yetersizligin ciddiyetine bagh olarak bu durum organ buyumesi, kemik ve
cilt yapilarinin bozukluklari, mental gerileme ve diger belirtilerle sonuglanir.
Tek istisna lizozamal enzimlerin ‘mislokasyonu’ ile sonuglanan tip | hucre

hastaligidir.

Hiyaluronidaz bir endoglikozidazdir, Hiyaluronik asit ve Kondraitin sulfatin her

ikisi Uzerinde de etkilidir.

Beta-glukoronidaz bir ekzoglikozidazdir. Substratlari Dermatan sulfat,

Kondroidin sulfat ve Hiyaluronik asidi kapsar.

Beta-D Asetilhekzosaminidaz pek ¢ok memeli dokusunda mevcut bir

ekzoglikozidazdir. Bu enzimin substratlari gangliozitler, Kondraitin sulfatlari,
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Hiyaluronik asit ve Dermatan sulfati, Keratan sulfat | ve Keratan sulfat II'yi
kapsar [37].

2.5.5. GAG cesitleri

Hiyaluronik asid, Heparin, Heparan Sulfat, Keratan Sulfat, Kondraitin Sulfat,
Dermatan silfat'dir [31- 37]. Ozelliklerinin bazilar acisindan birbirlerinden
farkhdir.

Bu oOzellikler:

Sulfat gruplarinin varhgi veya yoklugu ile yapidaki sekerler ile olan baglanti
konumlari [34, 37], aminosekerlerin kompozisyonu, uronik asidin
kompozisyonu, bu bilesikler arasindaki badglantilar, disakkaritlerin zincir
uzunlugu, baglandiklari ¢ekirdek proteinlerin dogasi, ¢ekirdek proteinleriyle
olan baglantinin dogasi, dokusal ve subselliler dagilimlari ve biyolojik

islevleridir [37].

Hiyaluronik asit:

B[1—4] D-glukronik asit birimleri ile B[1—3] D-N-asetilglukozamin birimlerinin
olusturdugu disakkarit yapilarinin tekrarlanarak birbirine baglanmasi sonucu

Hiyaluronik asit [115] meydana gelir.

Sulfatlanmamis olan tek GAG'dir, proteine kovalent olarak baglh dedgildir
[34,38].

Bakterilerde bulunmasinin yani sira hayvan dokularinda ekstraselluler
matriks ve eklem sivilarinda bulunan Hiyaluronik asit [34], kikirdagin ve
tendonlarin elastikiyetini saglamasi bakimindan énemlidir [31, 34]. Cogu kez
proteinlerle bir arada bulunur [35]. Genellikle gdébek bagindan elde edilir [31,
33, 35, 36]. Bununla birlikte sinovial sivida, gozun vitrusunda [31, 35- 37],
hicre adezyonunda, hlcre hareket yeteneginde, embriyo gelisiminde ve
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buyume hormonu destekleyicisi olarak canli organizmada olduk¢a 6nemli rol
ustlenmistir. Ayrica vyaralarin iyilesmesi, kanser metastazlarinda, sinir
bozukluklari ve artrit gibi hastaliklarin tedavisinde siklikla kullaniimaktadir.
Hiyaluronik asit polimerleri suda ¢ok fazla ¢ézunme yetenedi olan organik
madde olduklari i¢cin bulunduklari sivilarda vizkoziteyi arttirici bir ajan gorev
almalarindan oOtura ayrica onemlidirler [34, 116- 118]. Deride bulunan
Hiyaluronik asit c¢esitli maddelerin deriden gecis hizini etkilemektedir.
Hiyaluronik asidi pargalayan hiyalUronidaz c¢esitli maddelerin dokuya
girmesini  kolaylastirmaktadir. Patojen hastaliklara yol agan bazi
mikroorganizmalarda bulunan bu enzim bazi patojenlerin organizmada
yayllmasina yol a¢cmaktadir. Enzimin ddllenme esnasinda da etkili oldugu
bilinmektedir [117].

2) Heparin:

idotironik asit ve N-asetil / N-siilfo glukozamin birimlerinin o[1—4] O-
glikozidik bag ile baglanmig bigimidir [34, 35]. Akciger, karaciger, deri [34,
37], dalak ve kas da bulunur. Arterlerin hucre ici bilesi olmasi [31, 38] ve
mast hucrelerinin yapisinda [34, 37] bulunmasi nedeniyle diger GAG’lardan
faklidir [34,38].

Ayrica antikoagllan oOzellik tasiyan tek GAG’dir [33- 36, 38, 119]. Yani
protrombin-trombin donusimu ve protrombinin fibrinojene etkisini inhibe

ederek kanin pihtilagsmasini engeller [34- 36].

Alerjik rinit, astim, kanser gibi birgok hastaligin tedavisinde kullanildigi
bilinmektedir [34, 116, 120]. Tromboz, flebit ve emboli tedavisi i¢in parenteral

olarak uygulanmaktadir [119].
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3) Heparan sulfat:

Tekrarlanan disakkarit yapilari glukronik asit ile a[1—>4] O-glikozidik bag
yapmis olan ve N-asetil /N-silfo glukozamin birimlerinden olusmaktadir [34,
120, 121].

Onceleri ekstraselliiler matrikste sadece yapi iskeleti olarak bilinmesine
ragmen, simdilerde hucre duzeninde kritik rolleriyle ¢ok fonksiyonlu bir
oyuncu olarak gorulmektedir. Zincirindeki ylUksek suilfat ve polimorfik

dizlerinden dolayi fazlaca degisken yapisiyla GAG ailesinin bir Gyesidir [122].

Batin hayvan dokularinda bulunan bir polisakkarit tirevi olup [34], butlin
hicre yuzeylerinde [31, 38], hucre membraninda [31, 33, 34, 38], kan
damarlarinda ve beyinde bulunur [33, 34]. HS oligosakkarit Uretimi beyinde
GM2 ve GM3 ganglionlarinin sekonder birikimi, ¢esitli beyin hicre tiplerinde
bayuk stoplazmik igeriginin formasyonu, mitokondrial ATP sentezinin C alt
biriminin birikiminde, beyin dokularinda GAP43 mRNA ekspresyonunun
dizensizligi ile iligkilendirilir. Cocuklarda norolojik hastaliklarin erken
baglangicinda ¢ok ciddi ilerlemis mental gerilige ve premature olumlere
onculuk eder [39]. Tip IV kollajen ve lamininle beraber glomerul bazal

membranin bilesigidir [t].

Heparinden farkl olarak antikoagulan 6zellik géstermemekle birlikte Heparan
sulfat iskelet formunda daha az sulfatlanmis grup ve daha fazla asetillenmis

glukozamin tasimaktadir [31,33].

HS yan zincirleri HS proteoglikanlarin igindeki ¢ekirdek proteinlerine su g

siniflandirmadan biri ile baglanir:

1. hticre membraniyla iligkili ve GPI ¢engeli olabilen
2. transmembran bigimleri

3. hicreler boyunca gizlenmis ve ECM igine yerlesmigtir [123].
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Symbolic Representations of Common Monosaccharides and Linkages

(O Galactose (Gal) * Xylose (Xyl)
] N-Acetylgalactosamine (GalNAc) ’ N-Acetylneuraminic acid (NeuSAc)
[N Galactosamine (GalN) <> N-Glycolylneuraminic acid (NeubGe)
@ Glucose (Gic) @ 2-Keto-3-deoxynononic acid (Kdn)
W N-Acetylglucosamine (GlcNAE) A Fucose (Fue)
M Glucosamine (GlcN) & Glucuronic acid (GIcA)
@ Mannose (Man) & Iduronic acid (IdoA)
B N-Acetylmannosamine (ManNAG) <I} Galacturonic acid (GalA)
M Mannosamine (Manh) {} Mannurenic acid (Mana)

Other Monosaccharides

Use letter designation inside symbol to specify if needed () @)

Sekil.3.2 HS Zincirleri sulfasyon ve epimerizasyon modifikasyonlarinin
gelismesinde farkli etki alanlari igerir. NS (N-sulfatlanmis etki
alani); NA/NS (degisebilir sulfasyon etki alani), NA (N-
asetilenmis etki alani).Modifiye olmus etki alanlari FGFs ve

antitrombin gibi degigken ligandlarin konumlarini baglanmasini
saglarlar [124].



40

4) Keratan sulfat:

Molekul agirhgr 4-19 kDa arasinda degisen ve glukozamin ile galaktozdan
meydana gelir [121]. KeratosuUlfat olarak da bilinir [125]. En heterojen
glikozaminoglikandir [31,38]. Keratan sulfat |, Keratan sulfat I, Keratan sulfat
Il formunda proteoglikan zincirleri seklindedir [34]. Ozellikle keratan siilfat |
kornea [31,34] ve kemikde, keratan sulfat |l kikirdak dokunun yapisinda,

keratan stlfat Ill ise beyinde bulunur.

Hucre yuzeyi ve ekstraselliler matriks proteinlerine baglanabilme o6zelligi
vardir [34].

5) Konroitin sulfat:

Organizmada A, B, C olmak Uzere ug tlrt bulunmaktadir [119]. Glukronik asit
ve N-asetil-D-galaktozaminden olugsan disakkarit birimlerinin tekrarlarindan
olusmaktadir [38]. Temel disakkarit birimleri ayni olan kondraitin stlfat A ve C
yapisinda glukronik asit ve N-asetilgalaktozamin ile zaman zaman
tekrarlanan sudlfat gruplari yer almaktadir. Kondraitin sulfat B yapisinda
glukronik asit yerine iduronik asit yer almaktadir [119]. En kisa polisakkarit

zincirine sahiptir [38].

Yetigkinlerde, 6grenmenin ve hafizanin bir béliuminde ve hipothalamusdaki
norohipofiz sistemde rol oynar. Ayni zamanda MSS’'deki zarar ve

hastaliklarda énemli bir role sahiptir.

MSS'’deki zararlardan sonra kondraitin sulfat glial yaralarin bileseninde ana
durdurucudur. Ameliyatla alinan kondraitin sulfat, axonal rejenerasyonu ve
fonksiyonel kazanimlari duzenler. Ayni zamanda epilepsi, Alzheimers gibi
hastaliklardaki patolojik agamalara etki edebilir [113].

Kondroitin sulfat kornea, kikirdak ve tendon yapisinda bulunan ve alternatif

seker zinciri iceren sulfatlanmis GAG birimidir.
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Kondroitin 4 silfat [126] ve kondroitin 6 sulfat [127] olmak Uzere iki farkl
turde bulunur [34]. Genellikle kollajen ile bir arada ve mumkun oldugu kadar

diger proteinlerle baglanmis olarak bulunur [35].

5) Dermatan sulfat:

Hayvanlarda yaygin olarak bulunur [37]. Cogunlukla deride bulundugu bilinen
ve kondroitin B sulfat olarak da bilinir [34, 120]. Yapisal olarak kondroitin
sulfat ve keratan sulfati andirir [37]. Arter diz kas hucrelerinin sentezledigi
ana GAG'dir. Plazmada LDL’ye baglanir ve aterosklerozda 6nemli olabilir
[38]. Deri, kan damarlari, kalp kapakgiklari [31, 34], tendonlar ve akcigerlerde
de bulunur [34]. Heparin benzeri antitrombik etkisi vardir. Fakat minimal tam
kan antikoagulan ve kan lipit temizleyici aktiviteleri bulunur [38]. Dermatan
sulfatin koagulasyon, kardiovaskuler hastaliklar enfeksiyon, tekrarlayan

yaralarda ve fibrozda tedavi edici 6zellik gosterdigi kanitlanmistir [34].
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2.5.6.Temel hastaliklar ve yaglanma ile iligkisi

Mukopolisakkaridozlar (MPS) klinik olarak progresif ilerleme gosteren degisik
dokularda GAG birikimiyle karekterize olan, iskelet ve hicre digi matriks
deformiteleriyle sonuglanan kalitimsal bir bozukluktur [31].
Mukopolisakkaridozis tip Ill bir hlcre patolojisidir ve beyin inflamasyon

aranadur. GAG'in spesifik bir tipi olan Heparan sulfatin anormal bir sekilde

Sulfatlanmis veya asetillenmis oligosakkarit fragmentleridir [39]. Heparan
sulfat ve Dermatan suilfat yikiminda gerekli enzimlerin eksikliginde gorulen

Hunter ve Hurler Sendromlari mukopolisakkoridozlara érnektir [31].

Hiyaluronik asid tUmor hucrelerinin  ekstraselliler matriksten gocglerine
musaade etmede Onemli olabilir. Tumor hucreleri GAG'nin buyuk Olgude
artmig miktarlarini sentez etmek igin fibroblastlari uyarabilmektedirler;
bundan dolayi belki de kendi yayilimlarini kolaylastirmaktadir. Bazi tumor
hicreleri yluzeylerinde daha az heparan sulfat icerirler; bu durum belki de bu

hicrelerin sergiledigi adezyon (yapigma) noksanliginda bir rol oynamaktadir.

Arterial duvarin intimasi Hiyaluronik Asid, Kondroidin Sulfat, Dermatan Ve
Heparan silfat proteoglikanlari igerir. Bu proteoglikanlardan Dermatan sulfat
plazmanin dusuk dansiteli lipoproteinlerini baglar. Ayrica Dermatan stilfat
arterial duz kas hucreleri tarafindan sentezlenen temel GAG’dir. Arterlerdeki
aterosklerotik lezyonlarda ¢ogalan bu tip hdcreler oldugundan, Dermatan

sulfat aterosklerotik plagin olusumunda da énemli bir rol oynayabilir.

Kikirdakdaki Kondroitin sulfat miktari yas ile azalir halbuki Keratan sulfat ve
hiyaluronik asit miktarlari artis gésterirler. ilerleyen yas ile ciltte baz

GAG’larin miktarlarinin degistigi goézlenir ve bu durum yaslilarda bu organda

gelisen karakteristik degisikliklerin agiklanmasina yardimci olur [37].
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Cizelge 2.1 Mukopolisakkoridozis hastaliklari [129]

Tari:Sendromu Enzim Eksikligi Etkilenen GAG Belirtileri
kornea Clouding, dystosis
Hurler MPSIH ) ) dermatan stulfat,| Multiplex, = organomegaly, kalp
a-L-iduronidase .
(MPS1H) heparan siilfat hastaligi, boylu, zeka geriligi, erken
6lim
) . kornea Clouding; aort kapak
Scheie MPSIS . ) dermatan siilfat,
a-L-iduronidase . hastaligi; sertlesme ortak, normal
(MPS1S) heparan sulfat

zeka ve yasam suresi

Hurler-Scheie

dermatan siilfat,

MPSIHS a-L-iduronidase . I H ve | S arasinda orta seviyede
heparan sulfat
(MPS1HS)
. hafif ve agir formlari,
Hunter MPSII ) dermatan sulfat, )
L-iduronate-2-sulfatase . organomegaly, kornea Clouding,
(MPS2) heparan silfat o
zeka geriligi
- derin ruhsal bozulma, hiperaktivite,
Sanfilippo A

MPSIIIA (MPS3A)

heparan N-sulfatase

heparan stilfat

deri, beyin, akcigerler, kalp ve kas
MPS her 4 tip etkilenir-llI

Sanfilippo_B
MPSIIIB (MPS3B)

-aN-acetyl-D-

glucosaminidase

heparan siilfat

fenotip Il A benzer

Sanfilippo_C
MPSIIIC (MPS3C)

acetylCoA: a-
glucosaminide-

asetiltransferaz

heparan siilfat

fenotip Il A benzer

Sanfilippo D
MPSIIID (MPS3D)

N-acetylglucosamine-6-

sulfatase

heparan sulfat

fenotip Il A benzer

) keratan sdlfat, | kornea Clouding, dis hipoplazisi,
Morquio A » 5 o
galaktoz-6-sulfatase kondroitin 6- | aort kapak hastalig, belirgin iskelet
MPSIVA (MPS4A) . o
sulfat anomalileri
Morquio B

MPSIVB (MPS4B)

B-galaktozidaz

keratan stlfat

hastalik IV benzer siddeti

MPS V, atama artik

kullanilabilir

Maroteaux-Lamy
MPSVI (MPS6)

arylsulfatase B
de N-
acetylgalactosamine-4-

denir

sulfatase

dermatan silfat

Normal zeka, kornea Clouding,
kaba yiiz hatlari hafif siddetli, aort
kapak hastalgi, dystosis multiplex

kadar 3 farkli formlari

Sly
MPSVII (MPS7)

B-glucuronidase

heparan siilfat,
dermatan suilfat,
kondroitin 4 -,
6-sllfat

hepatosplenomegali, dystosis
Multiplex, siddeti genis spektrumu,

fetalis hidrops
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3. MATERYAL METOT

Calismalar Gazi Universitesi Fen-Edebiyat Fakdltesi Fizyoloji-Biyokimya

Arastirma Laboratuvarinda yapilmistir.

3.1. Deney Hayvanlari

Deneylerde 200-250 g agirlikta 48 adet Wistar-Albino tipi erkek rat kullanildi.
Ratlar Gazi Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Merkezi (GUDAM) 'nde
bakildi. Deney Oncesi ve deney suresince serbest yem ve su ile beslenen
hayvanlar, deney suresince tek tek kafeslerde, gun 1s1g1 dongUsu paralelinde
aydinlanan ortamda bakildilar.

3.2. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Her grupta 6 adet olmak Uzere 4 ayri rat grubu olusturuldu ve gruplara

asagidaki islemler uygulandi;

Kontrol Gruplari

—

Dorsolateral eksizyonel yara yapilan grup (deneyin 1. gunu feda

edildi)(n=6)

2. Dorsolateral eksizyonel yara yapilan grup (deneyin 5. gunu feda
edildi)(n=6

3. Dorsolateral eksizyonel yara yapilan grup (deneyin 7. gunu feda
edildi)(n=6)

4. Dorsolateral eksizyonel yara yapilan grup (deneyin 14. gunu feda
edildi)(n=6)
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Deney Gruplari

5. Dorsolateral eksizyonel yara yapilip ip EGF uygulanan grup (deneyin 1.
gunu feda edildi)(n=6)

6. Dorsolateral eksizyonel yara yapilip ip EGF uygulanan grup (deneyin 5.
gunu feda edildi)(n=6)

7. Dorsolateral eksizyonel yara yapilip ip EGF uygulanan grup (deneyin 7.
gunu feda edildi)(n=6)

8. Dorsolateral eksizyonel yara yapilip ip EGF uygulanan grup (deneyin 14.
gunu feda edildi)(n=6)

Operasyon sonras! analjezinin saglanmasi i¢in rodentlerde en ¢ok tercih
edilen farmakolojik ajan olan paracetamol igme suyuna 2 mg/ml olacak
sekilde kullanildi. Ratlar deney sulresince serbest yem ve su ile beslendi.
Operasyonun 1, 5, 7 ve 14. gununde hayvanlara ip olarak tez doz 10 ng EGF
verilerek sabah saat 10.00 da agirliklari tartilarak kalplerinden kan ¢ekilmek
suretiyle feda edildiler. Ardindan beyinleri hemen c¢ikartilarak bulasmayi

onleyecek sekilde —20 °C de saklandi.
3.3. Yara Modelinin Olusturulmasi

Sabah saat 10:00 da hayvanlarin énce standart terazide agirliklari saptandi.
Daha sonra ketamin ve ksilazin intraperitonal olarak enjekte edilerek genel
anestezi saglandi. Hayvanin dorsalinde, medulla spinalisin her iki yaninda 2
cm uzunlugunda olacak sekilde, dorsolateral eksizyonel yaralar yapildi.
Eksizyonel yaradan sonra yara dudaklari 2 siturla adapte edildi. EGF
uygulanan grupta da yaralanmayi takiben uygulanacak olan EGF (Sigma, E-
4127 0.1 mg) serum fizyolojik icerisinde hazirlanarak gunde 1 doz olacak

sekilde intraperitoneal olarak uygulandi (10 ng EGF 1x1) .
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3.4. YOontemler

3.4.1. Dokuda GAG Tayini

Dokulardaki GAG duzeyi modifye Whiteman Metodu ile ¢alisildi [130].

Doku hazirlanmasi:

Her bir numune igin 200 mg total beyin dokusu 1800 pl sodyum asetat
tamponu ile homojenize edili. Supernatantlar kullanildi. 4000 rpm’ de 20 dk

santrifujlendi.

Deney yaplilist:

Kimyasallar:
%0.005’lik Alcian Blue 86x

50 mM MgClI2

50 mM Sodyum Asetat tamponu (pH=5.8)
% 0.071’lik Heparan sulfat

% 0.005’lik SDS

Etanol

GAG solusyonu hazirlanmasi: (100 ml)
50 mM MgCI2’ nin pH=5.8" e ayarlanir.99 ml olarak birakilir.5 mg Alcian Blue
1 ml dH20 ile ¢dzulur. Cozulen boya solusyona eklenir (hacim 100 ml olacak

sekilde hazirlanir).

Sodyum Asetat Tamponunun Hazirlanmasi:
A: 0.2 M Asetik Asit—11.5 ml dH20 ile 1000 mI’ye tamamlanir.
B: 0.2 M Sodyum Asetat — 16.4 g dH20 ile 1000 ml'ye tamamlanir.

A’dan 3 ml, B’ den 47 ml alinip Ustu dH20 ile tamamlanir.
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200 pl supernatanta 4 ml GAG solusyonu eklenir ve vortekslenir. Oda
sicakhginda 2 saat inkube edilir. 3500-5000 rpm’ de 20 dk santrifijlenir.
Numunelerin supernatanti dokulip pelletleri kullanilir. Her bir numunenin
pelletine 4 ml etanol ilave edilir. Vortekslendikten sonra 3500-5000 rpm’ de
20 da santrifijlenir. Bu sekilde 2 kere yikanir ve supernatantlari dokunur.
Sonra her bir numuneye 4 ml SDS eklenir ve tekrar vortekslenir 620 nm’'de
okunur (Kér= dH20 ).

3.4.2. Dokuda protein tayini

Dokulardaki protein konsantrasyonunun tesbiti Lowry metodu ile c¢alisildi

[131]. Calisma esnasinda hazirlanan sollsyonlar;

A solusyonu:
I.Basamak:0.4 gr NaOH’ i 100 ml distile suda ¢ozuldr.

[I.Basamak:2 gr Na2Co3 |.basamakta hazirlanan ¢dzeltide eritilir. Son hacim

yine bu ¢ozeltiyle 100 ml’ ye tamamlanir.

B solusyonu:
%1lik CuS04x5H20 ¢odzeltisi hazirlanir.

C Solusyonu:
%?2lik potasyum sodyum tartarat (x4H20) ¢ozeltisi hazirlanir.

ABC Solusyonu, Folin, BSA ¢ozeltileri gunlik hazirlanir. Bunlar;

ABC solusyonu: A solusyonu stogundan 1 ml. numune sayisi kadar alinir.

Sirasiyla B ve C solusyonlaridan da 160 ul. alinarak hazirlanir.

FOLIN: 1 ml folin: 1ml distile su olacak sekilde hazirlanir.

BSA: 0.001 gr BSA’ya 1ml distile su olacak sekilde hazirlanir.



Folin hazirlandiktan sonra karanlik ortammda saklanmalidir.

Numune igin:
10 pl supernatan

90 pl su

1000 pl ABC

10 dk karanlikta inklibasyon
100 pl folin

30 dk karanlikta inkibasyon

800 pl su ile hazirlanir

Standart icin :

10 ul BSA

90 pl su

1000 pl ABC

10 dk karanlikta inkibasyon
100 pl folin

30 dk karanlikta inkibasyon

800 pl su ile hazirlanir

Kor icin:

100 pl su

1000 ul ABC

10 dk karanlikta inklibasyon
100 pl folin

30 dk karanlikta inkibasyon
800 pl su ile hazirlanir

Numune ve standart 550 nm’ de okunuir.
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3.5. istatistiksel degerlendirme
Batun degerler aritmetik ortalama + standart hata olarak ifade edildi. Bulgular

Mann Whitney U test ile degerlendirildi. P<0,05 istatiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Beyin Dokusu GAG Duzeyleri

GAG seviyelerinin tayini icin kullanilan GAG spektrofotometrik dlgimune ait

standart grafik Sekil 4.1.de verilmigtir.
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Sekil 4.1. GAG o6lgimune ait standart grafik
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Eksizyonel sirt yarasini takiben i.p. olarak uygulanan EGF’li grubun 1.
gununde beyin dokularina ait GAG duzeyi 1 gunluk kesi yarasi grubunun
ayni degeriyle karsilastirildiginda 0,203+0,03, kendi kontrol gurubunun GAG
diizeyi 0,098+0,014’ dir.

EGF uygulanan grubun 1. gunune ait beyin dokusunda GAG salinim duzeyi
anlamli olarak artmisken, kendi kontrol grubunun GAG dizeyinde bir

degisiklik gdozlenmemisgtir.

Eksizyonel sirt yarasini takiben i.p. olarak uygulanan EGF’li grubun 1 gunlik
kesi yarasi + ip EGF grubunun ayni degeriyle karsilastirildiginda
0,086+0,015’ dir. Kendi kontrol gurubunun GAG dizeyi ise 0,086+0,015’ dir.

EGF uygulanan grubun 5. gunune ait beyin dokusunda GAG salinim duzeyi
anlamli olarak azalmigken, kendi kontrol grubunun GAG duzeyinde bir

degisiklik gdozlenmemisgtir.

Eksizyonel sirt yarasini takiben i.p. olarak uygulanan EGF’li grubun 7.
gununde beyin dokularina ait GAG duzeyi 1 gunluk kesi yarasi + ip EGF
grubunun ayni degeriyle karsilastirildiginda 0,100+0,220. Kendi kontrol
gurubunun GAG duzeyi 1 gunlik kesi yarasi grubunun ayni degeriyle
kargilastirildiginda 0,058+0,009’ dir.

EGF uygulanan grubun 7. ginune ait beyin dokusunda GAG salinim duzeyi

ve kendi kontrol grubunun GAG duzeyi anlamli olarak azalmistir.

Eksizyonel sirt yarasini takiben i.p. olarak uygulanan EGF’li grubun 14.
gununde beyin dokularina ait GAG duzeyi 5 gunluk kesi yarasi + ip EGF
grubunun ve 14 gunlik kesi vyarasi grubunun ayni degeriyle
karsilastinildiginda 0,120+0,09° dur. Kendi kontrol gurubunun GAG duzeyi
0,073+0,018 dir.
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EGF uygulanan grubun 14. ginlne ait beyin dokusunda GAG salinim dizeyi
anlamli olarak artmisken, kendi kontrol grubunun GAG dizeyinde degisiklik

goOzlenmigtir.

4.2. Beyin Dokusu Protein Duzeyi

Eksizyonel sirt yarasini takiben i.p. olarak uygulanan EGF’li grubun 1.
gununde beyin dokularina ait 1 gunlik kesi yarasi grubunun ayni degeriyle
kargilastirildiginda protein duzeyi 1,086+0,325 'dir. Kendi kontrol grubunun
protein duzeyi 0,510+0,160’ dir.

EGF uygulanan grubun 1. glnine ait beyin dokusunda protein dizeyi ve

kendi kontrol grubunun protein duzeyinde de bir degisiklik gozlenmemistir.

Eksizyonel sirt yarasini takiben i.p. olarak uygulanan EGF’li grubun protein
dizeyi 5 gunlik kesi yarasi grubunun ayni de@eriyle karsilastirildiginda
2,513+0,937 ’ dir. Kendi kontrol grubunun proteinin duzeyi ise 0,490+0,190’
dir.

EGF uygulanan grubun 5. ginune ait beyin dokusunda beyin protein duzeyi
artmigken, kendi kontrol grubunun protein dizeyinde de bir dedisiklik

gozlenmemigtir.

Eksizyonel sirt yarasini takiben i.p. olarak uygulanan EGF’li grubun 7.
glnunde beyin dokularina ait protein duzeyi 1,050+£0,449'dur. Kendi kontrol
gurubunun proteinin duzeyi 1 gunluk ve 5 gunluk kesi yarasi grubunun ayni
degeriyle karsilastirildiginda 1,050+0,449’ dur.

EGF uygulanan grubun 7. glinline ait beyin dokusunda beyin protein
duzeyinde degisiklik gobzlenmemigken, kendi kontrol grubunun protein

dizeyinde de artma gozlenmistir.
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Eksizyonel sirt yarasini takiben i.p. olarak uygulanan EGF’li grubun 14.
gununde beyin dokularina ait protein duzeyi 1 gunluk kesi yarasi + ip EGF
grubunun, 7 gunlik kesi yarasi + ip EGF grubunun ve 14 gunluk kesi yarasi
grubunun ayni degeriyle karsilastirildiginda 1,880+0,204 ’dur. Kendi kontrol
grubunun proteinin duzeyi 1 gunliuk ve 5 gunluk kesi yarasi grubunun ayni
degeriyle karsilastirildiginda 1,321+0,150’ dir.

EGF uygulanan grubun 14. gunlne ait beyin dokusunda protein duzeyi ve

kendi kontrol grubunun protein duzeyinde artis gézlenmisgtir.
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Cizelge 3.1. i.p. EGF uygulamasinda beyin dokusu GAG ve protein dizeyleri

GAG (mg/g doku) |PROTEIN (mg/g doku)

1 GUNLUK YARA |KONTROL| 0,098+0,014 0,510+0,160

ip 0,203+0,53 a 1,086+0,325

KONTROL| 0,086+0,015 0,490+0,190
5 GUNLUK YARA

P 0,086+0,01 b 2,513+0,937

KONTROL| 0,058+0,009 a 2,300+0,883 a,c
7 GUNLUK YARA

ip 0,100+0,022 b 1,050+0,449

KONTROL| 0,073+0,018 1,32140,150 a,c
14 GUNLUK YARA

ip 0,120£0,009 d,g,a| 1,880+0,204 b,f,g
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a.= p<0,05 1 gunluk kesi yarasi grubunun ayni degeriyle karsilastirildiginda
b.= p<0,05 1 gunlik kesi yarasi+ ip EGF grubunun ayni degeriyle
karsilastirildiginda

c.= p<0,05 5 gunlik kesi yarasi grubunun ayni degeriyle karsilastirildiginda
d.= p<0,05 5 glnlik kesi yarasi+ ip EGF grubunun ayni degeriyle
kargilastirildiginda

e.= p<0,05 7 gunluk kesi yarasi grubunun ayni de@eriyle karsilastiriidiginda
f.= p<0,05 7 gilnlik kesi yarasi+ ip EGF grubunun ayni degeriyle
kargilastirildiginda

g.= p<0,05 14 gunlik kesi yarasi grubunun ayni degeriyle karsilastirildiginda
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Sekil 4.3. EGF ve kontrol grubuna ait Protein dizeylerinin glnlere gore
degisimi
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5. SONUCLAR

Yara yumusak dokularin kendi anatomik yapi ve fonksiyonlarinin
bozulmasidir [132, 133]. Yara iyilesmesi travma ile baglayan ve yeni doku
olusumu ile sonuglanan hucresel ve biyokimyasal olaylar surecidir [134].
Operatif veya travmatik dokunun hasar gormesini takiben, her organizmanin
oncelikli gorevi; kanamay! durdurma, enfeksiyonu 6nleme, bozulan anatomik

batunlik ile fonksiyonel yapiyi onarmaktir [135- 137].

Normal yara iyilesmesi, dokular arasi birgok hucresel aktivitenin duzenli ve
ard arda calismasi ile gerceklesir. Bu aktiviteler; fagositoz, kemotaksis,

mitogenez, kollajen sentezi, diger matriks kompenentlerinin sentezidir.

Calismamizda normal yara iyilesme surecinde beyin dokusunun bu suregteki
rol ortaya konulmus ve sadece 7.gunde beyin GAG duzeyinde bir azalma
varmis gibi gorinse de genel olarak bakildiginda beyin GAG saliniminin

periferik yaralanmadan fazla etkilenmedigi sonucuna varilmistir.

Benzer bir calismada Yeo ve arkadaglari yara dokusunda yaptiklari
calismalarda granulasyon dokusunda normal deriden daha fazla GAG
sentezinin arttigini tesbit etmiglerdir. Fakat yaptiklari ¢galismalar GAG’ in yara
iyilesmesindeki rollerinin tam olarak anlagilmasinin yetersiz oldugunu

dusundurmustur [138].

Yine Savage ve arkadaslari hypertrofik skar, normal skar ve normal deri
dokularindan izole ettikleri fibroblastlari, onlarin biylime egrileri, protein
icerikleri ve GAG sentezi karsilagtirarak, in vivo bulunan skar ve derideki

GAG igeriklerinde degisimler oldugunu tesbit etmislerdir [139].

Olczyk ve arkadaslari yaptiklar calismada GAG’In Ekstrasellller matriks’in

organizasyonu ve metabolizmasinin duzenlenmesinin yanisira hucre gogu
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uyaricisi, farklilasmasi ve proliferasyonu ile vyara iyilesmesinin her

asamasinda anahtar bir rol oynadigini gozlemlemislerdir [29].

Bu anlamda GAG ve yara iyilesmesinde goérev alan blyume faktorleri

arasinda siki bir ilgkiden s6z edilmektedir.

Kosir ve arkadaslari erken yara iyilesmesinin onemli bir fazinda iyilesme
boyunca remodeling icin uygun hidrofilik matriks formunda fibroblastlar

tarafindan GAG’ larin salinimini igerdigini belirlemislerdir [140].

Fibroblastlar onarim slreci esas elementleridir ve dokularin yeniden
yapilanmasi surecinde kullanilan yapisal proteinlerin blyuk bdlimuntn
uretiminden sorumludur. Yaralanmadan sonraki 3.-4. gunlerde gorulur [132,
141, 142]. Fakat 7. gun pik seviyeye ulagir [132, 137, 143]. Yara ilk 5 gun

onemli bir direng kazanmaz.

Calismamizda i.p. olarak EGF uygulanan ratlarda, fibroplazi fazinin yogun
oldugu 5.gun, artan fibroblastlardan dolayr beyin GAG salinimi azalmaya
baglamigtir. Yani damar proliferasyonu ve fibroblast artisi seklinde bagladigi
7. gune kadar GAG salinim duzeyi azalmigtir. Fakat fibroblastlarin pik
seviyeye ulastigi bu fibroplazi fazinda, 7. ginde GAG duzeyi tekrar artmaya
baglamistir.14. gunden sonra ise yara kendini toparlamaya basladigindan
dolay! biyolojik sistem basa donmus ve beyin GAG salinimi artmaya

baglamigtir.

Savage ve arkadaslari buyume faktorlerinin, yara dokusundaki ylkselen
fibroblastlar tarafindan skar olusumunda GAG’In etkisinin olabilecegini,
PDGF buyume faktorinin hdcre demetlerini skar fibroblastlarindan normal
deri fibroblastlari daha verimli uyardigini ve GAG sentezinin deri ve skar

fibroblastlarinda arttigini tesbit etmislerdir [144].
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Fan ve arkadaslari, GAG yara iyilesmesi modulatoéri oldugu gibi, buyume
faktorleri tarafindan kollajen olusumu ve dermal fibroblast olusumun aracilik
edebilecegi, yara ve normal derideki fibroblastlar tarafindan blyume
faktorlerinin Uretimini uyarabilecegini ve in vivo yara iyilesmesine etkilerinin

olabilecegini gozlemlemislerdir [30].

Webber ve arkadasglari yaptiklari galismada TGFB-1’ in farklilasmaya dayali
miyofibroblastin énemli bir kaynagi oldugunu ve bulduklari son verilerin HS’In

bu surecin onemli bir modulatort oldugunu gostermistir [145].

Kondroitin sulfat- GAG’lar, EGF bagimli olgunlagsma, hlcre gégu ve sinir kok-

progenitor hicrelerin gliogenesisi Uzerine bir fren gibi etki etmektedir [146].

Yine kobaylarda vyapillan ve EGF ile desteklenen yaralarda,
desteklenmeyenlere oranla, daha fazla kollajen ve glikozaminoglikan

toplandigi, ayrica selllaritenin arttig1 gosterilmistir [147].

Diger taraftan galismamizda periferik yaralanmalarda beynin bu yaralanmaya
karsi verdigi biyolojik yanitin ortaya konulmasi amaciyla beyin dokusundan
salgilanan protein duzeyleri incelenmis ve kontrol grubunda yara direncinin
en yuksek oldugu 7.gunde yara iyilesmesinin temel unsuru olan protein
sentezini arttirmak igin protein seviyesi hizli bir artig gostermigtir. Buna
ilaveten ip olarak EGF uygulanan ratlarda beynin yara iyilesmesine katki
olarak 14. gunde ylksek EGF ye bagl olarak beyinde protein dizeyi

artmistir.

Beyin dokusu protein seviyelerindeki bu artigsin beyinden salinan protein
yapisindaki hormonlar, buyume faktorleri ve/veya mediatorler ile iliskili
olabilecegi ve beynin bu yolla yara iyilesmesinde 6énemli bir rol oynadigini

dusundurmektedir.
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Bu dusltncemizi destekleyen bir arastirmada Caglikllek¢i ve arkadaslari
yaptiklari galismada, beyinden salinan protein tabiatli olan Growth factor'un,
yara iyilesmesinde epitelizasyonu arttirici etkisi oldugunu dusundurecek

veriler bulmuslardir [148].

Tum bu bilgiler 15191 altinda periferik yaralanmalarda, normal yara iyilesme
surecinde beyin GAG duzeylerinin etkilenmedigi ancak sistemik uygulanan
EGF’ nin 6zellikle 7.ginde beyin GAG salinimini arttirdigi, buna karsi doku
onariminin en yuksek oldugu 7.gunde protein sentezini arttirarak beynin yara
iyilesmesine katki saglamaya c¢aligtigi sonucuna variimigtir. Beyinin bu

suregcteki rolinun ortaya ¢ikarilmasi i¢in daha ileri galismalara ihtiyag vardir.
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