1. GIiRiS

Doksorubisin, pek ¢ok hematolojik ve solid malignansi kemoterapi
protokollerinde yer alan antrasiklin tiirevi bir antibiyotiktir(1). Meme kanseri, akut
16semi, malign lenfoma, multiple myeloma, sarkoma ve tiroid kanseri gibi pek ¢cok
malignensinin tedavisinde etkinligi saptanmistir ancak oldukca genis spektruma
dagilan toksik etkileri mevcuttur(2). Dermatolojik, allerjik, gasrointestinal yan
etkileri vardir, kemik iligi baskilanmasina neden olabilir ve kiimiilatif dozlarda
kardiyotoksiktir. Intravaskiiler infiizyonu sirasinda meydana gelebilen damar digina
kacist ve bunun sonucunda ortaya c¢ikan lokal cilt nekrozu da oldukga sik
karsilagilan bir komplikasyondur(3). Doksorubisin direk toksik etkisi ile hiicre
Oliimiine yol acar ve intraseliiler sahaya doksorubicin-deoksiriboniikleikasit(DNA)
kompleksi salinir, bu da yara iyilesmesinde rol alan sitokin ve biiylime faktorlerinin
sentezini inhibe eder (3).

Kemoterapi tedavisi alan kanser hastalarinda kemoterapotik ajanin damar
disia s1izmasina bagl cilt nekrozu siklig1 %6 olarak rapor edilmistir(4). Antitimor
ajanin subkutan dokuya sizmasi kendini siirlayan bir inflamasyonla kendini
gosterebilecegi gibi cilt ve tendon, kemik gibi ciltalti dokulara ilerleyebilir ve ciddi
doku nekrozuna, eklem hareketi kaybina neden olabilir(2). Ortaya c¢ikan lokal
toksisite agri, eritem ve 6dem ile kendini gosterir(5). Ulserasyon ise giinler hatta
haftalar boyu ortaya ¢ikmayabilir ve aylar boyu ilerlemeye devam edebilir. Buna
neden doksorubisinin komsu dokulara difiizyonudur ¢iinkii dokuda en az bir ay
stireyle kalabildigi gosterilmistir(5).

Kiigiik iilserler kendiliginden iyilesebilirken biiyiikk ve cilt alti dokulara
ilerlemis iilserler cerrahi tedavi gerektirebilir(6). Immunsuprese hastalarda ise
iilserler sepsise neden olabilir (7). Yara iyilesmesi doku zedelenmesi ile baglayan ve
inflamasyon, proliferasyon, migrasyon, anjiogenesis, matriks sentezi, kollajen
depolanmasi, reepitelizasyon ve graniilasyon dokusu olusumunu iceren karmasik bir
stirectir. Doku hasarini inflamatuar ve vaskuler endotelyal hiicrelerin ortama
gocilinii saglayan fibrin bazli matriksin olusumu izler(8). Anjiogenesis ise yara
iyilesmesinin fizyolojik siirecinin bir parcasidir(8). Vaskuler endotelyal biiyiime

faktorii (VEGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ve trombosit kaynakli biiyiime



faktorii (PDGF) gibi anjiogenik biiyiime faktorleri yara iyilesmesinde rol oynar(9).
Graniilosit-makrofaj koloni stimule edici faktér (GM-CSF)’ iin kemoterapotik
ilaclarin damar disina kacisinda kullanilmis ve etkinligi gosterilmisdir(10).
Eritropoietin (EPO), 30.4 kD biiyiikliigiinde bir glikoproteindir ve eritroid
seri elemanlarinin proliferasyonu, maturasyonu ve diferansiasyonu i¢in mutlak
gereklidir(11). Rekombinant insan eritropoietini ise anemisi olan kronik bobrek
yetmezligi, solid malignensi hastalarinda kullanilir ve transfiizyon sikligim
azaltir(12). Tip 1 sitokin ailesine iiyedir ve sitokinler i¢in klasik oldugu tizere kemik
iligi disinda pek ¢ok dokuda etkisi vardir(13). EPO biyolojik etkilerini hiicre
yiizeyinde bulunan bir tipl sitokin reseptorii olan eritropoietin reseptorii (EPOR)
araciligr ile gosterir. EPO ve EPOR’nin pek ¢ok nonhematopoetik hiicre tiiriinde
bulundugu gosterilmistir. Bobrek, kas ve barsak hiicrelerinde EPOR ekspresyonu ve
hiicre proliferasyonu ile iligkisi gosterilmistir. EPOR vaskuler endotelyal hiicreler
tarafindan da iiretilir ve EPO’nun anjiogenesisi uyardigi gosterilmistir(8). Ayrica
EPO’nun hiicre Kkiiltiiriinde iiretilmis insan umblikal ven endotel hiicrelerinin
proliferasyon ve migrasyonunu arttirdig1 gosterilmistir(14). In vitro olarak iskemiye
maruz kalan endotel hiicrelerinde EPO’nun apoptozisi antagonize ettigi
saptanmistir(15). EPO’ nun miyokard ve bobrek iizerine de iskemik hasara karsi
koruyucu etkisi vardir(13). Deneysel beyin iskemisi calismast EPO ve EPOR’nin
metabolik strese yanitin bilesenleri olarak etki ettigini gostermistir(13). Bu
calismalarda EPO’ nun hiicre koruyucu etkisi ortaya koyulmustur. Hematopoetik
hiicreler ve endotelyal hiicrelerin her ikisininde CD31 ve CD34 eksprese etmeleri,
EPO ile VEGF aras1 etkilesim ve yukanda agikladiklarimiz EPO’nun yara
iyilesmesindeki roliiniin nemli derecede olabilecegini diisiindiirmektedir.
Doksorubisinin neden oldugu cilt nekrozunun tedavisinde pek ¢ok lokal ve
sistemik farmakolojik ajan ve cerrahi teknik denenmistir. Bu ¢alismada amacimiz,
EPO’nun doksorubisinin neden oldugu cilt nekrozuna karst koruyucu ve tedavi

edici etkisini arastirmaktir.



2.GENEL BILGILER
2.1.DOKSORUBISIN

2.1.1.Doksorubisin ve Etki Mekanizmalari

Doksorubisin, pek ¢ok hematolojik ve solid malignansi kemoterapi
protokollerinde yer alan antrasiklin tiirevi bir antibiyotiktir(1). Etkin bir
antineoplastik ajandir ve Hodgkin Lenfoma, nonHodgkin Lenfoma, akut
lenfoblastik l6semi, metastatik meme kanseri, over kanseri, akciger kanseri ve
sarkomalarm tedavi protokollerinde yer alir(1).

Doksorubisin hidroklorid (adriamisin) 1963 yilinda bir mantar tiirii olan
Streptomyces peucetius Caesius’un kiiltiirlerinden iiretilmistir(16) ve antineoplastik
bir ajan olarak ilk kez 1967de tanimlanmistir(3,17). Sitotoksik bir antibiyotiktir. Faz
spesifik bir ajan olmamakla birlikte S donemindeki hiicrelere etkinligi en
fazladir(18, 19).

Antrasiklin molekiilii, ilaca kirmizi rengini veren tetrasiklik cekirdek ile ona
glikosidik bir bag ile bagli bir aminosekerden(daunosamin) olusur. Antrasiklin
grubunun tiim iiyelerinin tetrasiklik halkaya komsu kinon ve hidrokinon gruplar
vardir. Bunlar elektron alma ve verme islevini goriirler. Daunorubicin
molekiiliindeki 14. karbonun hidroksil grubu almasi ile doksorubisin meydana

gelir(18,20)(Sekil 2.1)

Sekil 2.1. Doksorubisinin kimyasal yapisi.



Kimyasal yapisi daunorubisin ve epirubisine benzer. Bu nedenle tiimor
hiicreleri bu ilaglara ¢apraz rezistans gosterebilir(19). Idarubisin ise sentetik
tirevleridir(18,19). Daunorubisinden farki 8 pozisyonundaki asetil grubu yerine
hidroksiasetil grubu icermesidir. Epirubisin ise doksorubisinin 4 epimeridir(21).
Idarubisin ise daunorubisinin aglikon halkasindaki C-4 grubundaki metil grubunu
icermeyen sentetik tiirevidir(18).

Doksorubisin ve daunomisin, serbest difiizyon ile hiicreye girer. Bazi
hiicrelerde antrasiklinler P170glikoprotein (P170gp) ile hiicre disina atilir. P170gp,
bir membran proteini olup, vinka alkoloidleri, aktinomisin D, epipodofilotoksinler
ve antrasiklinler gibi dogal kaynakli ilaclar hiicreden disariya dogru aktif olarak
pompalar(20).

Doksorubisinin antineoplastik etkisini aciklayan 3 mekanizma vardir;
nonspesifik olarak komsu baz ¢iftleri arasina yerleserek DNA ve
riboniikleikasit(RNA) sentezini bloke eder ve topoizomeraz 2 enzimini inhibe
ederek DNA’nin ¢ift heliks yapisim kirar, hiicre zarma tutunarak hiicresel
fonksiyonlar1 bozar(1). Nukleus zarinda bulunan sitokrom P-450 rediiktaz enzimi
antrasiklinlerin semikinon serbest radikallerine indirgenmesini saglayan reaksiyonu
katalize eder. Molekiiler O,’yi azaltir, DNA’nin tek sira olmasina neden olan
siperoksit iyonu ve hidrojen peroksit iiretimini arttirir(22). Sonug¢ olarak maruz
kalan hiicre DNA’sinda kimyasal ve oksidatif hasar meydana gelir(23). Serbest
radikal {iiretimi doksorubisinin demir ile reaksiyona girmesi ile uyarilir(18).
Kalayanamaran ve ark. doksorubisinin submikromolar konsantrasyonlarinda bile
meydana gelen metal katalizérli H,O, {iiretiminin epitel hiicreleri ve
kardiyomiyositlerde toksik etkiye neden oldugunu gostermislerdir(24). Timor
hiicresine komsu dokularda goriilen bu etki de tiimor biiylimesi iizerine etkisini
aciklayabilir(23). Siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi enzimatik koruma faktorleri
dokular1 antrasiklinlerin toksik etkilerinden korur(18). Doksorubisinin metabolik
enzimleri inhibisyonu, adenozintrifosfat (ATP) ve guanozinsulfurhidroksit(GSH)’
mn azalmasi, membran hasar1 sonucu endotelyal disfonksiyona neden olur. Bu

olayda hayvan ve insanlarda tiimor bityiimesinin 6nlemesini saglar(23).



2.1.2.Doksorubisinin Metabolizmasi ve Farmakokinetikleri

Mide asidinde stabil olmadigindan gastrointestinal sistemden absorbe
edilmez, sadece parenteral uygulanmir(25). Ciddi doku hasan yaptigindan
intramuskuler yada subkutan uygulanmaz, sadece intravenoz kullanilir(21). Kan-
beyin bariyerini gegmez. Radyasyonun doku toksisitesini arttirabileceginden aymni
anda kullanilmamalidir(18,19).

Plazma proteinlerine %70 oraninda baglanir, yart émrii 3-30 saat arasidir,
intraven6z uygulamadan sonra 30 sn kadar kisa bir siirede karaciger, akciger, kalp
ve bobreklere ulasir. Hiicreler tarafindan absorbe edilir ve ardindan niikleik asitlere
baglanir(21,22,25). Dokulara fazla baglanip yavas saliverildiginden, karacigerde
hizli metabolize edilmesine ragmen viicutta kalist ve etkisi uzun siirer (18).
Karaciger ve diger dokularda aldo-keto rediiktaz enzimi ile metabolize edilir ve
aktif metaboliti olan doksorubicinol ve intaktif metabolitleri olan doksorubicinone,
pek cok sitotoksik aglikon metabolitlerine ve konjugatlarina doniisiir(25).
Karacigerde metabolize olmak icin Oncelikle hepatik siniizoidal endoteli, Disse
araligim gecip hepatosite girmesi gerekir. Hepatosite alinan doksorubisin
metabolitlerine ayrilir ve P-glikoprotein gibi tasiyicilarla safraya atilir(26).

Esas olarak karacigerden safra yoluyla elimine edilmesine ragmen az bir
miktarida bobreklerden (%3-10) ve diskiyla (%40-50) atilir. Digkiyla atilan kisim
degismemis ila¢ seklindedir(25). Bobreklerden itrahi ise ilag uygulandiktan 1-2 giin
sonra idrarin gegici bir siire i¢cin kirmiziya boyanmasina neden olur ancak bunun
klinik onemi yoktur(18,25). Karaciger fonksiyon bozuklugu olanlarda doz

ayarlamasi1 gerekirken bobrek yetmezligi olanlarda genellikle gerek yoktur (22).



2.1.3. Doksorubisinin Yan Etkileri
2.1.3.1. Dermatolojik Yan Etkileri

Alopesi hemen hemen tiim hastalarda goriiliir ve tedavi sonlandiktan 2-3 ay
icinde normale doner.
Cok hizl verildigi takdirde yiizde flushing ortaya ¢ikar(25).

Fotosensitiviteye neden olabilir(25).

Tirnak  yataginda  hiperpigmentasyon veya bantlasma meydana
gelebilir(21).(Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Tirnak yataginda doxorubicine bagl gelisen bantlagma.



2.1.3.2. Kemik 1ligi Supresyonu

Doz kisitlamasina en sik neden olan yan etkidir. Lokopeni tedavinin 2.
haftasinda ortaya ¢ikar ve 4. haftanin sonlarinda hiicreler yiikselir. Siddeti ilacin
dozuna ve kemik iliginin rejenerasyon kapasitesine bagli olarak degisir (21).

Trombositopeni ve anemide goriilebilir (26).

2.1.3.3. Mukozit
Stomatit, gastrointestinal mukozit, alopesi sik goriilen ancak reversible yan
etkilerdir (18). Ilag iist iiste birka¢ giin verildiginde risk artar. Genellikle tedavinin

2. haftasinda ortaya ¢ikar ve 3-7 giin icinde geriler(21).

2.1.3.4. Kardiyotoksite

Tedavinin kesilmesine neden olan en sik yan etkidir. Doksorubisine bagh
kardiyotoksite gelisme riskini yiiksek kiimiilatif doz (> 450 mg/mz), diger
antrasiklinlerle veya anthracenedionlarla (6r. mitoksantron, mitomisin) kombine
kemoterapi almis olmak, daha Oncesinde yada es zamanli mediastinal/perikardial
bolgeye radyoterapi almig olmak, daha 6nceden varolan kalp rahatsizligi, genc yada
ileri yasta olmak, karaciger hastaligi, bevacizumab, siklofosfamid, paklitaksel ve
transtuzumab ile birlikte kemoterapi almak, miyokard kasilmasini suprese
edebilecek ilaclarla birlikte kullanmak, hipertermi, kadin cinsiyet (6zellikle

cocuklarda) gibi faktorler artirabilir (25).

2.1.3.5. Allerjik Reaksiyonlar
Ates, dokiintii ve iirtiker meydana gelebilir. Nadiren anaflaksi olusabilir(25).
Doksorubisine bagli hipersensitivite reaksiyonlarinin sikligt %3-21 olarak rapor

edilmistir(4).

2.1.3.6. Endokrin Yan Etkiler
Doksorubisin tedavisi gonadal supresyon sonucunda oligospermi, azospermi

veya amenoreye neden olabilir(25).

2.1.3.7. Gastrointestinal Yan Etkiler
Bulanti, anoreksiya ve diyareye neden olabilir, kolonda iilserasyonlar ve

nekroz ortaya ¢ikabilir(25).



2.1.3.8. Damar Disina S1izma ve Cilt Nekrozu

Damar disina sizma (ekstravazasyon); intravendz infiizyon sirasinda
intravaskiiler sahadan interstisiyel bosluga olan kagaktir(3). Bu kacak pek cok lokal
doku hasarina neden olur. Eriskinlerde, sitotoksik ila¢ kullanimi sirasinda meydana
gelen sizma siklign %0.1-6 arasinda rapor edilmistir(27). Cocuklarda ise bu oran
9%11-58’e kadar yiikselmistir(28).

Kemoterapi sirasinda damar disina kagisin sikliginin artmasina yol acgan risk

faktorleri Tablo 2.1°de belirtilmistir(29).

Tablo 2.1. Ekstravazasyon i¢in risk faktorleri.

Ven fizyolojisi Frajil, kiiciik, skleroze venler, damar

biiytikliigii, kan akimi

Farmakolojik Dokunun kemoterapotik ajana maruziyet

suiresi ve miktari

Fizyolojik Superior vena  kava  sendromu,

lenfodem, periferik lenfadenopati, flebit

Radyolojik Daha once lokal radyasyon maruziyeti

Mekanik Igne uygulama teknigi, enjeksiyon

bolgesi, uygulama tecriibesi

Damar disina sizmanin sebep oldugu doku hasar1 farkli mekanizmalarla
ortaya cikar;

a) Antrasiklin gibi ajanlar DNA’daki niikleik asitlere baglanirlar ve bdylece
direk hiicre 6liimiine neden olurlar. Endositolizden sonra 6lii hiicrelerden
ilacin salinmasina bagli olarak komsu hiicrelerin de 6liimiine neden olur. Bu
olayin siirekli tekrar1 yara iyilesmesini engeller ve kronik ve progresif doku
hasarina neden olur(16,30,31).

b) Vinka alkaloidleri gibi DNA’ya baglanmayan ajanlar hizli metabolize
olurlar ve bu da doku hasarinin sinirlanmasini saglar(32).

Kemoterapotik ajanlar sizma sonrasi neden olduklari cilt nekrozuna gore 3
gruba ayrilirlar; vesikan, non-vesikan ve irritan(Tablo 2.2). Vesikan ajanlarin doku

nekrozu olusturma potansiyeli vardir. Irritan ajanlar ise doku nekrozuna neden




olmadan inflamatuar reaksiyona neden olurlar. Vesikan kemoterapotik ajanlar ise 2
kategoride incelenir; DNA’ya baglananlar ve baglanmayanlar. DNA’ya baglananlar
sadece doku hasarina neden olmakla kalmazlar uzun siireli lezyonlarin gelisimine
neden olurlar(6,29). Non-vesikan ilaglar ise damar disina sizdiklarinda nadiren akut

reaksiyona yada doku nekrozuna neden olurlar(33).

Tablo 2.2. Vesikan, irritan ve non-vesikan kemoterapotik ajanlar.

DNA’ya baglanan vesikan ajanlar

Alkilleyici ajanlar Mekloretamin

Antrasiklinler Doksorubisin, daunorubisin, epirubisin,
idarubisin

Antitiimor antibiyotikler Mitomisin, daktinomisin, mitoksantron

DNA’ya baglanmayan vesikan ajanlar

Vinka alkoloidleri Vinblastin, vinkristin, vinorelbin,
vindesin

Taksan Paklitaksel

Nonklasik alkilleyiciler Amsakrin

[rritan ajanlar
Alkilleyici ajanlar Karmustin,  dakarbazin, ifosfamid,

melfelan, tiotepa, streptozosin

Platinyum analoglar Karboplatin, cisplatin, oksaliplatin
Topoizomeraz II inhibitorleri Teniposid, etoposid
Antrasiklinler Liposomal doksorubisin

Non-vesikan ilaglar Aldeslokin, L-asparajinaz, kladribin,

sitarabin, lipozomal  daunorubisin,
floksuridin, 5-florourasil, gemsitabin,

irinotekan, metotreksat

Doksorubisinin damar disina kacisi ciddi ve irreversible doku hasarina
neden olur. En sik goriildiigii yerler ise el sirti ve antekiibital fossa gibi yumusak

doku yogunlugunun az oldugu yerlerdir(28). Ekstravazasyon meydana geldiginde
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yanma ve hassasiyet gibi semptomlar ortaya ¢ikabilecegi gibi hicbir sikayete neden
olmayabilir(21). Bulgular agr1 ve lokalize inflamasyondan tam kat nekroz ve
iilserasyona kadar degisen bir cercevededir(33). Agrinin siiresi hasarin derecesi ile
dogru orantilidir.(Sekil 1.3). Semptomlarin siddeti infiizyon yerine, dokunun
durumuna, ilacin konsantrasyonuna ve miktarina, hastanin genel beslenme
durumuna bagh olarak degisir ve genellikle sekel lezyonlar orijinal hasardan daha
ciddidir(3,28,29,33). Etraf dokulardaki sislige eritem eslik edebilir ve biil olusumu
en azindan parsiyel kalinlikta doku hasarina isaret eder, cildin koyulasmasi
goriilebilir. Erken, sert bir endiirasyon ve agr1 olasi bir iilserin en iyi gostergeleridir.
Kemoterapi sonrasi radyoterapi veya sonraki kemoterapi kiirlerinden sonra cilt
toksisitesi reaktive olabilir. Buna neden ilk hasardan sonra yetersiz hiicresel yanit

ve tekrarlayan hasar olusumudur(28).

Sekil 2.3. Doksorubisine bagli cilt nekrozuna 6rnek (10).

Kemoteropotik ajanlar oldukca sinsi bir sekilde lezyon olustururlar ciinkii
cevre dokuya yayilirlar ve radyasyon nekrozuna benzer sekilde yavas ilerleyen

iilserler olustururlar ve aymi sekilde meydana gelen lezyonun iyilesmeside oldukca
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yavastir(29,34). Doku hasarinin kronik progresyonunun nedeni ajanin lokal olarak

metabolize edilememesi veya lenfatik dolagimla uzaklastirilamamasidir.

Hiicresel diizeyde, cesitli ajanlarin damar disina kagisin sonucunda nekroz

olusumu sirasinda aktive oldugu bilinen 5 mekanizma vardir(34);

1.

Direk hiicresel toksisite: Pek cok sitotoksik ajan vesikandir ve ilave olarak
doku DNA'’sina baglanabilir ve hizlica doku hasarina neden olabilir.
Boylece ilag 6len hiicrelerden saglam hiicrelere siirekli salinim gosterir ve
buda zaman igerisinde {ilser boyutunun artmasma neden olur.
Doksorubisinin ekstravazasyonu meydana geldikten 5 ay sonra hala
dokuda kaldig1 gosterilmistir, buda varolan lezyonlarin artmis doku hasari
ile kendini gdstermesine neden olur.

Osmotik aktivite: Osmolaritesi serumdan (281-289 mosm/L) daha fazla
olan maddeler osmotik olarak aktif olarak degerlendirilirler. Bu maddeler
cilt altinda bulunduklarinda hiicre zarinda osmotik hasara neden olurlar.
Hiicre zarindaki transport mekanizmalarinin bozulmasina neden olarak
hiicre 6liimiine yol acar. Ornegin; kontrast maddeler, antibiyotikler ve
total parenteral beslenme sirasinda meydana ekstravazasyon bu yolla doku
hasar1 yapar.

Vazopressor yada katyonik sollisyonlarin neden oldugu iskemik nekroz:
Adrenalinin damar digina sizmasinda oldugu gibi diiz kas cevresindeki
kapillerlerde kontraksiyona neden olarak iskemik nekroza sebep olur.
Mekanik kompresyon: Ekstraseliiler hidrostatik basingta artis interstisiyel
basinci arttirir, vendz kompresyonla birlikte arteryel basing artisina neden
olur.

Bakteriyel kolonizasyon: Eskar dokusu altinda meydana gelerek doku

iyilesmesini engeller.

Doksorubisine bagl cilt nekrozunun mekanizmasini agiklamada kullanilan

iki teori vardir; doksorubisin-DNA kompleksi hiicre oliimiine neden olur, 6len

hiicrelerden salinan doksorubisin serbest kalir ve c¢evre dokularin DNA’s1 ile

kompleks meydana getirir(35,36). Bu da yara iyilesmesinde rol oynayan hiicrelerin

aktive olmasini saglayan sitokinlerin ve biiyiime faktorlerin ortama salinmasini

engeller(37,38). Diger teori ise doksorubisinin bir semikinon serbest radikaline
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enzimatik olarak doniistimiiniin ardindan oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlari
sonucu hiicre zarina toksik etkisi olan siiperoksit, hidroksil ve peroksit radikalleri
meydana gelmesidir(39).

Doksorubisinin damar disina sizmasi sonucu meydana gelen doku
nekrozunun histopatolojik incelemesinde kollajen yikimi, tromboz ve eritrositlerin
ekstravazasyonu ve bozulmus damarsal yapi biitiinliigii goriiliir. Dermiste, beklenen
artmis inflamatuar infiltrat goriilmez. Avaskuler, nekrotik, kronik iilser olusumu
izlenir. Ekstravazasyonun 5. giiniinde endoplazmik retikulum dilate olur, cift
zarlarda vakuoller olusur, bazi hiicrelerde mitokondri siser ve hiicre zarimin lizisi
sonucu pek c¢ok hiicre hasar goriir. 3. haftada endoplazmik retikulum agrege olur,
intraseliiler mitokondriler parcalanir ve pek ¢ok damar hiicre artiklar ile dolar. Bu
dejeneratif degisiklikler ilk haftadan baglayarak 12. haftaya kadar siirer(4).

Damar disina kacisin tedavisinde pek ¢ok yontem denenmistir ve hepsinde
doku nekrozunun ve iilserasyonun ilerlemesini Onlemek ortak amactir.
Stiphelenildigi taktirde farmakolojik ve nonfarmakolojik adimlar igeren 6nlemler
alinmahdir. Ik adim infiizyonun durdurulmasidir ancak igne ilacin daha fazla
yayilmasin Onlemek icin yerinde birakilmalidir, 1-3 mL kan enjektor ile aspire
edilmeli ve dokudaki ilag konsantrasyonu azaltilmalidir. Etkilenen ekstremite
yiiksekte tutulmali ve soguk kompres uygulanmalidir ve varsa doku nekrozunu
onlemek icin antidot uygulanmalidir(28,29).

Doksorubisin ekstravazasyonu icin denenmis ve faydali etkisi oldugu
goriilmiis pek ¢ok antidot vardir. Bu ajanlardan biri dimetilsulfoksit (DMSO)’dir.
DMSO, etkili bir serbest radikal tutucusudur, dokuda olusan serbest radikalleri
notralize eder ve topikal uygulandiginda hizlica dokuya penetre olur. DMSO %99
kullanilarak yapilan prospektif calismalarda etkili oldugu saptanmistir(29).

Dekstrazoksan, topoizomeraz inhibitér II katalitik inhibitoriidiir. Ila¢ demire
baglanir ve bdylece antrasiklin-demir kompleksini ayirir ve boylece serbest
radikallerin meydana gelmesini Onler(29). Hayvan deneylerinden tek doz
dekstrazoksan uygulanmasinin antrasiklinlere bagli iilser goriilme sikligin1 azalttig
ve iilser boyutunu kiiciilttiigiine dair veriler elde edilmistir. Insanlarda da benzer

sekilde sonug elde edilmis sinirh sayida calisma vardir(6).
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Vargel ve ark.(4) tarafindan yapilan bir caligmada graniilosit koloni stimule
edici faktor (G-CSF) ve GM-CSF’nin o6nleyici rolleri deneysel bir diizenekte
arastirilmis ve koloni stimule edici faktorlerin (CSF) lezyonlarin erken tedavisinde
faydali olduklar1 saptanmistir. Giilbag(10) tarafindan yapilan klinik bir ¢calismada
ise GM-CSF insanlarda kemoterapotik ilacin damar digina ekstravazasyonunda
kullanilmig ve tedavi edici rolii gosterilmistir.

Bir baska calismada diisiik molekiil agirliklt heparin fraksiyonlarmin doku
nekrozuna etkisi arastirilmis ve heparinin serbest doksorubisine baglanma yoluyla
iilser meydana gelme sikligin1 ve biiyiikliigiinii azalttigt ve nekrozu Onlemede
faydali oldugu goriilmiis ancak farkli heparin fraksiyonlarinin etkinligi
kiyaslanmamigstir(6,17).

Lezyon bolgesine glukokortikoid enjeksiyonu denenmis ancak kabul
gormemis ciinkii doksorubisinin doku hasarina inflamasyon ile degil direk doku
nekrozu olusturarak sebep oldugu saptanmistir(6).

Meydana gelen lezyonlarin iyilesmesi oldukca giictiir ve aylar siirebilir.
Cogu immunsuprese olan bu hastalarda yara iyilesmesinin gecikmesinin ve
morbiditenin artmasinin nedeni sistemik yanmitin zayifligidir. Azalmis kollajen
iiretimi ve fibroblast proliferasyonunun inhibisyonu bu gecikmeyi agiklayabilir(4).
Genis iilserler gelistiginde plastik cerrahi miidahalesi gerekebilir. Cerrahi
uygulandiginda tiim non-viable dokular ve eger acik iilserler gelisti ise yayildig

tiim dokular eksize edilmelidir (33).
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2.2.YARA IYILESMESI

Yara iyilesmesi, doku hasarina yamit olarak ortaya c¢ikan, zedelenmis
dokunun biitiinligiinii ve fonksiyonunu tamir eden karmasik bir siirectir(8).
Inflamasyon, hiicre gocii, anjiogenesis, matriks sentezi, kollajen birikimi ve
reepitelizasyonu igerir(40). Birbirini takip eden bu olaylar inflamatuar hiicrelerin
olay yerine toplanmasi ile baslar ve bunu proliferatif faz izler. Proliferatif faz
boyunca fibroblastlar kollajen matriksin sentezini ve yeniden yapilanmasi saglar,
keratinositler yara boyunca yayilip yeni bir epitelyal tabaka olustururlar ve
angiogenezis meydana gelir. Neovaskiilarizasyon siiresince, endotel hiicreleri
anjiogenik fenotip kazanirlar ve proteaz iretirler, hiicre gocii ve proliferasyonu
meydana gelir, bu olaylar1 proliferasyon ve diferansiyasyon takip eder ve yeni
damar olusumu ile sonuglanir. Yeni damar olusumu, besin ve oksijen tasinmasini
saglar ve yara iyilesmesinin en dnemli adimidir(41).

Eger cerrahi inzisyonlarda oldugu gibi yara dudaklar diizgiin ve temiz ise
buna primer iyilesme denir. Ilk 24 saatte notrofiller fibrin yumagina dogru ilerler ve
ardindan epitel hiicreleri bazal membran olusturmaya baslar. 3. giinde nétrofiller
makrofajlarla yer degistirir ve graniilasyon dokusu yara dudaklarnin arasim
doldurmaya baglar. 5. giinde graniilasyon dokusu iyice biylimiistir ve
neovaskularizasyon maksimum boyuttadir, kollajen lifleri diizenli hale gelir ve yara
dudaklar1 aras1 koprityii olusturur, epidermis normal kalinligina ve yapisina
kavusur. 2. hafta boyunca kollajen birikimi ve fibroblast proliferasyonu devam eder.
1. ayin sonunda skar dokusu inflamatuar infiltrattan ziyade hiicresel bag dokusu
seklini alir. Ancak genis doku defektlerinin oldugu durumlarda sekonder iyilesme
goriiliir. Primer iyilesmeden farki inflamatuar reaksiyonun daha yogun olmasi, daha
fazla graniilasyon dokusunun olugmasi, fibroblastlarin diiz kas hiicresi 6zelligini
alarak miyofibroblasta donlismesi ve bunun sonucunda ortaya c¢ikan yara

kontraksiyonudur(42). Sekil 2.4’ de yara iyilesmesinin basamaklar1 gbzlenmektedir.
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Sekil 2.4. Yara iyilesmesinin fazlari.

Yara iyilesmesinin bahsedilen tiim bu basamaklar inflamatuar hiicreler,
biyokimyasal mediatorler, ekstraseliiler matriks molekiilleri ve mikrogevresel hiicre
populasyonu arasindaki karmasgik iliskinin sonucunda gelisir(43). Erken inflamatuar
faz boyunca nétrofil ve makrofajlar pek cok kemotaktik faktoriin etkisi ile hasarl
dokuya yonelirler. Aktive olan bu hiicreler reaktif oksijen radikali olusumuna sebep
olurlar(44).

Gecikmis yara iyilesmesinin en Onemli nedeni yetersiz kan akimidir(14).
Anjiogenesis, doku oksijenizasyonunu ve besin taginmasin arttirmak amaci ile yeni
damar olusumu olarak tamimlanir ve yara iyilesmesinin en Onemli adimidir.
Proliferatif fazda gelisir(45,46). Makrofaj ve keratinositlerden VEGF, fibroblast

biiytime faktorii, trombosit kaynakli biiytime faktorii gibi pek c¢ok anjiogenik
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biiytime faktorii salimir(41). Anjiogenesisi stimule ettigi bilinen pek ¢ok biiyiime
faktorii icinde VEGF en oOnemlisidir(45,47). Hasar gormiis dokuda VEGF’nin
olusumunu diizenleyen pek cok biiyiime faktorii mevcuttur; FGF f ve PDGEF,
makrofajlar, keratinositler, iyilesen yaradaki hipoksik zon ve reaktif oksijen
radikalleridir(27). Bunlardan birindeki eksiklik yara iyilesmesinde gecikmeye
neden olur.
2.3. ERITROPOIETIN, ETKILERI ve YARA iYILESMESINDEKiI ROLU
Eritropoietin(EPO), 30.4 kD biiyiikliigiinde, diisiikk molekiil agirlikli bir
glikoproteindir ve eritroid seri elemanlarinin proliferasyonu, maturasyonu ve
diferansiasyonu icin mutlak gereklidir. Eritroid Onciillerin proliferasyon ve
diferansiyasyonunu arttirirken antiapoptotik proteinlerin ekspresyonunu arttirir ve
apoptozisi inhibe eder. Boylece eritropoiezis ve eritrosit kayb1 arasindaki dengeyi
saglayarak kirmizi kiire hacmini belli bir diizeyde sabit tutar ve doku

oksijenasyonunu arttirir(48-51). (Sekil 2.5)
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Sekil 2.5. Eritropoietin ve kirmizi kan hiicre kiitlesi arasi iligki.

EPO, ilk kez 19.yy’1n sonlarinda hipoksinin kirmizi kan hiicrelerini arttirdigi
fark edilince giindeme gelmistir ve 1950’lerde serum faktorii olarak tanimlanmistir.
1970’te Miyake ve ark. aplastik anemili hastalarin idrarindan elde etmeyi
basarmislardir. 1985°te insan EPO geni klonlanmistir ve o tarihten beri rekombinan

EPO kronik bobrek yetmezligi basta olmak iizere pek cok hastaligin seyri sirasinda
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gelisen aneminin tedavisi i¢in kullanilmaktadir(52). EPO’nun bir 6zelligi de ilk
klonlanan hematopoietik biiylime faktorii olmasidir (51). Endojen EPO’nun
biyolojisinin anlasilmasi ise 1990’larin basina denk gelmektedir(53).

Primer olarak bobrek korteksindeki veya medullanin dis kismindaki
peritubuler interstisiyel hiicrelerden hipoksiye yanit olarak iiretilir(11,54). Bobrekte
sentezlendigi ilk olarak Jacobson ve ark. tarafindan gosterilmistir (51). Memelilerde
gestasyonun erken donemlerinde mesonefrik bobrekte yogun olarak EPO gen
ekspresyonu saptanmaktadir. Fetal ve neonatal donemde karacigerden de
iretilebilir. Erigskin bobreginde hipoksi, DNA’ya baglanan protein olan hipoksi
induced factor-1 (HIF-1) ile EPO ekspresyonunu uyarir(55,56). Fetal ve neonatal
donemde karacierden de iiretilebilir. Karaciger EPO {iiretiminin %20’sini saglar.
Karacigerde sentezi saglayan hiicreler santral ven ¢evresinde yerlesmislerdir ancak
bobrekteki fibroblast benzeri interstisyel hiicreleri ile ortak bazi dzellikleri olan ito
hiicreleri de sentezden sorumludur(51). Bugiin artik EPO’nun fiziksel veya
metabolik stres yanitinda pek cok dokudan lokal olarak salindigi bilinmektedir(53).

EPO, 66-78kD biiyiikliigiinde bir protein yapisindadir(57). Tip 1 sitokin
ailesine iiyedir ve sitokinler i¢in klasik oldugu iizere kemik iligi disinda pek ¢ok
dokuda etkisi vardir (13). EPO sentezi esas olarak hipoksi ile regiile edilir ve
hipoksik sartlarda EPO gen transkripsiyonu artar. Sentezlenen EPO plazmaya
salinir ve depolanmaz (51).

Plazmaya salinan EPO kemik iligine geldiginde, eritroid Onciil hiicre
yiizeyindeki spesifik reseptoriine (EPOR) baglanarak hiicre i¢i etkilerini
gosterir(8,58,59). EPO reseptorii eritroid hiicre gelisiminde 6zellikle colony forming
unit eritroid(CFU-E) ve pronormoblast asamalarinda en fazla goriiliir(57). Bu
donemde 1100 reseptor/hiicre sayisina ulasilir(11). Eritroid hiicre farklilagsmasi
stiresince hiicre yiizeylerindeki EPO reseptor sayis1 azalir ve cesitli caligmalarda
retikiilosit ve matur eritrositlerin EPO reseptorii icermedigi gosterilmistir(57).
Megakaryositlerde de EPOR ekspresyonu saptanmistir(11). EPOR geni 1989’da
D’ Andrea ve ark. tarafindan murin eritrolokemi hiicrelerinden klonlanmistir. EPOR,
bir tip 1 sitokin reseptoriidiir ve bu reseptor ailesi ¢esitli interlokinler, GM-CSF, G-

CSF, biiyiime hormonu (GH) ve prolaktin reseptorlerini icerir(52,57).
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EPOR’in ekstraseliiler kismi EPO i¢in yiiksek afiniteli ve diisiik afiniteli iki
boliimden olusur(57). Reseptoriin sitoplazmik kismida aymi sekilde iki boliimden
olusur, plazma zarina yakin olan kismi sinyal iletiminden sorumludur, diger
kisminin ise sinyal iletisi ile ilgisi yoktur(60,61). Sitokin reseptorlerinin sitoplazmik
boliimleri katalitik aktiviteye sahip degildir ancak membran proksimal kisimlarinda
stnirhi  benzerlikleri vardir. Bu benzerlikler box 1 (sitoplazmik domaindeki
prolinden zengin ilk 20 aminoasit dizisi) ve box 2 (bir veya iki pozitif yiiklii
aminoasit ile sonlanan hidrofobik aminoasit kiimesi) olarak tanimlanmistir(11).

EPO, reseptoriine baglanarak bir dizi intraseliiller sinyal zincirini
tetikler(Sekil 3); reseptore bagh tirozin kinaz olan Janus family tyrozin protein
kinaz 2 (JAK?2) transfosforilasyon ile aktive olur, EPOR’nin sitoplazmik kismindaki
sekiz tirozin rezidiisiinii fosforiller. EPOR nin fosforile olan tirozin rezidiileri diger
intraseliiler proteinleri src homoloji 2 (SH2) domainleri iizerinden EPOR’iine
baglanmak iizere etkiler ve bunlarin da biiylik kismi sirasiyla fosforile olur(11).
Fosforile olarak aktive olan proteinlerden biri signal transducer and activator of
transcription 1,3,5A ve 5B (STAT 1,3,5A,5B)’dir. STAT 5 molekiilii fosforilasyon
sonrast EPOR’den ayrilir, dimerize olur, hedef genleri aktive etmek tizere niikleusa
transloke olur ve bu olaylar onciil hiicrenin proliferasyon ve diferansiyasyonunu
saglar(55,57,58). Hiicre proliferasyonunda rolii oldugu bilinen Ras/MAP kinaz yolu
da EPO tarafindan aktive edilir. EPO’nun Ras’1 pek cok yoldan aktive ettigi
gosterilmigtir. Grb2 sitoplazmik bir proteindir ve SH2 domaini iizerinden tirozin
fosforillenmis EPOR’e direk baglanabilir veya tirozin fosfataz SHP2 veya SHC ile
indirek olarak aktive eder. SHC JAK2 tarafindan EPO’ya bagimh olarak
fosforillenir, fosforile SHC fosforile EPOR’e,Grb2’ye ve SOS’a baglanir. Bu
olaylar Ras’in aktivasyonu ile sonuclanir(11). Fosfotidilinositol 3-kinaz (PI 3-
kinaz)’in p85 alt iinitesi ve EPO reseptoriiniin son tirozini SH2 domaini igerir.
Tirozin fosforilasyonu ve PI-3 kinazla olan iligkisi aktivasyon icin alternatif bir yol
olusturabilir. EPO aktivasyonuna yanit olarak SH2 nin fosforilasyonu eritroid hiicre

proliferasyonunun uyarilmasi ile sonucglanir(52,57). (Sekil 2.6)
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nuclear membrane

Sekil 2.6. EPO’nun hiicre i¢i sinyal iletisi.

Eritroid hiicrelerdeki PI 3-kinaz’in fonksiyonu tam olarak bilinmemekle
beraber PI 3-kinaz’in spesifik inhibitorii olan K562 ile tedavinin EPO’ya bagh
hemoglobin sentezini bloke ettigi gosterilmistir(62). Stem cell taktorii(SCF) veya c-
kit’in de EPOR’iiniin fosforilasyonu yoluyla EPO ile etkilesimi mevcuttur, bu
olayda eritroid hiicrelerin artmis diferansiyasyon ve proliferasyonu ile
sonuglanir(57). SCF ve c-kit eksikligi olan farelerde normal sayida erythropoietic
burst formation (BFU-E)’a sahipken CFU-E gelisimi olmaz ve agir anemi
gelisir(11).

EPOR’de box 1 JAK2 aktivitesi i¢in spesifiktir. Reseptoriin sitoplazmik
domainindeki ¢ok sayidaki tirozin rezidiisii (6zellikle 343 ve 401

pozisyonundakiler) STATS aktivasyonunu arttirir(11).
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EPOR’e ligand baglanmasi intraseliiler Ca*? artigma sebep olur. Ca’daki
artis EPO’nun voltaj bagimsiz iyon kanallarinin gecirgenligini arttirmasi ve tirozin
fosforilasyonu ile meydana gelir(11).

EPO ve EPOR dogumdan hemen sonra pek ¢ok dokuda yiiksek miktarda
bulunurken erigkinlerde ¢ok diisiik diizeyde bulunur. EPOR -/- olan embryolar noral
apoptozis sonrasi azalmig noronal progenitdr hiicre gelisimi ve anormal beyin
gelisimi gosterir(63).

Silva ve ark. EPO’nun eritroid progenitor hiicrelerde Bcl-2 ailesinden bir
antiapoptotik gen olan Bcl-xL’yi arttirarak viabiliteyi arttirdigini gostermislerdir.
Bu hiicreler EPO’suz ortamda kiiltiire edildiginde Bcl-2 ve Bcl-xL’nin azalir ve
hiicreler apoptozise ugrar(64). Bcl-xL knockout fareler fetal hayatta hematopoietik
hataya sebep olur ve embriyogenezis boyunca agir anemiye neden olur(65).

Yapilan son ¢aligmalar EPO ve EPOR’nin etkilerinin sadece hematopoietik
hiicre serilerine sinirli olmadigini gostermektedir(8,14,58). EPOR ekspresyonu
umblikal cord ve plasental endotel hiicreleri gibi pek ¢ok insan ve fare dokusunda
gosterilmistir ve EPO in vitro endotel hiicre proliferasyonunu stimule edebilir.
EPO’nun kiiltiire edilmis endotel hiicrelerinde proanjiogenik fenotipi indiikledigi,
chick koryoallantoik zarinda neovaskiilarizasyonu uyardigi, hiicre kiiltiiriinde
iiretilmis insan umblikal ven endotel hiicrelerinin proliferasyon ve migrasyonunu
arttirdigi gosterilmistir (14,58,59).

Calismalar EPO’nun pek ¢ok noneritroid fonksiyonunu gostermistir. EPOR,
miyeloid hiicreler, lenfositler ve megakaryositler gibi noneritroid hiicrelerde ve pek
cok nonhematopoetik hiicrelerde, Ornegin mesengial, miyokardial, diiz kas
liflerinde, sinir hiicrelerinde, prostat hiicrelerinde ve bobrek hiicrelerinde tespit

edilmistir (66-68)(Tablo 3.1).
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Tablo 2.3. EPOR ekspresyonu ve normal noneritroid hiicrelerde potansiyel

fonksiyonlart.
EPOR ekspresyonu Fonksiyonu
Astrositler Azalmig apoptotik hiicre 6liimii
Kardiyomiyositler Mitojenik
Endotelyal hiicreler Mitojenik
Endotelin-1 sentez ve saliimi
Anjiogenik yanit
Megakaryosit Maturasyon
Mezengial hiicreler Artmig proliferasyon(in vitro)
Miyeloid hiicreler Immunomodiilasyon
Noronlar Trofik etki
Artmis monoamin konsantrasyonu
Renal hiicreler Mitogenez
Prostat epitel hiicreleri Mitogenez
Vaskiiler diiz kas hiicreleri Kasilma

Hayvan deneyi modellerinde EPO’nun yara iyilesmesi sirasinda
angiogenesisi uyardig1 ve EPOR ekprese eden farelerde EPO sinyallerinin endotel
hiicrelerinin damar hasar1 onariminda rol oynadigi gosterilmistir(69,70).

EPO, VEGF’ye benzer bir etki ile mikrodolagimda anjiogenezisi arttirir(71).
VEGF, anjiogenezis ve artmis damar gecirgenligi icin endojen bir uyarandir,
iskemiye kars1 olusan doku yanitimi arttirir(14).

Kapiller endotelyal hiicreler intraluminal yiizeylerinde EPOR eksprese
ederler. In vitro olarak iskemiye maruz kalan endotel hiicrelerinde EPO’nun
apoptozisi antagonize ettigi saptanmistir(15).

In vitro caligmalarda EPO’nun eritropoietik aktivitesinden bagimsiz olarak
noroprotektif etkisi olduguna dair veriler vardir. Deneysel beyin iskemisi ¢alismasi
EPO ve EPOR’nin metabolik strese yanitin bilesenleri olarak etki ettigini
gostermistir(13). Bu etki tiimor nekroz faktorii (TNFa), interlokin 1 ve 6 (IL-1 ve
IL-6) gibi spesifik proinflamatuar sitokinler araciligi ile meydana gelir(63).

EPOnun miyokard ve bobrek iizerine de iskemik hasara karst koruyucu

etkisi vardir(13).
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Hematopoetik ve endotelyal hiicrelerin ortak bir hemanjioblast progenitor
hiicreden koken aldiklar fikri her iki hiicre dizisinin ortak olarak CD31 ve CD34
hiicre ylizey antijeni icermesinden kaynaklanir. Bu hipoteze dayanarak yapilan
calismalarda EPO’nun hiicre kiiltiirlerinde endotel hiicresi proliferasyon ve
migrasyonu arttirdig1 gosterilmistir(9,14).

EPO’nun VEGF ve endotel hiicreleri ile olan iliskisi neovaskiilarizasyon ve
yara iyilesmesinde onemli olabilir. Ayrica yara iyilesmesinde oldukca kritik bir rolii
olan makrofajlarda EPOR ekspresyonu saptanmistir(72). Fibrin matrikse lokal
uygulanan egzojen rekombinant EPO, doza bagli olarak graniilasyon dokusu
olusumunu artirir. Soluble EPOR veya antiEPO monoklonal antikorlar1 ise doza
bagli olarak graniilasyon dokusu olusumunu inhibe eder(72).

EPO, yara iyilesmesinin ilk fazimi (hiicresel hareketlilikte artig, hiicre
matriksinin kirtlmasi, hiicre proliferasyonu) ve onu takip eden damarsal yapilarin
olusumunu uyarir(9).

EPO bir bilylime faktorii ve anjiogenik faktor gibi davranabilir. EPO ve
VEGEF ile ilgili son yaymlar ve EPO’nun endotel hiicresi mitoz ve motilitesini

arttirma 0zelligi yara iyilesmesindeki roliinii agiklayabilir(9).
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3. MATERYAL - METOD

Bu ¢aligma, Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim
Dali, Hematoloji Bilim Dali ve Tibbi ve Cerrahi Arastirma Merkezi’'nde (TICAM)
yapildi. Calisma grubu olarak 200-250 gr arasinda degisen 31 disi Spraque-Dawley
cinsi rat, normal laboratuvar kosullarinda, rat yemi ve ¢cesme suyu ile beslendi.

Deney giinii ratlara eterle anestezi verilerek sirt tityleri tras edildi, batikon ve
ardindan SF ile yikandi. Ardindan ratlar her biri on hayvandan olusan ii¢ gruba
ayrildi.

Birinci gruba; 2 mg doksorubisin (doksorubicin HCI, Adriablastina flk
Deva) 0,5 cc steril diliisyon mayi ile sulandirildiktan sonra intradermal olarak tek
doz seklinde uygulandi.

Ikinci gruba; 2 mg doksorubisin 0,5 cc steril diliisyon mayi ile
sulandirildiktan sonra intradermal olarak tek doz uygulandi, enjeksiyondan bir saat
sonra dort kadrandan esit miktarda serum fizyolojik (SF) total volum 0,4 cc olacak
sekilde intradermal olarak enjekte edildi.

Uciincii gruba; 2 mg doksorubisin aymi sekilde sulandirildiktan sonra
intradermal olarak tek doz uygulandi, enjeksiyondan bir saat sonra 400 IU/kg
eritropoietin SF ile dilue edilerek (human rekombinant eritropoietin beta,
Neorocormon) dort kadrandan esit miktarda intradermal olarak enjekte edildi. EPO
dilue edilirken total volumun 2. gruba verilen SF’ in volumune esit olmas1 saglandi.
Deneylerde kullanilan maddeler klinikte hastalara kullanilmak iizere recete edilen
ticari Uirlinlerin tedaviden arta kalanlarindan elde edildi.

Enjeksiyon giiniinden sonraki bir aylik gbzlem siireci boyunca her hafta
ratlarin sirt bolgelerinde gelisen lezyonlar degerlendirildi, lezyonun en uzun iki dik
cap1 Olciildii ve Vargel ve ark. in yaptigi calismadaki gibi axb/2 formiiliine gore
lezyon alani hesaplandi(4). Her hafta Olctimleri takiben ratlarin fotograflari
cekilerek lezyon boyutlar1 kaydedildi.

Ay sonunda 80mg/kg pentobarbital ile intraperitoneal anestezi verildikten
sonra nekroz dokusu cevre doku ile birlikte ¢ikarilarak biyopsisi alindi. Ornekler
9%10’luk formol i¢ine koyuldu.

Patolojik degerlendirme Eskisehir Osmangazi Universitesi Patoloji

Anabilim Dali’nda yapildi. %10 formoldeki 6rneklerden parafin bloklar elde edildi.
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Bloklardan seri kesitler alinarak Hematoksilen-Eosin teknigi ile boyandi ve 1sik
mikroskopu ile histopatolojik olarak degerlendirildi. Degerlendirme uzman patolog
tarafindan kor olarak yapildi. Histopatolojik incelemede inflamasyon, odem,
epitelizasyon, neovaskularizasyon, nekroz, fibroblast proliferasyonu ve kollajen
sentezi parametreleri degerlendirildi ve 0= yok, 1= minimal, 2= orta, 3= siddetli
olarak skorlandi.

Istatiksel degerlendirmede Kruskal Wallis testi kullanilds.

Calisma icin Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’

ndan 28.09.2006 tarih ve 13 sayili karar ile onay alindi.
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4.BULGULAR

Sadece doksorubisin verilen birinci grup, doksorubisin ve SF verilen ikinci

grup ve doksorubisin ve EPO verilen iigiincii grubun lezyon boyutlan1 haftalik

olarak ol¢iildii. Gruplarin 1., 2., 3. ve 4. haftalarin sonundaki lezyon boyutlar1 Tablo

4.1, 4.2, 4.3, ve 4.4°te gosterilmistir. Tablo 4.1’te goriildiigii gibi birinci haftanin

sonunda gruplar arasi nekroz boyutunun farki degerlendirildiginde birinci ve ikinci

grup ile ikinci ve iiglincli grup arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark oldugu

saptandi. Her ii¢ grup icinde en biiyiik lezyon capi birinci grupta saptanirken iigiincii

grupta olusan lezyon boyutu en kiiciiktii.

Tablo 4.1. Birinci hafta sonunda olusan nekroz alaninin gruplar aras1 farkinin

degerlendirilmesi.
1.hafta n Mean rank Tukey HSD testi
nekroz 1 2 |3
alani
1.grup 11 20,09 ns | *
2.grup 10 18,70 ns
3.grup 10 8,80 * *
H=9.99 sd=2
p=0.007
*: p<0.05
ns: p>0.05
25+
20+
O doksorubisin
15+ B doksorubisin+SF
0O doksorubisin+EPO
10
51
0+

Sekil 4.1. Birinci hafta sonunda olusan nekroz alaninin gruplar arasi farkinin

degerlendirilmesi.




Sekil 4.2, 4.3 ve 4.4’te birinci haftanin sonunda olusan nekrozlarin 6rnek

fotograflar goriilmektedir. Ugiincii grupta olusan lezyon boyutunun diger

gruplardan kiiciik oldugu resimlerde de goriilmektedir.

Sekil 4.2. 1. haftanin sonunda 1. grupta (sadece doksorubisin verilen grup) olusan

lezyona ornek.

Sekil 4.3. 1. haftanin sonunda 2. grupta (doksorubisin ve SF verilen grup) olusan

lezyona 6rnek.
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Sekil 4.4. 1. haftanin sonunda 3. grupta (doksorubisin ve EPO verilen grup) olusan lezyona

Ikinci

haftanin

ornek.

sonunda ilerleyen lezyon boyutlart gruplar arasi

karsilastirildiginda birinci ve iiciincii gruplar arasi istatiksel olarak anlamli bir fark

saptanmistir. Tablo 4.2 ve Sekil 4.5’de goriildiigi gibi birinci gruptaki lezyon

boyutu 2. haftada da en biiyiik ve {i¢iincii grupta ise en kiiciiktiir.

Tablo 4.2. ikinci hafta sonunda olusan nekroz alaminin gruplar arasi farkinin

degerlendirilmesi.

2.hafta n Mean rank Tukey HSD testi
nekroz 1 2 |3
alan
1.grup 11 21 ns | *
2. grup 10 16,45 ns ns
3. grup 10 10,05 * ns

H=7,727 sd=2

p=0,021

*: p<0.05
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25

20
O doksorubisin

15 B doksorubisin+SF
Odoksorubisin+EPO

10

0

Sekil 4.5. ikinci hafta sonunda olusan nekroz alanmin gruplar arasi farkinin

degerlendirilmesi

Sekil 4.6,4.7 ve 4.8° de ikinci haftanin sonunda olusan nekrozlarin 6rnek

fotograflar goriilmektedir.

Sekil 4.6. 2. haftanin sonunda 1. grupta olusan lezyona 6rnek.



Sekil 4.7. 2. haftanin sonunda 2. grupta olusan lezyona 6rnek.

Sekil 4.8. 2. haftanin sonunda 3. grupta olusan lezyona ornek.
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Uciincii haftanin sonunda lezyon boyutlar1 degerlendirildiginde birinci ve
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iiclincii gruplar arasi istatiksel olarak anlaml fark saptandi (Tablo 4.3 ve Sekil 4.9).

Tablo 4.3. Ugiincii hafta sonunda olusan nekroz alanimin gruplar arasi farkinin

degerlendirilmesi

3.hafta n Mean rank Tukey HSD testi
nekroz 1 2 |3
alan1
1.grup 11 21,45 ns | *
2.grup 10 15,90 ns ns
3.grup 10 10,10 * ns

H=8,677 sd=2

p=0.013
*: p<0.05

O doksorubisin
B doksorubisin+SF
Odoksorubisin+EPO

Sekil 4.9. Ugiincii hafta sonunda olusan nekroz alanmin gruplar arasi farkinin

ornek fotograflar1 goriilmektedir.

degerlendirilmesi

Sekil 4.10, 4.11 ve 4.12’de tigiincii haftanin sonunda olusan nekrozlarin



Sekil 4.10. 3. haftanin sonunda 1. grupta olusan lezyona 6rnek.

Sekil 4.11. 3. haftanin sonunda 2. grupta olusan lezyona 6rnek.
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Sekil 4.12. 3. haftanin sonunda 3. grupta olusan lezyona ornek.

Doérdiincii haftanin sonunda lezyon boyutlar1 degerlendirildi ve birinci

grupta olusan lezyonun en biiyiik, iiclincli gruptakininse en kiiciik oldugu goriildii

ve bu fark istatiksel olarak anlamli saptandi. ( Tablo 4.4 ve Sekil 4.13 ).

Tablo 4.4. Dordiincii hafta sonunda olusan nekroz alaninin gruplar arasi farkinin

degerlendirilmesi.

3.hafta n Mean rank Tukey HSD testi
nekroz 1 2 |3
alan
1.grup 11 20,82 ns | *
2.grup 10 15,85 ns ns
3.grup 10 10,85 * ns

H=6.936 sd=2

p=0.031

*: p<0.05
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Odoksorubisin
B doksorubisin+SF
Odoksorubisin+EPO

Sekil 4.13. Dérdiincii hafta sonunda olusan nekroz alaninin gruplar arasi farkinin

degerlendirilmesi.

Sekil 4.14, 4.15 ve 4.16’da dordiincii haftanin sonunda olusan nekrozlarin

ornek fotograflar goriilmektedir.

Sekil 4.14. 4. haftanin sonunda 1. grupta olusan lezyona 6rnek.
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Sekil 4.15. 4. haftanin sonunda 2. grupta olusan lezyona 6rnek.

Sekil 4.16. 4. haftanin sonunda 3. grupta olusan lezyona 6rnek.
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Her iic grubun haftalik nekroz boyutlar1 Tablo 4.5 te toplu olarak
degerlendirilmistir. Her haftanin sonunda birinci, ikinci ve {i¢iincii grubun lezyon
boyutlar1 karsilagtinldiginda haftalar ilerledikge lezyon boyutundaki artisin

istatiksel olarak anlamli bir fark gostermedigi saptandi.

Tablo 4.5. Haftalik nekroz boyutlarinin gruplar arasi karsilastiriimasi.

Haftalar n 1.grup n 2.grup n 3. grup
Mean rank Mean rank Mean rank

1 11 20,09 10 | 18,70 10 8,80

2 11 21 10 | 16,45 10 10,05

3 11 21,45 10 | 15,90 10 10,10

4 11 20,82 10 | 15,85 10 10,85
¥*=1.737 sd=3 ¥*=0.896 sd=3 ¥’=4.565
p=0.629 p=0.826 sd=3

p=0.207
p>0.05

Sekil 4.17’de her haftanin sonunda degerlendirilen lezyon boyutunun

gruplar arasi karsilastirmasi grafik ile ifade edilmistir.

25

20 L
2
% 15 —&— doxorubicin
2 —=— doxorubicin+SF
101 doxorubicin+EPO
3

5 /

0 y

0 7 14 21 28
gunler

Sekil 4.17. Haftalik nekroz boyutlarinin gruplar arasi karsilagtirilmasi.
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Dordiincii haftanin sonunda alinan cilt biyopsileri histopatolojik inceleme ile
degerlendirildi ve inflamasyon, dédem, epitalizasyon, neovaskiilarizasyon, nekroz,
fibroblast ve kollajen olusumlar1 skorlandi.

Tablo 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11 ve 4.12’de patolojik degerlendirme icin
kullanilan parametrelerin gruplar arasi tek tek degerlendirilmesi goriilmektedir.

Tablo 4.6’da inflamasyon gelisimi gruplar arasi degerlendirildi. Her iig¢
gruptada inflamasyon gelistigi ve inflamasyon gelisiminin gruplar arasi anlaml bir

fark gostermedigi saptandi.

Tablo 4.6. inflamasyon olusumunun gruplar aras1 degerlendirilmesi.

Gruplar n Mean rank Tukey HSD testi
1 2 3

1.grup 11 18,45 ns ns
2.grup 10 16,75 ns ns
3.grup 10 12,55 ns ns

H:2,828

sd:2

p:0,243

Sekil 4.18’de inflamasyon olusumunun gruplar aras1 degerlendirilmesi

grafik olarak gosterilmektedir.

20+
18
16
144
121
10

O doksorubisin
B doksorubisin+SF
O doksorubisin+EPO

emn s

inflamasyon

Sekil 4.18. Gruplar arasi inflamasyon olusumunun degerlendirilmesi.
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Tablo 4.77da  6dem olusumunun gruplar arasi karsilagtirilmasi
goriilmektedir. Sekil 4.19°da da goriildiigi gibi 6dem olusumu gruplar arasinda

farklilik gostermemektedir.

Tablo 4.7. Odem olusumunun gruplar aras1 degerlendirilmesi.

Gruplar n Mean rank | Tukey HSD testi
1 2 3
1.grup 11 15,50 ns ns
2.grup 10 20,05 ns ns
3.grup 10 12,50 ns ns
H:4,084
sd:2
p:0,130
25-
20
154 O doksorubisin
B doksorubisin+SF
10- Odoksorubisin+EPO
5,
0,

6dem

Sekil 4.19. Odem olusumunun gruplar aras1 degerlendirilmesi.

Epitelizasyon ve neovaskiilarizasyon olusumunun gruplar arasi kiyaslanmasi
Tablo 4.8 ve 4.9°da goriilmektedir. Sekil 4.20 ve 4.21°de goriildiigii gibi liglincii

grupta her ikiside daha fazla goriilmektedir ve bu fark istatiksel olarak anlamlidir.



Tablo 4.8. Epitelizasyon gelisiminin gruplar arasi degerlendirilmesi.

Gruplar n Mean rank | Tukey HSD testi
1 2
1.grup 11 10,73 ns
2.grup 10 13 ns
3.grup 10 25,90 * *
H:15,555
sd:2
p<0,001
*: p<0,001
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epitelizasyon

O doksorubisin

B doksorubisin+SF
O doksorubisin+EPO

Sekil 4.20. Epitelizasyon gelisiminin gruplar arasi degerlendirilmesi.

Tablo 4.9. Neovaskularizasyonun gruplar arasi degerlendirilmesi.

Gruplar n Mean rank | Tukey HSD testi
1 2
1.grup 11 9,05 ns
2.grup 10 13,75 ns
3.grup 10 25,90 * *
H:22,011
sd:2
p<0,001

*: p<0,001
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O doksorubisin
B doksorubisin+SF
Odoksorubisin+EPO

neovaskularizasyon

Sekil 4.21. Neovaskularizasyonun gruplar arasi degerlendirilmesi.
Uc grup arasinda nekroz olusumu arasi farklilik acisindan degerlendirme
yapildiginda sadece doksorubisin alan grupta nekroz olusumunun en fazla oldugu

goriildii. (Tablo 4.10 ve Sekil 4.22)

Tablo 4.10. Nekroz olusumunun gruplar aras1 degerlendirilmesi.

Gruplar n Mean rank | Tukey HSD testi
1 2 3
1.grup 11 21,82 ns
2.grup 10 18,15 ns
3.grup 10 7,45 * *
H:15,684
sd:2
p<0,001

*: p<0,001
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nekroz

O doksorubisin
B doksorubisin+SF
Odoksorubisin+EPO

Sekil 4.22. Nekroz olusumunun gruplar aras1 degerlendirilmesi.

Fibroblast olusumu gruplar arasi degerlendirildiginde Tablo 4.11 ve Sekil

4.22’de goriildiigii gibi fibroblast olusumunun ii¢iincii grupta en fazla oranda

oldugu saptandi.

Tablo 4.11. Fibroblast varliginin gruplar arasi degerlendirilmesi.

Gruplar n Mean rank | Tukey HSD testi
1 2 3

1.grup 11 10,59 ns *
2.grup 10 14,80 ns ns
3.grup 10 23,15 * ns

H:12,899

sd:2

p:0,002

*: p:0,002
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fibroblast

O doksorubisin

B doksorubisin+SF
Odoksorubisin+EPO

Sekil 4.22. Fibroblast varliginin gruplar aras1 degerlendirilmesi.

Her ii¢ grubun lezyonlan histopatolojik olarak degerlendirildiginde kollajen

olusumunun ii¢iincii grupta en fazla oldugu(Tablo 4.12) ve bu farkin Sekil 4.23’te

goriildiigii gibi istatiksel olarak anlamli oldugu saptandi.

Tablo 4.12. Kollajen olusumunun gruplar aras1 degerlendirilmesi.

Gruplar n Mean rank Tukey HSD testi
1 2 3

1.grup 11 13,50 ns *
2.grup 10 15,05 ns ns
3.grup 10 19,70 * ns

H: 6,392

sd:2

p:0,041

*:p:0,041
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@ doksorubisin
M| doksorubisin+SF
0O doksorubisin+EPO

kollajen

Sekil 4.23. Kollajen olusumunun gruplar aras1 degerlendirilmesi.

Tablo 4.13 ve Sekil 4.24° te her ii¢ grubun histopatolojik incelemeleri toplu
olarak gosterilmistir. Burada da goriildiigii gibi inflamasyon ve édem olusumunda
gruplar arasi istatiksel olarak anlamli fark saptanmamasina ragmen epitelizasyon,
neovaskiilarizasyon, nekroz, fibroblast gelisimi ve kollajen olusumu arasinda
gruplar aras1 fark saptanmis ve bu fark istatiksel olarak anlamli bulunmustur.
Epitelizasyon, neovaskiilarizasyon, fibroblast gelisimi ve kollajen olusumu en fazla

ticlincii grupta goriiliirken ayni grupta nekroz olusumu en azdir.
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Tablo 4.13. Ug grubun histopatolojik incelemelerinin toplu olarak

degerlendirilmesi.
1.grup 2.grup 3.grup

1nﬂamasyon 18,45 16,75 12,55 H: 2,828+2
P: 0,243

Odem 15,50 20,05 12,50 H: 4,084+2
P: 0,130

Epitelizasyon 10,73 13 25,90 H: 15,5552
P< 0.001

Neovaskiilarizasyon | 9,05 13,75 25,90 H: 22,0112
P< 0.001

Nekroz 21,82 18,15 7,45 H: 15,684+2
P< 0.001

Fibroblast 10,59 14,80 23,15 H: 15,684+2
P<0.001

Kollajen 13,50 15,05 19,70 H: 6,392+2
P: 0,041




44

30

25

20

15+

10+

1 2

3

4

5

6

|

O doksorubisin
® doksorubisin+SF
O doksorubisin+EPO

Sekil 4.24. Ug grubun histopatolojik incelemelerinin toplu olarak degerlendirilmesi

( 1: inflamasyon, 2: 6dem, 3: epitelizasyon, 4: neovaskularizasyon, 5: nekroz, 7:

fibroblast, 8: kollajen ).
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S5.TARTISMA

Doksorubisin sik kullanilan bir kemoterapdtik ilagtir. Hastalarin yasam
kalitesini diisiiren damar disina sizma, intraven6éz uygulama sirasinda meydana
gelen ve oldukca sik goriilen 6nemli bir yan etkisidir. Tedavide pek c¢ok ajan
denenmis ancak hicbirinin etkinligi yeterli bulunmamistir. Bu noktadan hareketle
biz ¢alismamizda EPO’nun doksorubisin ekstravazasyonu sonucu meydana gelen
cilt nekrozunun tedavisindeki yerini arastirdik ve Onemli etkileri oldugunu
gosterdik.

Deney protokoliinii Vargel ve ark. nin (4) 2002 yilinda yaptiklari ¢calismadan
uyarladik. Deney hayvanlarinda olusan lezyonlar haftalik olarak degerlendirildi ve
literatiirde doksorubisinle yapilan calismalarda belirtilen, cilt nekrozunun
maksimum boyuta ulastig: siireden iki hafta sonra yani 4. haftanin sonunda ¢alisma
sonlandirildi. EPO, Galeano ve ark. (9) tarafindan daha once yapilan ¢aligmalarda
diabetik farelerde yara iyilesmesini arttirdig1 saptanan dozda kullanildi.

Calisma sirasinda her ii¢ grupta olusan nekroz boyutlarida haftalik olarak
degerlendirildi. Birinci, ikinci, iiclincii ve dordiincii haftalarin sonunda sadece
doksorubisin verilen, doksorubisin ile birlikte SF uygulanan, doksorubisin ve EPO
uygulanan gruplarin nekroz boyutlart karsilastirldiginda SF uygulanan gruptaki
nekroz boyutunun sadece doksorubisin uygulanandan kiiciik oldugu saptanmasina
ragmen EPO uygulanan grubun nekroz boyutunun en kiiciik oldugu ve diger
gruplarla arasindaki farkin istatiksel olarak anlamli oldugu saptandi. Bunun
nedeninin EPO’ nun nekroz gelisimini Onlemesi ve yara iyilesmesini azaltmasi,
doksorubisin ve SF verilen grupta ise SF’in doksorubisini dilue etmesi oldugu
diisiiniildii. Benzer olarak, Vargel ve ark.nin yaptig1 calismada (4) doksorubisinin
neden oldugu cilt nekrozunun onlenmesinde GM-CSF ve G-CSF’nin rolleri
arastirildiginda 10 giiniin sonunda GM-CSF ve G-CSF ile tedavi verilen gruplarda
iilser boyutunun kontrol grubuna gore daha kiigiik oldugu saptandi. Bu calismada da
bizimkine benzer sekilde doksorubisinin SF ile dilue edilmesi ortaya ¢ikan nekroz
boyutunun kiiciik olmasma ragmen EPO gibi bir biiylime faktorii olan CSF’lerin
daha etkin oldugu saptandi.

Ancak her grubun birinci, ikinci, {ligiincii ve dordiincii haftalarin sonunda

nekroz boyutlan Olgiildiikkten sonra nekroz boyutundaki artis karsilastinldiginda
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istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi. Bizim sonug¢larimizdan farkli olarak,
literatiirde 2002 yilinda Askar ve ark.(17) tarafindan yayinlanan bir calismada
doksorubisin ile cilt nekrozu olusturulan deney hayvanlarinda iilser alaninin 2 ve 3.
haftalarda en biiyiik boyutlara ulastigi saptanmistir. Ay sekilde Vargel ve ark.’
m(4) yaptig1 ¢calismada da iilser boyutlarinin 2. haftanin sonunda en biiyiik oldugu
saptandi. Bir kez dokuya gecen doksorubisinin haftalarca ayn1 yerde kalarak doku
nekrozu yapabilecegi bilindiginden nekroz boyutunun haftalar ilerledikce degisiklik
gostermemesi ilacin dilue edilmesinin yada EPO’ nun tedavi edici 6zelliginden ¢ok
nekroz olusumunu 6nlemede etkin olmasina bagl oldugu diisiiniildii. Ciinkii EPO
verilen grupta ilk haftadan itibaren lezyon boyutu en kiiciik olmasina ragmen
ilerleyen haftalarda olusmus nekroz boyutunda bir gerileme saptanmamustir.

Deney sonunda hayvanlardan lezyon biyopsileri alindi ve histopatolojik
olarak inflamasyon, Odem, epitelizasyon, neovaskiilarizasyon, nekroz gelisimi,
fibroblast gocii ve kollajen olusumu agisindan degerlendirildi. Parametreler cilt
lezyonu olusumu ve yara iyilesmesinin basamaklarindan segildi.

Her {i¢ grubun biyopsi Ornekleri inflamasyon gelisimi ag¢isindan
degerlendirilip elde edilen sonuglar karsilastirildiginda gruplar aras1 fark olmadigi
saptandi. Literatiirde ekstravazasyon alanina glukokortikoid enjeksiyonu ile yapilan
calismalarda da yara iyilesmesi iizerine etkisi olmadigi goriilmiis ve bunun
nedeninin doksorubisinin inflamasyon gelisimine neden olmadan direk doku hasari
yapmast oldugu diisiiniilmiistiir(6). Benzer sekilde calismamizda inflamasyon
olusumunda gruplar arasi fark goriillmemesinin EPO’nun yetersiz antiinflamatuar
etkisinden degil doksorubisinin inflamasyon gelisimine sebep olmamasindan
kaynaklandig1 seklinde degerlendirilmistir.

Calismamizda epitelizasyon ve neovaskiilarizasyon gibi yara iyilesmesinin
iki onemli basamaginin EPO uygulanan grupta SF uygulanan ve herhangi bir ajan
kullanilmayan gruba gore istatiksel olarak anlamli derecede artmis oldugunu
gozledik.

Jaquet ve ark.(73) tarafindan insan erigskin miyokard dokusundan kéken alan
endotel hiicreleri iizerinde tHUEPO ve VEGF’nin anjiogenik etkisini karsilastiran

bir ¢alisma yapildi ve rHuEPO ile uyarilan kapiller gelisimin uyarilmayan
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fizyolojik gelisime gore %220 fazla oldugunu, EPO’nun VEGF ile benzer
anjiogenik potansiyele sahip oldugu rapor edildi.

Buemi ve ark.(14) tarafindan yapilan calismada iskemik cilt nekrozlarinin
iyilesmesinde rHuEPO’nun etkisi arastirilmig, neovaskularizasyonu ve dermal
rejenerasyonu arttirma yoluyla yara iyilesmesini arttirdigi saptanmistir.

rHuEPO, insan endotel hiicrelerinde erken (hiicre proliferasyonu ve matriks
metalloproteinaz -2 aktivasyonunu arttirir) ve ge¢ (vaskuler tiipe farklilasma)
anjiogenik olaylar arttirarak proanjiogenik fenotip olusumunu indiikler(58,73).

Diabetik fareler iizerinde Galeano ve ark.” nin(41) yaptigr caligmada
diabetik farelerde oldugu gibi normoglisemik farelerde de rHUEPO uygulamasinin
yara iyilesmesini arttirdigi gozlenmistir. Buda EPO’nun yara iyilesmesinde
fizyolojik bir rolii oldugu, farmakolojik dozlarda kullanildiginda anjiogenik etkisi
oldugu hipotezini destekler.

EPO ve EPOR’nin vaskuler fonksiyonlar iizerindeki potansiyel rolii in vitro
ve semi-in vivo caligmalarla arastirilmis ve rat aortik ringlerinde mikrovaskuler
dallanmay1 arttirdig1 saptanmistir(58).

Literatiirde doksorubisin uygulanan deney hayvanlarinda meydana gelen cilt
nekrozlarinin histopatolojik incelenmesinde 10. giinde koagiilasyon tipi iskemik
nekroz olustugu, ciddi vaskuler hasarin goriildiigii ve neovaskularizasyon meydana
gelmedigi rapor edilmistir(4). Buradan yola c¢ikarak anjiogenesis ve
neovaskularizasyonu arttiran EPO gibi bir ajanin nekroz gelisimini 6nleyebilecegi
ve tedavi edebilecegi diisiiniilebilir.

Fibrin matrikse lokal uygulanan egzojen rekombinan EPO doza bagh olarak
graniilasyon dokusu olusumunu arttirir(72). Endojen EPO, EPO reseptor yada
antiEPO monoklonal antikorlar1 ile noétralize edildiginde doza bagli olarak
graniilasyon doku olusumunuda inhibe oldugu gosterilmistir(14).

VEGF ile sinerjistik etkisi oldugu saptanan EPO anjiogenesisi artirir ve bu
da yara iyilesmesinin en énemli basamagidir. Hematopoietik ve endotelyal hiicre
yiizeyinde ortak saptanan bir marker olan CD31 ekspresyonu EPO’ nun etkisi ile
artar. Bu ve yukarida bahsedilen diger verilerin 1s18inda EPO’ nun yara
iyilesmesinde onemli bir etkisi oldugu goriilmektedir. Literatiirde EPO ile yapilan

calismalardan elde sonuglar bizim c¢alismamizla karsilagtinldiginda yara
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iyilesmesini arttirdigi yoniindeki bulgularin Ortiistiigiinii ve buradan yola ¢ikarak
yaptigimiz ¢alismada doksorubisinin cilt altina sizmasinda meydana gelen nekrotik
lezyonun iyilesmesinde etkin oldugunu saptadik.

rHuEPO uygulamasinin artmis inducible nitric oxide sentaz(iNOS)
ekspresyonu ile yara iyilesmesini arttirdigi diistiniilmektedir. Soluble EPOR veya
antiEPO monoklonal antikorlar1 uygulandiginda iNOS diizeyleri ve yara iyilesmesi
azalmaktadir. iNOS’un yara iyilesmesindeki onemi iNOS knockout farelerde
calisilmis ve azalmig epitelizasyon ve yara kontraksiyonuna neden oldugu
saptanmis. iNOS genlerinin kutandz yaralara direk transfeksiyonunun da kollajen
sentezini, epitelizasyonunu ve yara kontraksiyonunu arttirdigi gosterilmis(8).
Galeano ve ark.(9) bu noktadan yola ¢ikarak deneysel yanik yaralarina EPO’nun
etkisini arastiran bir calisma yapmislardir ve EPO’nun reepitelizasyonu, VEGF
sentezini ve doza bagl olarak iNOS sentezini arttirarak yara iyilesmesini arttirdigini
saptamiglardir. Ayni calismada rHuEPO’nun inflamatuar infiltrasyonu ve yamk
O0demini  azaltirken dermal ve epidermal rejenerasyonunu, fibroblast
proliferasyonunu ve anjiogenesisi uyardigi saptanmistir. Biz de calismamizda,
doksorubisinin ekstravazasyonu sonucu cilt nekrozu olusturdugumuz ratlardan
rHuEPO  verdigimiz  grupta  fibroblast gelisimini, epitelizasyonu ve
neovaskiilarizasyonu en fazla saptadik ancak literatiirden farkli olarak 6dem ve
inflamasyon gelisiminde SF verilen veya tedavisiz izlenen grupla EPO verilen grup
arasinda istatiksel olarak anlamli fark saptamadik.

2000 yilinda Banerjee ve ark.(58) tarafindan endotel hiicre Kkiiltiiriinde
yapilan calismada EPO’nun vaskuler fonksiyon, sinyal transdiiksiyonu ve enerji
transferinde rolii olan pek ¢ok gen ekspresyonunu arttirdigi gozlenmistir. Bu veriler
literatirde ve bizim calismamizda gozlenen EPO tedavisi alan gruplarin
histopatolojik incelemesinde saptanan artmis neovaskiilarizasyonun patogenezini
aciklamaktadir.

Sayan ve ark.(40) tarafindan yapilan calismada eritropoietinin yara
iyilesmesine ve anjiogenesise etkisi arastirllmistir. rHuEPO ile tedavi edilen fare
grubunda reepitelizasyon, kollajen sentezi, VEGF iiretiminin daha fazla oldugu
saptanmig, Orneklerin histopatolojik incelemesiyle rHuUEPO’nun dermisin

organizasyonunu uyardigi sonucuna varilmis. Artmis anjiogenesisin ise diger
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calismalarda oldugu gibi indiiklenen VEGF sentezinden kaynaklandigi saptanmistir.
Ayni ¢alismada, rHUEPO verilen grupta proliferasyon, kollajen sentezi ve matriks
remodellingin artmis oldugu goriilmiistiir ve EPO’nun fibroblast fonksiyonlarim
etkileyerek kollajen sentezini arttirdigi diisiiniilmiistiir. Bizim calismamizda da
Sayan ve ark. calismasinin sonuglarina benzer olarak EPO verilen grupta fibroblast
olusumu, kollajen sentezi, epitelizasyon tedavi verilmeyen veya SF verilen kontrol
gruplarindan istatiksel olarak anlamli olacak sekilde fazlaydi.

Calismamizdan elde edilen veriler topluca degerlendirildiginde, EPO’nun
doksorubisinin ekstravazasyonuna bagl cilt nekrozunun tedavisinde etkin oldugu
ve ekstravazasyon gelistiginde uygulanan EPO’nun nekroz gelisimini 6nledigi veya
gelisen nekrozun cilt alt1 dokulara yayilimini azalttigi sonucu goriilmektedir. Ancak
olusan nekroz boyutlarinin haftalik degerlendirilmesine bakilirsa meydana gelen
nekrozun boyutunda gerilemeye yol agmadigi saptanmistir. Literatiirde 2003 yilinda
Haroon ve ark.(8) tarafindan yapilan bir ¢alismada in vivo olarak fibrine bagli yara
iyilesmesinde EPO’nun rolii arastinnlmis ve lokal tek doz EPO uygulamasinin yara
iyilesmesini belirgin olarak arttirdigr saptanmistir. EPO’nun yara iyilesmesini
saglayan etkisinin graniilasyon dokusundaki anjiogenesisi arttima ve endotel
hiicrelerinin migrasyon ve proliferasyonunu stimule etme 06zelligine bagli oldugu
saptanmistir.

Aydimnlatilmast  gereken bir soru da  kemoterapdtik  ilacin
ekstravazasyonunun tedavisinde eritropoietinin, bu konuda onerilen DMSO, GM-
CSF,G-CSF, diisiikk molekiiler agirlikli heparin gibi tedavi yontemlerinden daha
etkin olup olmadigidir. Bu sorunun cevabi EPO’nun diger ajanlarla karsilastirmali
olarak arastirilmasi ile ortaya konabilir.

Sonug olarak, ¢alismamizda EPO’nun non-hematopoietik bir etkisini; yara
iyilesmesine olumlu etkisini gosterdik. Bizim c¢alismamizi literatiirden ayiran
ozelligi doksorubisinin ekstravazasyonunun tedavisinde EPO’ nun ilk kez
kullanilmas ve tedavide etkinliginin gosterilmesidir. Yapilacak insan calismalari ile
EPO’ nun doksorubisinin ekstravazasyonunun standart tedavisinde kullanabilecek

bir ila¢ olarak yeri ortaya c¢ikacaktir.
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6.SONUCLAR

Doksorubisinin ekstravazasyonu sonucu ortaya c¢ikan cilt nekrozunun
tedavisinde eritropoietinin yerini ortaya koyma amaciyla yaptigimiz ¢alismamizda
asagidaki sonuglara varilmistir.

1. Doksorubisin verilen, doksorubin, ardindan SF verilen grup ve
doksorubisinin ardindan EPO verilen gruplarda olusan lezyon boyutlar1 birinci
haftanin sonunda gros olarak degerlendirildiginde en biiyiik lezyon capi birinci
grupta saptanirken {iciincii grupta olusan lezyon boyutu en kiiciiktii. Buda EPO’

nun nekroz olusumunu énleyici etkisinin mevcut oldugunu ortaya koymaktadir.

2. Lezyon boyutlari ikinci haftanin sonunda gros olarak degerlendirildiginde
birinci gruptaki lezyon boyutu en biiyiik, liciincii gruptaki ise en kiigiiktii ve EPO’

nun ekstravazasyon sonrasi olusan lezyon icin koruyucu etkisini gostermektedir.

3. Deneyin sonlandirildigi dordiincii haftanin sonunda da birinci gruptaki
lezyon boyutunun en biiyiik ve iiciincii grupta ise en kiiciik oldugu goriilmektedir.

EPO’ nun doksorubisine bagl gelisen cilt nekrozunu onlemektedir.

4. Deneyin sonunda ratlardan alian cilt biyopsileri histopatolojik olarak
inflamasyon, Odem, epitelizasyon, neovaskularizasyon, nekroz fibroblast ve
kollajen olusumu parametreleri ile degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda ii¢
grubun inflamasyon gelisimi acisindan fark gostermedigi goriilmiis, EPO’ nun
antiinflamatuar olmadig1 sonucuna varilmistir.

5. Benzer sekilde EPO’nun 6dem olusumuna etkisi yoktur.

6. Epitelizasyon olusumu degerlendirildiginde EPO verilen grupta
epitelizasyonun en fazla olup EPO’nun epitelizasyonu arttirdigi saptanmistir.

7. Gruplar aras1 neovaskularizasyon olusumu karsilastirildiginda iiciincii
grupta neovaskularizasyon gelisiminin en fazla oldugu goriildi. EPO’ nun
neovaskiilarizasyonu arttirici etkisi vardir.

8. Biyopsiler nekroz olusumu agisindan degerlendirildiginde birinci grupta
en fazla, iiclincii grupta ise en az oldugu saptandi. EPO nekroz gelisimini
onlemektedir.

9. Fibroblast olusumu gruplar arasi karsilastirildiginda iiciincii grupta diger

iki gruptanda fazla oldugu saptandi. EPO fibroblast gogiinii arttirmaktadir.
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10. Histopatolojik degerlendirmenin son parametresi olan kollajen olusumu
iiclincii grupta daha fazladir. EPO, yara iyilesmesinin diger basamaklarinda oldugu

gibi kollajen olusumunu da arttirmaktadir.
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