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GIRIS

Insanlik kadar eski bir gegmige sahip olan “yara iyilegmesi” yillardir birgok
aragtirmalara konu olmasina kargin net olarak aydmlatilabilmis degildir. Bugtin bilinen
iyilestirme yontemleri ile ilgili ¢aligmalar oldukca fazladir. Yaranm agik birakilarak
iyilestirilmesi olarak tammlanan sekonder yara iyilesmesi iie greftleme  (hastamn bir
bagka viicut alamindan, anatomik kanlanma desteginden aynlarak elde edilen epidermis
ve dermisi iceren otojen doku yoluyla) veya fleple kapatun (goklukla ilerletme,
dondiirme veya pozisyon deistirme seklinde gevre deri —fasya —kas vb. dokular
yoluyla) seklindeki iyilesme arasinda bilinen Ustinliklerin dogrulanmas1 ve
mekanizmalarinin  ortaya konmasi yoninde Onemii cabalar gosterilmigtir (1,2).
Fleplerin, sekonder iyilesme ve greftlemeye gore; renk uyumunun daha iyi olmasi,
canliligii koruma sansimn fazla olmasy, daha az kontrakte olmasi, defekt igin yeterli
kiitle saglamasi ve dig ortama daha dayamkli olmasi gibi wstiinlikleri vardir. Bunlarin
vamnda flepler, graniilasyon dokusunun yeterince ve zamaminda uzaklagtinlmasim da
mu saglamaktadir ve yine bu sliregte apoptosisin bir roli var mudir sorularina heniiz
cevap bulunamamustir (3). Sekonder iyilesmeye gore greft ve flep cerrahisi sonras: yara
zemininde granilasyon dokusundaki azalma birgok caligmayla ortaya konmus olup
bunun apoptosis yoluyla olup olmadift aragtimamiza konu olmugtur. Graniilasyon
dokusunun yeterince ve zamamnda azalmamas: veya ortadan kalkmamasi, hipertrofik
skar , kot kozmetik goriiniim, travmalara direng azalmasi gibi istenmeyen durumlarla
sonuglanacaktir (4). Arastrmamuzda apoptosisin graniilasyon dokusunun ortadan
kalkmasindaki rolu, farkli yara kapatim modelleri arasinda apoptotik hiicre yok
olmastun farkhiliklan, htcre proliferasyonunun bununla iligkisi ortaya konmaya
¢aliglmugtir. Apoptosisi indiikleyen ya da inhibe eden etkenlere flep veya grefi

cerrahisinin etkileri tartigilmgtar.



GENEL BILGILER

Hekimlik sanatinm 6nemli bir ugras alanim olusturan yara iyilesmesi, sanilanin
aksine oldukga karmagik bir siiregtir. Ozellikle problemli ve kompleks yaralarda bilingli
ve Ozenli bir yaklagim bagarida 6nemli rol oynar. Farkh tanimlamalara her zaman
rastlaniimakla birlikte yaramn kapatilmasi ii¢ degisik sekilde gergeklestirilmektedir (5).

Primer kapama:Yara dudaklanmn karsilikly yaklastinlip dikis, zimba, bant vb.
yardimiyla birbirine futturulmasidir. Cerrahi insizyonlar buna drektir.

Sekonder kapama: Bazi durumlarda primer kapama miimkiin olmaz ve yara -
igindeki canli epiteliyal elementler (deri ekleri vb.) veya gevre epitelinin ilerlemesi
yoluyla spontan reepitelizasyon beklenir. Asin fibroplazi ve kontraksiyonla sonuglanan
bu iyilesme sekli agik yara iyilesmesi olarak da bilinir.

Tersiyer kapama: Defekt alamna yakin ya da uzak bir bagka viicut alanindan
anatomik kanlanma desteginden ayrilarak veya ayriimadan dokularin getirilerek yaranin
kapatilmasidir. Grefiler ve flepler bunun érnegidir.

Yara bakim ve onarim multidisipliner bir yaklagimi gerektirse de ozellikle
giinimiizde rekonstrilktif plastik cerrahinin  temel wugras alamdir. Yaramn
kapatilmasinda bir algoritma olarak sunulan rekonstriiktif basamak basitten karmasiga
dogru su ybntemleri kapsar: Primer kapama, deri grefti, lokal flep ve uzak flep (6).
Direkt — primer kapama elverish olan her durumda éncelikli bir yaklasimdir. Ancak
kompleks yaralarda ( doku defekti, enfeksiyon ve/veya nekroz varligi ile primer kapama
i¢in Ongoriilen kritik zamanin agilmas gibi durumlarda ) diger tedavi segeneklerine olan
gereksinim artmaktadir. Dikkat edilirse ¢agdas yara tedavisinde sekonder iyilegsmeye —
en azindan bu algoritmada — yer verilmemistir. Ancak daha ileri tekniklerin
uygulanamadifs durumlarda ya da o tekniklere hazirhk agamalannda agik yara

iyilesmesinin Snemi biiyiiktiir ve bilinmesi zoruniudur,



YARA IYILESMESI

Yumusak doku yara iyilesmesi, doku hasart sonrasi baslayan ve oldukca
karmagik bir olaylar bitiinidiir. Bu sire¢ anjiogenezisin hiicresel koordinasyonunu,
kollajen / matriks doniigimini ve epitelizasyonu kapsar (7). Bunlardan birisi yetersiz
olursa normal yara iyilesmesi gerceklesmeyecektir. Yara iyilesmesi agagidaki dort
asamayi igerir (8 ).

1. Hemostaz (ilk dakikalar )

a. Platelet agregasyonu ve degraniilasyonu
b. Kan pihtilagmasi
2. inflamasyon ( 0 3. giinler )
a. Hiicre gogu
b. Debridman ve infeksiyonla miicadele
3. Proliferasyon ( 3 — 12. giinler )
a. Neovaskilarizasyon
b. Hiicre proliferasyonu
c. Epitelizasyon
d. Granilasyon dokusu formasyonu

4. Remodelizasyon ( 3 giin — aylar )

a. Graniilasyon dokusunun gerilemesi

b. Kollajen ve matriks remodelizasyonu
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Kontraksiyon

Skar maturasyonu

Doku hasars sonrasi hemoraji ve kompleman aktivasyonu ile baglayan bu siireg
ashnda i¢ ige gecmis bir dizi olaydir. Hucreler arasi yogun bir iliski ve birbirini
tetikleme mekanizmast yoluyla yirimektedir (9,10). Bu hiicresel koordinasyon
olayinda en énemli rolleri trombositler, makrofajlar, lenfositler ve hasarli hiicrelerden
salan biiyiime faktorleri oynarlar.

Hemostaz: Yumusak doku yaralanmasi sonrasi kanamay: en aza indirgemek i¢in
vazokonstritksiyon ve koagiilasyon devreye girer. Kan urinlerinin damar digina gikmasi
trombosit agregasyonunu uyarir ve bu yolla piht1 olusumu ve hemostaz saglamr. Agrage

trombositlerden fibrin uyansiyla PDGF , EGF , IGF-1, TGF-B ve FGF saluur. Bu



yolla epiteliyal ve endoteliyal hiicreler ile fibroblastlarin proliferasyonu ve migrasyonu
saglamir (11). Bunu vazodilatasyon ve kan akiminin artmas izler.

Inflamasyon: Hasarh ya da 6lii parenkimal hiicreler, inflamatuvar hiicrelerin yara
alanina gogiine sebep olurlar. Once notrofiller, daha sonra monositlerden koken alan
makrofajlar iyilesme yamtin desteklerler. Etkileri aslinda bakteri yikilimi ve yara
debridmani ile makrofajlardan salman sayisiz blyime faktérleri yoluyla gerceklesir
(12). Lenfositler ve onlarn riinleri de bu siirece yardime: olurlar (13).

Proliferasyon: Yara kenarlarindaki damarlar anjiogenez yoluyla yara igersine
dogru go¢ ederler. Fibroblastlar fibrin matriks boyunca yara igerisine yolculuk ederler.
Devaminda graniilasyon dokusu olusur. Graniilasyon dokusu fibroblastiar, makrofajlar
ve yeni damarlann i¢inde bulundugu yumusak konnektif doku matriksinden olugur
(7,14). Yaralanmadan sonraki ilk dort gin iginde en onemli matriks komponenti
hyaluronik asittir. Sonra hyaluronik asit diger proteoglikanlarla yer degistirir (15).

Remodelizasyon: Yara iyilesmesinin en uzun fazidir. Grantilasyon dokusu aylar
icinde gerilerKollajen remodelizasyonu gercevesinde fibronektin ve tip 3 kollajen
duzeyleri duger. Grantilasyon dokusu tip 1 kollajen, elastin fibrilleri, proteoglikanlar ve
glikoproteinlerte yer degistirir (7,16). Kollajen ve ekstraselliller matriks irtinleri
devamh degisim halindedirler (17). Yara remodelizasyonunda kollajenaz, hyaluronidaz,
plazminojen aktivatorleri ve elastaz aktif rol alirlar, Matrikste hyaluronat, dermatan
siilfat ve kondroitin siilfatla yer degistirir. Bu degisiklik ¢evrede hiicre migrasyonunu
azaltir, hiicre farklilasmasim tegvik eder. Plazmin fibrini yikar. Urokinaz kollajenazi
aktive eder. Bu da kollajenin yikihmim arttinir. Elastaz ise elastini yikar. Biitiin bunlarin
sonucu skar dokusudur (18). Kollajen ¢apraz baglan yoluyla skar gerilme direnci artar.
Ozellikle deri yiizeyinde rastgele dagilim gosteren kollajen demetleri diizenli hale gelir.
Yaralanmadan 6-12 ay sonra kollajen sentezi buiytik oranda normale doner (7). Iyilesmis
dokunun direnci asla yaralanmadan onceki diizeyine ulagamaz (19).

Fibrozis normal yapisal dokunun yerini fonksiyonel olmayan skar dokusunun
almasidir. Bunun asiri olmas: keloid ve hipertrofik skar olarak klinige yansir. Keloidden
izole edilen fibroblastlar normal derininkilere gore 2-3 kez daha fazla kollajen iretirler
(20). Bazi aragtincilar keloidlerde kollajen yrkiimini, asin miktardaki alfa globulinlerin
inhibe ettigini bulmuglardir (21). Normal dokulardaki kollajen olduk¢a giiclii ve
organizedir. Skarlardaki kollajen ise kigik ve rastgele dizilmigtir. Yaralanmadan 4

hafta sonra epitel intakt olsa da gerilme kuvveti yalntz %25 dolayindadir. Iyilesmis
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yaradaki maksimum gerilme kuvveti %80 civarindadir (22). Kollajen remodelizasyonu
yaralanma sonras: 2 yila kadar devam edebilir (23). -
Kompleks yaralarin onanmmu igin sunulan rekonstriiktif basamak semasinda direkt
kapamanin diginda Onerilen deri greftleri ve flepleri tersiyer kapama ya da {igiincii yara
iyilesmesinin seklidirler. Bu konulan biraz irdelemek yerinde olacaktir, Viicuttaki
birgok dokunun tek tek ya da kompozit formda greft veya flep seklinde aktanlmalar
mumkiindiir. Problemli yaralann iyilestirilmesinde ve travmatik ya da iatrojenik

defektlerin onarimnda bu segeneklerden genis sekilde yararlamlmaktadir.
DERI GREFTLERI

Anatomik kanlanma desteginden aynlarak bir baska alana aktarilan dokuya greft
denir. Deri greftleri, igerdikleri dokunun kahnlima goére kismi kalnlikta deri greftleri
(KKDG) ve tam kahnlikta deri greftleri (TKDG) olarak smflandirihirlar. KKDG
epidermisin tamamim ve dermisin kalinligina gore bir kismim igerir (24). 1k biyolojik
deri transferini 1870 yilinda Reverdin yaymlamstir (25). Pollock ilk basarth otogrefti
rapor etmigtir (26). 1.Dunya savagt yillarinda gok ince deri greftini  Thiersch
kullanmistir ve bu grefiler daha ¢ok bu adla anilagelmistir (27). TKDG epidermis ve
dermisin tamamini igerir ve itk yaymnlayiciss Wolff olarak bilinir.(28) Her iki cesit

greftin avantaj ve dezavantajlar vardr (29). (Tablo 1)

Tablo 1: Farkh greftlerin birbirlerine kargt avantaj ve dezavantajlan

KKDG TKDG
Avantajlari 1.Daha elverigsiz alict alanda 1.Kontraksiyona direngli olmas:
kullanabilme 2.Pigment ve yiizey dzelliklerinin
2. Daha fazla elde edilebilme daha iyi olmast
3.Biiyiime potansiyeli tagimasi
4 Reinervasyon potansiyelinin

daha fazla olmasi

Dezavantajlart 1. Anormal pigmentasyon 1. Yeterli altc1 alan vaskiilarizasyon
2. Yetersiz kozmetik goriintim ihtiyact
3.Cevresel etkenlere duyarlilik 2.Genig alanlar igin donér alan
4 Kontraksiyona egilim yetersizligi



KKDG dermatom yardimiyla alinabilirken, TKDG bistiiri kullanilarak elde edilir.
KKDG viicudun herhangi bir alanindan alinabilir. Greftlenecek bélgeye gore renk
uyumu goz online alinr ve donér alanda miimkiin olan en az skar igin ¢aligilir,. TKDG
igin de ayni 6zelliklere dikkat edilmekle birlikte donor alan igin en fazla tercih edilecek
bolgeler; dist gdz kapag, postaurikiler bolge, supraklavikiiler alan, kasik, distal onkol,
antekiibital fossa ve prepisyumdur (29,30).

Deri  grefilerinin tutmast 3 fazda gergeklegir. Ilk 48 saatte greftin beslenmesi
plazmatik imbibisyon yoluyla gerceklesir. Bu erken postgreft donem dolagim
gerceklesinceye kadar devam eder. Bu stire sonrasinda greft ile alici yatak arasinda ince
bir vaskiiler sebeke kurulur. Inoskiilasyon diye adlandirilan bu désnemde damarlar aras
anastomotik  baglantilann  alt yapist kurulur. Ancak aktif dolasim heniiz
baslamamigtir Eszamanlt olarak ahcr yataktan grefiin igine dofru damarlarin girip
limenlerinin akima izin verecek sekilde karsilikli acilmasi gozlenir ki bu déneme

penetrasyon (kapiller ingrowth) ad: verilir (31,32).
DERI FLEPLERI

Deri fleplerini anlayabilmek icin derinin vaskiiler anatomisinin iyi bilinmesi
zorunludur, Subdermal vaskiiler pleksus ve onun uzantilar bitin viicutta deri altinda
uzanan kas ve fasyanin beslenme paternleriyle yakindan iligkilidir. Derinin kan destegi
basit olarak {i¢ dnemli bilesenle sematize edilebilir.(33)

Segmental damar yapr aortamn dallarindan  olusur. Femoral ve interkostal
damarlar buna Ornektir. Perforan damarlar segmental damar yapidan koken alir ve
ligtinctl yap: olan kiitanéz damar yapi ile baglant: halindedir.

Kutandz vaskiiler yapi, viicud derisinin ¢ofunu besleyven muskiilokiitaneal
sistem ve yalmzca sinirh bir alamm besleyen direkt kiitandz sistemden olusan iki alt
gruba aynlir (34). Miskilokiitaneal sistem deriye dikey olarak seyrederken direkt
sistemde damarlar deriye paralel olarak yerlesirler.

Deri igerikli fleplerin simflandirilmalan  kompozisyonlarina, kan desteklerine ve

mobilizasyonlarina gore yapihir (35).



Kan desteklerine gore deri fleplerinin sintflandirmasi (34,36),

Random flep spesifik arterivel ve vendz sisteme sahip olmayan fleplerdir.
Planlanmalarinda uzunluk/genislik oranlari goz éniinde bulundurulur. Miskilokiitan
perforanlarca desteklenen dermal-subdermal pleksus bu flebin perflizyonunu
gerceklestirir.

Aksiyel-arteriyel flep tanimlanmis bir arteriyel-venoz sisteme sahiptir. Spesifik

direkt kiitandz damarlar deri altinda kasin yiizeyinde seyreder.

Kompozisyonlarina gore deri icerikli fleplerin siniflandirmast (37),

Deri flepleri
Kas-deri flepleri
Fasya-deri flepieri
Kemik-deri flepleri

S N

Inerve (duyulu) deri flepleri

Mobilizasyoniarina gére deri fleplerinin siniflandirmast (34);

A. Lokal flepler
1. Sabit bir nokta etrafinda hareket eden flepler
Rotasyon flepleri
Transpozisyon flepleri
Interpolasyon flepleri
2. Tlerletme flepleri
Tek pedikiilli
Cift pedikiillia
V-Y
B. Uzak flepler
1. Direkt flepler
2. Indirekt flepler
3. Serbest flepler



Yara iyilesmesi ile apoptosis arasindaki iliskiyi ortaya koyan birgok arastirma
rapor edilmigtir (38). Iyilesmenin hangi fazinda apoptosisin rol aldig1 konusunda ortak
gorisler olmasa da inflamatuvar safhanin erken sona ermesinde ve graniilasyon
dokusunda myofibroblastlarn  sayismun  azalmasinda  apoptosisin - 6nemi  gogu
aragtirmacimin  ortak kamsidir (39). Farkli yara iyilesme sekilleri hakkinda verilen
bilgiler diginda apoptosis konusunda bazi degerlendirmelerde bulunmak yerinde
olacaktir.

APOPTOSIS

Biitin ¢ok hiicreli organizmalar hiicresel geligimlerini siki kontrol altinda devam
ettirirler. Bir hiicre toplulugunun biiyiikliigii hiicrelerin bolinme hizina oldugu kadar
oliim hzina da baghdir. Hiicre sayiarmin kontroli ¢ogalma ve yok olma dengesiyle
ayarlair, Uzun yillar hicre $limii mekanizmalanna pek dikkat edilmemesine kargin
glinumiizde apoptosis; biyoloji, temel ve klinik tip bilimlerinin ilgi odag: haline
gelmigtir.  Apotosis, hiicrelerin kendi kendilerini yok ettikleri, programii, aktif
RNA/protein sentezine ve enerjiye gereksinim gdsteren bir mekanizma olarak kabul
edilmektedir. Hiicre uzaklastrma siirecinin merkezi apoptosisdir. Komsu doku
inflamasyonu olmaksizin hiicre intihanmin yegane yoludur (40). Bilinen tek fizyolojik
élim seklidir (41,42).

Kelime Grekge ‘apo’ aym, bir tarafa ve ‘ptosis’ diigme, yagma sozciiklerinden
tiretilmis olup sonbaharda yapraklarin diigmesi, yayilmas: anlamina gelir. Bu terim ilk
olarak 1972 yihnda Edinburg Universitesi bilim adamlarindan Kerry ve arkadaglan
tarafindan fizyolojik limler i¢in kullandmugtir (43). Apoptotik hiicre 6himii programh
ve kontrollii self-destritksiyondur, spesifik hiicresel sinyal ve proteinlere ihtiyag gosterir
(44,45). Isik ve elektron mikroskopisi diizeyinde nekrozdan farkhliklart tammlanmugtir
(46). (Tablo 2)



Tablo 2: Apoptosis ve nekroz arasindaki farklar

Apoptosis Nekroz

Mekanizma Aktif —genetik kontrollii Kimyasal-fiziksel
irritasyon

Yayginhk Tek tek hicreler halinde Gruplar halinde

Isik Kromatin kondensasyonu, nikleer Hiicresel gisme, membran

mikroskopisi fragmentasyon ve bazen hiicresel hasari, niikleer piknoz,

ozellikleri baloncuklasma, apoptotik cisimler  karyoliziz

Elektron Kromatin ve stoplazmik Hiicre komponentlerinde

mikroskopisi yogunlagma, apoptotik cisimcikler, sisme, kromatinde erime-

ozellikleri niikleer pargalanma kayip

Uyaran Fizyolojik ve/veya patolojik Daima patolojik

Hiicre Komgu hiicre fagositozu Mikrosirkiilasyon ve

artiklarinn inflamatuvar  hiicrelerin

temizlenmesi bolgeye gocli

Apoptosis, emb}iyogenesis, normal doku turnoveri, immin gelisim ve
defans ile tiimér olusumundan korunmada onemli rollere sahiptir. Daha uzun
yasama gereksinimi olmayan ve uzun siire ciddi hasara maruz kalan hiicrelerde
dlim aktivasyonu baglar. Apoptosisin eksternal ve internal uyaranlar yoluyla
indikksiyonu veya inhibisyonu mumkiindir (40). Bu durum Tablo 3’de

gosterilmigtir.



Tablo 3: Apoptosisin kontrolii

Apoptosis aktivatorleri

Apoptesis inhibitorleri
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Fizyolojik aktivatorler

Fizyolojik inhibitorler

TNF ailesi (Fas ligand, TNF) Growth faktorler
Growth faktor gern ¢ekilmesi (IL-2) Regiilator proteinler
Glukokortikoidler Androienler
Ostrojenier
Bcl2 protein

Hasar iligkili aktivatorler
Tumdr supressor gen (p53)
Sitolitik T hiicreler
Serbest radikaller

Viral (adenovirus vb.) gen triinleri

Terapétik ajanlar
Kemoterapi
Gama radyasyon
UV radyasyon

Bazi farmakolojik ajanlar

Toksinler
FEtanol

Apoptosisin olugum mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamigtir. Ancak denebilir
ki gevresel- genetik sinyallerin kontroliinde mitokondriyal membran potansiyelindeki
degisiklikleri takiben plazma proteaz aktivasyonu apoptosisi olusturmaktadir (46).
Bugiin apoptosisin saptanmasi ve dlgiimil i¢in birgok metod tarif edilmistir. Ancak tek
yontemle 6lghm yerine birden fazla yontemin kullanilmas: daha anlamlidir. Bu
yontemler (41);

1. Istk mikroskopisi: Morfolojik degisiklikleri izlemeye dayamir. Duyarliligi

¢ok, 6zgunltigii az bir yéntemdir.

2. Elektron mikroskopisi: Ozgiinliigii yiiksek, duyarliligs az bir testtir.

3. DNA fragmantasyonunun saptanmasi: Agaroz jel elektroforezi ve in situ

TUNNEL yéntemi kullanilarak olgiilir.

4. Sistein proteaz aktivasyonunun élciilmesi



5.
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Flowsitometrik analiz: Degisik yontemleri vardir. En sik kullanilanmi DNA
analizinde sub G-2 pikin (hipodiploidik pik) élgiimiine dayanan yontemdir.

invitro sistemlerde analiz

7. Sitoflorometrik analiz
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MATERYAL VE METOD

Calisma deneysel tipte olup, Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiltesi Cerrahi
Arastirma, Hematoloji ve Patoloji Laboratuvarlarinda, Karadeniz Teknik Universitesi
Tip Fakultesi Dekanhig: Etik Kurul Baskanliginin 10.12.1999 tarih ve 37 toplant1
numarali onay: ile gergeklestirilmistir.

Denck olarak 21 adet, eriskin, agirhiklart 250-325 gram olan | erkek, Spraque-
Dawley ratlart kullanttmigtir. Ratlar, istanbul Universitesi DETAM laboratuvarindan
temin edilmigtir. Tiim ratlar standart rat yemi ve su ile beslenmis ve ortalama 21°C
sicaklikta hayvan laboratuvarinda tutulmuglardsr.

Her bir grupta 7 adet olmak iizere 3 grup olusturulmustur. Gruplar su sekilde
planlanmiglardir:

Grup 1: Sekonder iyilesmeye birakifan yaralar

Grup 2: Greftleme yoluyla kapatilan varalar

Grup 3: Flep kullanifarak kapatilan yaralar

Ratlar, igine siifirik eter damlatilmus plastik kovalarda 2-3 dakika bekletildikten
sonra 26 G insilin enjektori ile kalgalarina intramiskiiler enjekte edilen 50mg/kg
Ketamin ile uyutulmuslardir. Operasyon masasina  dort ckstremitelerinden
sabitlendikten sonra sirtlar trag edilmistir. Her bir ratin dorsalinde 2emx2em (4cm®)
olacak sekilde isaret kalemi ile gizim yapilmistir (Resim 1). Operasyon sahalari usuliine
uygun olarak %10’luk Povidon iyot ile boyandiktan sonra deri, No: 15 bistiri
yardimiyla tam kalinlikta uzaklastirilarak cerrahi bir yara olusturulmustur . Bu yaralar
tim gruplarda salin (serum fizyolojik) ile islatilmig tamponlar kullamlarak bohga
yontemi ile pansuman (tie-over dressing) yapimstir. (Resim 2). Operasyon sonras; 3.
ginde pansumanlar agilmadan tamponlar serum tizyolojik ile 1statilmigtir.

Operasyon sonrasi 7. giinde ratlar aym sekilde uyutularak pansumanlar agilmig ve
olugan graniilasyon dokular gézlenmistir (Resim 3). Bu agamada saptanan enfeksiyon
bulgulari, ilgili ratin ¢aligma dist tutulmasi saSlamistir. Her ii¢ gruptaki graniilasyon

dokularindan bistiiri yardimiyla siiriinti-kazint: materyalleri alimip flowcytometry ve
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elektroforez tetkikleri i¢in RPMI 1640 medium icinde Hematoloji laboratuvarina
transfer edilmistir. Yine Patoloji laboratuvarinda incelenmek iizere bistiiri ile kesilerek
yaranin sag alt kogesinden (farkli zamanlarda alinacak omeklerle ¢akismamast i¢in
belirlenmis bir bolge) spesimen alinmustir. Transfer %10’luk noétral formaldehit
solisyonu iginde gergeklestiriimistir. Bu islem tamamlandiktan sonra Grup 1 ratian
daha once tarif edildigi sekilde yeniden pansuman yapiimiglardir. Grup 2 ratlar1 daha
onceden trag edilmig ratin bir bagka dorsal alanindan bistiiri yoluyla alinmig TKDG ile
greftlenmiglerdir (Resim 4). Grup 3 de ise random paternli lokal transpozisyon flepleri
kullanilarak yaralar kapatilmigtir (Resim 5).

Grup 2 ve 3’te yapilan bu ikinci cerrahi iglemden sonra 6 ve 24. saatlerde ratlar
yeniden tarif edildigi sekilde uyutularak flowcytometry icin spesimenler alinmgtir.

Her ¢ grupta ilk cerrahi girisimden sonra 10. giinde ratlar uyutularak postoperatif
7. glinde tarif edildigi sekilde iiger adet spesimen daha alinmustir.

Her bir girisimden sonra ratlar uyaninca ayn kafeslere almarak bakimlart
yapilmustir. Yapilan cerrahi iglemler nedenyle hig bir rat sakrifiye edilmemistir.

Cekimler Canon T70 fotograf makinesiyle 100 ASA Kodak ektachrome slide
filmi kullanilarak yapimistur.
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Resim 1: Rat sirtinda olusturulacak defektin planlanmast
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Resim 3: Olugan graniilasyon dokusunun 7 giin sonraki goriintimi

Resim 4: Defektin TKDG ile kapatilmas:
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Resim 5: Defektin transpozisyon flebi ile kapatiimast
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FCM ile Apoptosis ve DNA indekslerinin saptanmas:

Hiicrelerin Go/Gi, Go/M ve sentez safhasindaki yiizdeleri saptandi. FCM ile
caligma igin inkiibasyon sonrasi elde edilen hiicreler PBS ile yikandi ve hiicre sayilari
en az 3X10%/ml olacak sekilde ayarlandi. Hiicreler daha sonra ‘DNA-prep work
station’da isleme tabi tutuldu. Bu islem sirasinda otomatize olarak ilk solisyon olan
LPR solisyonu ille hiicre membran permeabilitesi arttirilarak, ikinci soliisyon olan
DNA-prep stain karigtinldi. Bu soliisyonda kirmizi floresan igeren promidium iodide
(PI) ve riboniikleaz bulunmakta olup LPR soliisyon ile membraninda porlar agitmig
hucrelerin DNA ve RNA’sinin PI ile boyanmast sagland1. Riboniikleaz vasitasiyla
boyanmis olan RNA’larm ortadan kaldirilmas: sagland. Boylece DNA igeriginin PI ile
isaretlenmesi amagland1. 15 dakikalik PI ile inktibasyondan sonra FCM’de X ekseninde
PmT-4 peak ve Y ekseninde PmT-4 integral kullamlarak galismaya almnacak hiicre
gruplan kapi ile belirlendi. Béylece cift hiicreler elimine edildikten sonra PmT-4
integral X ekseninde; hiicre sayist Y ekseninden yer alacak sekilde grafiklendirildi.
Cikan sonuglarin degerlendirilmesi multicycle DNA analiz programyla yapildi (47,48).

Hiicrelerin Go/Gi, Go/M ve sentez safhalarindaki yizdeleri saptandiktan sonra
asagidaki formiil ile proliferatif indeks hesaplandi.

Proliferatif Indeks(PT)=S + G,/M

Apoptosis i¢in hiicreler panmyeloid marker (CD33FTIC) ile boyandi. DNA
analizinde sub G-2 piki (hipodiploidik pik ) apoptosis piki olarak degerlendirildi (49).

DNA izelasyonu ve agaroz jel elektroforezi:

Denek ratlarin graniilasyon dokularindan 7 ve 10. guinlerde siiriinti- kazinti
orekleri 2 ml RPMI 1640 mediumlu tiiplere alindi. Standart protokollere gére
Macherey-Nagel filtre sistemi ile DNA izole edildi (50). DNA’larin safligr 260/280 nm’
de UV spektrofotometrede élgitip belirlendi, konsantrasyonu 50 ng/ml’ye ayarland:.
DNA ornekleri deney tamamianana kadar ~30°C’de saklandi. DNA orneklerinden 10
mikrolitre alinip 2 mikrolitre loading buffer eklenerek 1X TBE tamponuyla hazirlanmis
%1’lik DNA grade agaroz jelde yiiritildi (70 V, 50 A, 2 saat). Agaroz jeli UV

transilluminatérde degerlendirildi ve fotografland: . DNA jelinde yayilma (smear)



18

tespit edilen oOrnekler apoptosis olarak degerlendiritdi ve FCM sonuglaniyla

kargilagtirildi.

Histopatolojik degerlendirme:

Aym gekilde 7 ve 10. giinlerde alinan graniilasyon dokusu ornekleri %10 nétral
formaldehitle tesbit edildi. Rutin takip sonras: parafin blok yapildi. 5 mikronluk kesitler
hazirlanip Hematoksilen Eozin ve Masson Trichrome ile boyandi. Isik mikroskobu
(Olympus BH-2) ile hicrelenme (PMN, lenfosit, histiosit vb.), kollajen formasyonu,
6dem, myofibroblastlar ve vaskiiler yapilar agisindan kalitatif olarak degerlendirildi.

Gruplar birbiriyle karsilastirildi.

Verilerin istatistiksel analizi:

Apoptosis (Ap) ve Proliferatif Indeks (PI) gibi olgiimsel veriler yoniinden 3 grup
kargtlagtirilirken gruplar bagimsiz ve parametrik kosullart yerine getirmediginden
Kruskal Wallis Varyans Analizi uyguland. Gruplar defisen zamanlarda ayni
parametreleri yoninden karsilagtirilirken veriler bagimli ve parametrik kosullar
tagtmadigindan Freidman testi kullanildi. Post-hoc ikili karsilagtirma igin anlamlibk
duzeyi asagi cekilerek Wilcoxon Testi kullamildi. Post-hoc karsilastirmalar icin
anlamlilik dizeyi kargilagtirma sayisina béliinerek bulundu. (p=0.05/ 1=0.05) Grup 1’de
7 ve 10. giin degerlerinin karsilagtinimasinda Wilcoxon Testi kuflanildi. Tiim testler
icin anlamlilik dizeyi 0.05 olarak alindi. Veriler ortalama + standart hata olarak
belirtildi.



BULGULAR

FCM sonuglarn:

FCM DNA analizinde tim gruplarda Ap ve PI dlgiimleri yapild 7 ve 10.
glinlerde Grup 1’in Ap sonuglani Tablo 4°de, PI sonuclari Tablo 5°de verilmistir.

Tablo 4: Grup 1 ( sekonder tyilesme )’in Ap sonuclan

Rat no Postop. 7. giin Postop. 10, giin
1 4.0 6.0
2 8.0 12.8
3 1.9 3.1
4 1.0 12.3
5 2.3 8.7
6 24.9 36.5
7 2.3 0.9

Yapilan istatistiksel analizde sekonder iyilesmeye birakilan yaralarin 7.giin Ap
verileri 6.34 = 3.21 iken bu deger 10. giinde 11.47 = 4.49 olarak bulundu. Ap
degerlerindeki bu artig istatistiksel olarak anlamli idi. Bulunan p degeri anlamlihk
diizeyi olan 0.05 *den kiigiiktii. (p<0.05).

Tablo 5: Grup 1 ( sekonder iyilesme )*in PI sonuglari

Rat no Postop. 7.giin Postop. 10.giin
1 53 8.4
2 14.8 19.4
3 7.1 12.1
4 8.6 8.7
5 5.0 9.4
6 10.7 3.8
7 3.8 1.5
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Ayni grubun PI degerleri istatistiksel analizde 7. giin igin 7.9 + 1.45, 10. gin
degeri 9.04 + 2.19 olarak bulundu. Gozlenen bu artig istatistiksel olarak anlamh
bulunmadt. (p>0.05).

Grup 1’in 2 numarah ratsun (6rnek amaciyla) FCM 7. giin histogram sonuglar
Sekil 1°de, 10. giin sonuglart Sekil 2°de gdsterilmisgtir,



Sekil 1; Grup 1°in 2 no’lu ratiun 7.giin histogram sonucu
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Sekil 2: Grup 1’in 2 no’lu ratin 10.gtn histogram sonucu
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Grup 2’nin Ap sonuglar1 Tablo 6°da, PI sonuglan Tablo 7°de gosterilmigtir.
Table 6: Grup 2 ( greftleme )’nin Ap sonuglan

Rat no Postop. 7. giin 7. giin + 6.h, 7. giin +24.h. 10, giin

1 1.7 1.9 1.0 2.5
2 0.5 6.3 13.1 1.1
3 1.3 1.4 8.2 12.8
4 1.2 3.1 4.1 3.2
5 10.7 1.8 1.1 3.6
6 2.9 4.9 1.4 9.3
7 1.8 1.0 1.6 1.9

Yaralarin greftle onarildiga bu grubun analizinde 7.giin Ap degeri 2.78 + 1.25 iken
10.glinde 5.49 + 1.61 olarak bulundu. Bu artig istatistiksel olarak anlamh degildi. (

p>0.05). Bunun disinda farkh zamanlarda alman spesimenlerde Slgiilen Ap degerlerinin
analizinde gbzlenen artis da anlamhi degildi. ( p>0.05).

Tablo 7: Grup 2 ( greftleme Y'nin PI sonuclan

Rat no Postop. 7.gitn _ 7.giin + 6.h.  7.giin + 24.h. 10.giin
1

0.9 4.1 1.3 0.6
2 11.9 5.2 4.5 2.2
3 14.6 3.0 9.0 53
4 12.0 3.2 2.8 7.7
5 7.0 2.2 1.3 4.0
6 0.3 7.0 21 3.7
7 1.6 33 3.8 3.9

Aym grubun Pl sonuglan analizlere gdre 7.giinde 8.19 + 2.00, 10.giinde 3 .91 +
0.85 idi. Gozlenen bu diisiis istatistiksel olarak anlamli bulundu. (p<0.05). Alman dort
ayri spesimen igin Sligiilen PI degerlerindeki diigme ise anlamh degildi.( p>0.05).

Grup 2’nin 6 numaral: ratimin (6rnek amaciyla) FCM 7. giin sonuglar: Sekil 3,

7.giin + 6.h. sonuglar: Sekil 4, 7.giin +24.h. sonuglar: Sekil 5 ve 10.giin sonuglan Sekil
6’da gosterilmigtir
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Sekil 3: Grup 2’nin 6 no’lu ratinn 7.giin histogram sonucu
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Sekil 4: Grup 2’nin 6 no’lu ratimn 7. giin+6.h. histogram sonucu
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Sekil 5: Grup 2’nin 6 no’lu ratimin 7.giin+24.h. histogram sonucu
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Sekil 6: Grup 2’nin 6 no’lu ratinin 10.giin histogram sonucu
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Grup 3’iin Ap sonuglan Tablo 8’de, PI sonuglar Tablo 9°da gosterilmistir.

Tablo 8: Grup 3 ( fleple kapatim )iin Ap sonuglary

Rat no
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Postop. 7.giin __ 7.giin + 6.h.  7.giin + 24.h. 10.giin
1 234 6.1 3.6 4.8
2 3.8 0.4 7.0 3.1
3 1.8 1.0 0.9 1.7
4 4.5 1.4 4.0 1.3
3 4.0 6.7 0.3 1.1
6 1.8 0.9 0.4 1.0
7 3.3 2.7 1.7 2.9

Fleple kapatimiari yapilan Grup 3’in Ap degerlerinin analizinde 7.giinde

6.09+2.91, 10.giinde 2.27 + 0.53 sonuglarina ulagildi, Gozlenen bu diigiis istatistiksel

olarak anlamh idi. (p<0.05). Dért farkli zaman icin yapilan analizde de Ap degerlerinde
gozlenen degisiklik istatistiksel olarak anlamh idi. ( p<0.05).

Tablo 9: Grup 3 ( fleple kapatim )’iin PI sonuglart

Ratno

Postop. 7.giin  7.giin + 6.h.  7.giin + 24.h. 10.giin
1 9.9 8.0 2.1 1.8
2 5.4 6.6 15.9 3.0
3 20.6 19.6 14.2 15.3
4 11.5 2.1 1.8 1.0
5 12.9 2.9 0.5 1.7
6 11.7 2.2 0.7 4.7
7 8.6 33 2.1 7.2

Aym grubun PI istatistiksel degerleri 7.gfinde 11.51 + 1.78, 10.giinde ise 4.96 +
1.90 olarak bulmdu. Bu diisiis istatistiksel olarak anlamlt idi. ( p<0.05). Dort farkh
zamandaki PI deferlerindeki diisiigler de anlamh idi. ( p<0.05).
Ug grup birbirleriyle karsilagtirilnca; Ap 7.giin ( p>0.05) ve 10.giin (p>0.05) ile
PI7.giin (p>0.05) ve 10.giin (p<0.05) arasmdaki farkliliklarin anlamh olmadig gérilldil.
Grup 3’in 5 numarah ratimn (Srnek amaciyla) FCM 7.giin histogram sonuclar
Sekil 7, 7.glin + 6.h. sonuglart Sekil 8 , 7.giin + 24.h. sonuglan $ekil 9 ve 10.giin
sonuglar: Sekil 10°da gésterilmisgtir,
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Sekil 7: Grup 3’iin 5 no’lu ratiun 7.giin histogram sonucu
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Sekil 8: Grup 3’n 5 no’lu ratinmn 7, gin+6.h. histogram sonucy
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Sekil 9: Grup 3’tin § no’lu ratmin 7.giin+24.h. histogram sonucu
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Sekil 10: Grup 3’iin 5 no’lu ratinm 10.giin histogram sonucu
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Tim FCM sonuglarna gore yapilan degerlendirmelerde sekonder ivilesen
yaralarda Ap’in arttify ve bunun istatistiksel olarak anlamh oldugu, P’in arttit ve
bunun anlamh olmadif goriildii. Greftle kapatilan yaralarda Ap’in arttifn ancak bunun
anlamh olmadig; ile PI'in diigtiigii ve bunun istatistiksel olarak antamh oldugu bulundu.
Fleple kapama yapilan yaralarda ise Ap’in ve PP’in istatistiksel olarak anlaml derecede
azaldig: gbzlendi.

Agaroz jel elektroforez degerlendirmesi:

FCM ile gosterilen bu apoptosis sonuglan tayinde bir bagka Onemli test olan
agaroz jel elektroforez ile kontrol edildi. Postoperatif 7. giinde apoptosis olarak kabul
edilen DNA jelindeki smear goriintiileri Resim 6 ‘da, 10. giindeki gdriintiiler ise Resim
7 ‘de gosterildi.

Bu fotograflarla ortaya konan goriintiller (jeldeki ilerlemeler) FCM sonuglanyla
birebir kargilastirild: ve apoptosis dlgiimleri ile uyumlu sonuclara ulasiid.

Histopatolojik inceleme:

Ttim gruplara ait graniilasyon dokusu 6rnekleri Hematoksilen Eozin ve Masson
Trichrome boyamalarindan sonra degerlendirildi. Her {i¢ grupta da postoperatif 7. giinde
myofibroblast miktarlariin birbirine yakin oldugu gozlendi. Odem mevcudiyeti ve
vaskiilarizasyon agisindan gruplar arasinda anlamh bir fark yoktu. Ancak postoperatif
10. giinde &zellikle Masson Trichrome boyamalarmda gdzlenmek iizere Grup 2 ve 3’de
Grup 1’e glre myofibroblastlarn azaldigi buna kargin kollajen formasyonunda artis
cldugu saptand:. Bu durum Szellikle fleple onarimi yapilmig grupta belirgindi. 7 ve 10,
glinler arasindaki bu farkhihiklar gruplar da goz Sniine almarak Resim 8-13’de gosterildi.



Resim 6: Agaroz jel elektroforezde smear goriintileri { 7. giin )

Resim 7: Agaroz jel elektroforezde smear gorunttileri ( 10. giin )




Resim 8: Graniilasyon dokusu 151k mikroskopisi gorintiisii
( Grup 1-7.giin-M.TrichromeX20 )

Resim 9: Graniilasyon dokusu 15tk mikroskopisi gériintiis
(Grup 2-7 giin-M . TrichromeX20)




Resim 10: Graniilasyon dokusu 11tk mikroskopisi gorintiisi
( Grup 3-7.giin-M. TrichromeX20 )

Resim 11; Granilasyon dokusu g1k mikroskopisi gortntist
( Grup 1-10.giin-M.TrichromeX20 )
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Resim 12: Granilasyon dokusu 15tk mikroskopisi goriintiisii
( Grup 2-10.giin-M. TrichromeX20 )

3 [ R > -
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Resim 13: Granilasyon dokusu 1tk mikroskopisi géruntiisii
( Grup 3-10.giin-M. TrichromeX20 ) '




TARTISMA

Yumugak doku yara iyilesmesi heniiz biitin agamalari aydinlatilamamg oldukc¢a
kompleks bir olaylar dizisidir. Yara lyilesmesinde optimal kalite icin 5 parametre
kullamlmaktadir (51):

1. Hizh iyilesme

2. Iyi biyomekanik ézellikler

3. Elastisite

4. Epidermis-dermis arasmdaki adhezyonun yeterince stki olmasi

5. Estetik sonucun iyi olmasi.

Yumusak dokularda meydana gelen yaralarin onartm efer mumkiinse primer
onarim diye adlandirilan yara dudaklarinn karsilikli birlegtirilmesi yoluyla yapilir. Buy,
s6zii edilen parametrelerin en iyi sonug verdigi onarim seklidir. Ancak bazi durumlarda
bu onanm uygun degildir ve bagka segenekler giindeme gelmektedir. Plastik cerrahinin
6nemli ilgi alanlarmdan birini olusturan greft ve flep tekniklerinin kullammi her zaman
akilda bulundurulmalidir. Primer tamir ile kiyaslanmasa bile konvansiyonel bir yontem
olan ve hala gok iyi bilinmesi gereken sekonder yara iyilegmesi ile kargilagtinlinca
usttinliikleri tartiglmaz olan bu cerrahi yontemlerin yara iyilesme siirecinde meydana
getirdikleri biyokimyasal degisimler bir ¢ok aragtirmanin konusu olmustur. Schilling’e
gore dort asamada gerceklesen yumusak doku yara iyilesme olayr i¢ ice gegmis ve
birbirini aktive eden biyolojik bir siirectir (8). Her bir agamanin baglamas1 bir nceki
safhanin hiicresel elemanlarmin eliminasyon hizina baglidir (52). Guniimiize kadar ¢ok
yogun aragtirmalarm konusu olan yaranin, erken fazlan tzerinde yapilan biyokimyasal
ve fizyolojik galigmalar remodeling fazindan fazladir (53,54,55).

Yara iyilesmesinin asil siireci inflamasyondur. Hiicresel infiltrasyon onemlidir ve
vathg normal erken onarmin habercisidir Inflamasyonun gerilemesindeki eksiklik
hipertrofik skar ve keloide yol agabilir (38).

Yasayan organizmalarin dengesi yalniz hiicresel bilylime ve ¢ogalmayla degil
aynt zamanda hiicre slimii ve destriiksiyonuyla da saglamir. Tammlanms iki tiirli hiicre

olimi vardir: Nekroz ve apoptosis. Nekroz osmotik denge degisikligine bagh hiicresel
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hasarin olugumudur. Hiicreler siser ve lizize ugrar. Salinan intraselliiler icerik
inflamasyonu uyanr. Programli hiicre 6limii ya da apoptosis daha fazla yasamaya
ihtiyact olmayan hiicrelerin kendi kendini yok etmesidir. Bunda hiicresel igerik
sahnmaksizin spesifik bir gen aktivasyonuyla niikleer kondensasyon ve DNA
fragmentasyonu geligir. Inflamasyon olusmaz. Fagositoz makrofaj ve diger komsu
huicrelerce saglanr (38).

Son zamanlarda apoptosis ; timus, intestinal mukoza, prostat, uterus, adrenal
korteks, granuloza hucreleri, hematopoietik hiicreler ve noronfarda tamimlanmugtir (56-
61). Apoptosis embriyogenez, diferansiyasyon, metamorfoz, yaslanma, noral geligim,
epitelyal turnover, immiin sistem hiicre popiilasyon regiilasyonu ve timér
regresyonunda dnemli gorevler uistlenir (62). Apoptosis ile baz1 hastahiklar ve durumlar
arasindaki iligkiler ortaya konmugtur, Bunlar;, kanser, AIDS, otoimmiin hastaliklar ve
greft rejeksiyonudur (63-66).

Bazi aragtiricilara gore hiicre ¢ogalmasi ve 6lumi arasindaki dengenin bozulmas:
p53 geninde mutasyon ve apoptosis iliskili genlerdeki down-regilasyon yoluyla
olmaktadir (67).

Aragtirmamizda farkh yara kapatim modelleri sonrasi granilasyon dokusu
hiicrelenme durumlar ve apoptosis miktarlarim su sekilde ortaya koyduk:

1. Sekonder yara iyilesmesinde apoptosis artmugtir. Proliferatif indeks artrmus

ancak bunun istatistiksel anlanu olmamugtur.

2. Greftleme sonrast proliferatif indeks azalmustir. Apoptosis artmig ancak by

istatistiksel olarak anlamsiz bulunmustur.

3. Fleple kapama yapilan yaralarda apoptosis ve proliferatif indeks anlaml

derecede azalmistir.

Yaralanma sonrasi doku onarimi; inflamasyon, graniilasyon dokusu formasyonu
ve skar dokusu olusumu ile gerceklesir (68). Deri yaralaninda fibroblast birikimi
belirgin bir durumdur. Yaralanmaya yamt olarak ilk 3 giin iginde cevre dokularda
fibroblastlar prolifere olur. Dérdincii giinde bu fibroblastlar yara alanina gog ederler.
7. gune kadar ekstraselliler matriks formasyonu belirir. Bu agamadan sonra
fibroblastlar apoptosis yoluyla azaltilmaya baglamr. Kiitanéz yara onarmunda

fibroblastlar 4 fenotipik gériinim sahibidirler (69):
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Proliferasyon
Migrasyon

Ekstrasellaler matriks molekiil sentezi

BN -

Kalin aktin bantlarinin olugumu

Graniilasyon dokusu hasarli alamn etrafindaki bag dokudan gelisir ve kiigiik
damarlar , inflamatuvar hiicreler, fibroblastlar ve myofibroblastlardan olusur.

Tam kalinlikta bir yara agik iyilegmeye terk edilirse kontraksiyon goriliir. Bunun
nedeni olarak bazi aragtiricilar ozellegmis myofibroblastlarin igerdikleri kontraktil

proteini (aktin) suglarlarken bazilari da fibroblastlar ile hasarli kollajen matriks
arasindaki etkilesimi sorumlu tutmaktadirlar (70,71).

Aragtirma yumusak doku yara iyilesmesinin 7 ve 10. giinferi arasinda apoptosis ve
proliferatif indeks degerlendirmelerine dayanmaktadir. Bu ginler iyilesmenin
proliferasyon agamasim  gostermektedir. Bu donemde (3-12.ginler arasi)
neovaskillarizasyon, hticresel proliferasyon, epitelizasyon ve graniilasyon dokusu
formasyonu gozlenmektedir. Bu asamamn sonuna dogru hiicrelenmede azalma ve bir
sonraki skar maturasyonuna hazirlik baglamaktadir.

Desmouliere ve arkadaglari apoptosisin skar maturasyonunda énemli bir rolii
oldugunu yaymlamislardir (72). Onlara gore apoptosis burada dizenleyici bir rol
oynamaktadir. Granillasyon dokusundaki hiicresel azalma skar maturasyonunun
baglamasi i¢in gereklidir. Bu azalma ozellikle fibroblastlar, endoteliyal hiicreler ve
perisitler igin s6z konusudur. Bundaki aracilarin ise growth faktérler ve sitokinler
oldugunu ileri strmislerdir. Graniilasyon dokusunun eliminasyonundaki yetersizlik
hipertrofik skar ve keloidle sonuglamr. Hipertrofik skar dokusunda hiicrelenme keloidle
kargilastirilinca daha yiksek bulunmugtur (73).

Brown ve arkadaglarina gore apoptosisin yara iyilesmesinde iki belirgin rolit
vardir (56). Ilki inflamatuvar hiicre infiltrasyonunun inhibisyonudur. Bu inflamatuvar

donemin bitti§ini ve proliferatif dénemin bagladigin1 gésterir. Ikinci onemli rof ise
fibroblast ve kollajen depozisyonunun azaltilmasidir.

Aynt aragtirtcilara gore  ilerlemis epitelyum altinda  apoptotik  hucre
konsantrasyonu sinirli olup epitelin ilerlemesiyle apoptotik siire¢ yaramn ortalarma
dofru go¢ etmektedir. Yaramn orta kisminin inflamasyonu epitel Srtiisii olusuncaya
kadar devam etmektedir ve bu inflamasyonun down-regilasyonundan apoptosis

sorumludur,
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Brown ve arkadaslart bir bagka galismada diabetik yaralardaki iyilesme
gecikmesinin yetersiz hijcresel infiltrasyon ve  graniilasyon dokusu formasyonuna
baglamglardir (74). Inflamasyonun regiilasyonunda apoptosisin etkin rol aldigin
savunan yazarlar diabetik farelerde olusturulan tam kalinhktaki yaralarda apoptosisin
snemli derecede azaldigim gostermiglerdir. Bu yaralara topikal growth faktér
uygulanmasiyla bu siirecin tersine cevrildigini rapor etmiglerdir. Growth faktorin
major etkisinin hiicresel infiltrasyonu arttirmast ve bununda apoptosisi uyarmast
oldugu gosterilmistir.

Harada ve arkadaglan yanik sonrasi gecikmis yara iyilesmesinin ilerleyici nekroz
ve bunun olast nedeninin de kan akimindaki yetersizlik ve dehidrasyon oldugunu
disiniip bir galigma yapmuglardir. ikinci derece yamklarda yapilan kontrolla bir
caligmada hipernatremi varhfinda 24 saat sonra immiinokimyasal 6lgiim ve elektron
mikroskopisi ile kil follikiili htcrelerinde belirgin apoptosis varhgim gostermislerdir
(75).

Luo ve arkadaslar in situ igaretlenmig DNA’larla yaptiklan ¢aligmalarda aym yas
grubundaki normal dermal fibroblastlarla karsilastirmada keloid kokenli fibroblastlarda
belirgin apoptosis azalmasi oldugunu saptamiglardir. Ancak keloid dokusunun farklt
alanlarinda apoptosis oranlarinda anlamlt degisiklik olmadigim gostermislerdir (76).

Aragtirmamizda sekonder yumugak doku yara iyilesmesinde 7 ve 10. giinler
arasinda granilasyon dokusu hiicresel elemanlarinda apotosisin belirgin derecede
arttigim gozlemledik. Proliferasyon indeksinde gozlenen ancak belirgin olmayan artis
yara iyilesmesinin ilgili donemlerine uygun bir durumdur ve bizzat bunun apoptosisi
uyardign belirtilmelidir. Artik bu asamadan sonra apoptosis yoluyla gerceklesecek
hiicre lami graniilasyon dokusunun azalmasi ve skar maturasyonunun baglamasina
yol agacaktir.

Hinrichsen ve arkadaglan domuz karminda yaptiklart bir galismada sekonder
iyilesme ile grefti karsilagtrmiglar ve sekonder iyilesmenin 22, greftin 10 giinde yarayl
kapattigim rapor etmiglerdir. Aynt aragtincilar kontraksiyon oranlarm sekonder iyilesen
grupta %68, greftleme ile iyilesen grupta ise %49 olarak bulmuslardir. Her iki grupta da
normal deriye gore strese dayamkjlhkta azalma oldugunu gostermiglerdir (51).

Yaymlanan bir bagka gahsmada agik birakilan yaralarin 10 gin sonrasinda ilk

alanlarinin %70°ine geriledigi gosterilmigtir (77).
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Hom’a gore ise greft yara iyilesmesinin inflamatuvar ve proliferatif agamalarim
uzatir. Boylece greft etrafinda kronik inflamasyon , fibrosis ve konnektif doku yapimu
artar. Greft ayrica yabanci cisim reaksiyonuna sebep olur. Grefllemede kronik
inflamasyonun uzun siire devamu destriiksiyon veya rejeksiyona yol agar (78).

Rudolph yaranin greftle kapatilmasi sonrast myofibroblastik hiicrelerin
sayilarimn hizla azaldigim rapor etmistir (79).

Greftleme sonras: hiicresel elemanlardaki azalma ile apoptosis iligkisini tartigmak
icin yapilan bir ¢ahsmada tim grefilerin nekrozu ile karsilagtlmis ve sonuglar
degerlendirilmemigtir. Aym caligmada sekonder iyilesme ve fleple onarim sonrasi
apoptosis oranlar1 iizerinde anlamli sonuglara ulagimistir (80).

Cahismamizda 7 gin sekonder iyilesmeye terk edilen yaralanin otogrefile
kapatilmas1 sonrasi yapilan olgiimlerde proliferatif indeksin ve dolayisiyla hucresel
proliferasyonun onemli Slguide azaldifim tesbit ettik. Bu durum cerrahi girisimden
sonraki 6, 24 ve 72. saatlere kadar devam etmistir. Yine bu sonug yara iyilegmesinin
proliferasyon agamasiun bu ginlerden baglayarak yerini maturasyona biraktiginin
delilidir. Eg zamanli yapilan olgiimlerde apoptosisin artmis oldugunun tesbiti bu
hiicresel azalmann bu yolla gergeklestigini diigindiirmastir. Aym gekilde farkli
saatlerde apoptosis artist diizenli olarak devam etmigtir. Iyilesmenin bir sonraki fazina
gecisteki uzin, hilcresel azalmayla iliskili oldugu ve bunun da iyilesmenin olumsuz
sonuglarinm baskilanmas: demek oldugu goz onune alimirsa greftin sekonder iyilesmeye
gore yara kapamadaki tstinligu daha iyi anlasilacaktir.

Garbin ve arkadaslan graniilasyon dokusu {izerine uygulanan total deri fleplerinin
6,24 ve 48. saatlerde myofibroblastlarin apoptotik siirecini onemli dlgiide arttirdifim
rapor etmislerdir. Ancak bu artiy 72. saatlere dogru azalma egilimine girmistir. Yine
fibroblast disinda kapiller endoteliyal apoptosisin de uyarildigs saptanmugtir.

Aym arastiricilar  deri  flebi ile kapatilmig yaralarda grantlasyon dokusu
kalnliginin hizla azaldigim rapor etmislerdir. Bu caligmada ayrica uygulanmasindan 24
saat sonra flebin altindaki graniilasyon dokusu ile iyice yapistift gozienmistir (80).

Aragtirmamizda ilk 7 gin agik olarak izlenen yaralarin random paternli bir
transpozisyon flebi ile kapatimasim takiben yapilan dlgiimlerde apoptotik siirecin
azalma egilimine girdigi goérildi. Kapatimdan 3 gun sonra gozlenen apoptosis

oranlarindaki diigiis ilk 6 saat ve 24 saat sonraki olgiimlerde de vardi. Bitiin dlgiimlerde
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hiicre proliferasyonunda da azaimanin mevcudiyeti agtklanmaya muhtag¢ bir durumu
ortaya ¢ikarnugtir.

Caliymamizda gbzienen hiicre proliferasyonundaki azalmanmn bu literatiirle
uyumlu oldugu soylenmelidir. ~ Ozellikie fleple kapatilmis yaralarda histopatolojik
olarak da hiicresel azalma ve kollajenizasyonda artma ortaya konmustur. Ancak
buradaki hiicresel azalmadan apoptosisin sorumiu oldugunu gosteren bir bulguya
rastlanmamast bu noktamn aydinliga kavugmasi igin yeni aragtirmalarin geregini ortaya
koymustur.

Atifta bulunulan literatiirde graniilasyon dokusunda sadece myofibroblastiarin ve
kapiller endoteliyal hiicrelerin apoptosisinden sdz edilmektedir. Caligmamizda ise
grantilasyon dokusunun tiim hiicresel elemantar degerlendiritmigtir. Ayrica yazarlar bu
durumun granillasyon dokusuna selektif oldugu ve flepte apoptosis gbzlenmedigini
vurgulamiglardir. Ancak flep uygulammindan 24 saat sonra total deri fleplerinin alttaki
grantilasyon dokusuna tam olarak yapistigimn kabul edilmesine karsin, spesimenlerin
granilasyon dokusuna m1 yoksa flebe mi ait oldugu va da bunun nasil ayirt edildigi
noktasinda bir bilgi yoktur. Dolayisiyla buradaki verilerin bizim sonuglarimizla
kér§1la§t1r11mas1nda zorluk  bulunmaktadir. Bize goére flep uygulamasim izleyen
saatlerde apoptosisin azalmas; flebin, apoptosisi inditkleyen bazi olumsuz faktorieri
climine etmesine baghdir. Bu faktérier; beslenme bozuklugu, inflamatuvar siklus
(TNF), fiziksel ve kimyasal bazi ajanlar(serbest radikalier vb.) olarak belirtilebilir. Acik
halde bulunan bir yaranin spesifik bir beslenme paterni tariflenmemis de olsa anatomik
kanlanma desteginden ayrilmamig canli bir doku ile drtiilmesi bu olumsuz faktdrierden
yaranin korundugunu gostermektedir.

Ashoori ve arkadaglar random deri fleplerinin patofizyolojisini anlamak icin
yaptiklart galismada venoz sistemden ok arteriyel sistemde olmak tizere devaml:
hipoksinin fleplerde apoptosisie sonuglandigimi rapor etmislerdir. Onlara gbre devaml:
hipoksi kismi metabolik degisim ve oksiradikal tiretimine sebep olur. Bu da kollajen
demetlerinin artmast sonucu fibrosis ve DNA’nin oligoniikieozomal pargasinin
degradasyonu sonrast apoptosis ite sonuclanir (81).

Yine bir bagka caliymada Shimizu ve arkadaslart hipoksinin hem apoptosisi hem
de nekrozu indtikledigini rapor etmislerdir (82)

Cahymamizda bittin fleplerimiz gézden gegirildi ve higbirinde beslenme sorunu,

enfeksiyon ya da benzeri bir olumsuziuga rastlanmadi. Uygulamadan 24 saat gectikten
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sonra alinan Srneklerin kismen ya da tamamen flep dokularina ait olmas: durumunda
fleplerimizde gozlenen yeterli viabilite yani hipoksinin yoklugu apoptosis oranlarindaki
diismeyi agiklayacaktir.

Yara liyilesmesi her ne gekilde tamamlamrsa tamamlansin kargilasilacak en
stkantil noktalarin baginda hipertrofik skar ve keloid gelir. Deitch ve arkadaglarina gore
hucresel infiltrasyondaki aberasyon anormal yara tyilesmesi ile sonuclamur. Yaradan
inflamatuvar hiicrelerin temizlenmesindeki yetersizlik hipertrofik skar ve keloide neden
olur (83).

Kozmetik goOriinimiin yamsira kasinti ve ileri donemlerde malignlegme
potansiyeli tagimas: gibi birgok istenmeyen duruma sebep olabilen bu iki anormal yara
iyilesmesinin anlagilmasi ve yok edilmesi icin oldukga yogun ¢aligmalar yapilmaktadir,

Kischer hipertrofik skar ve keloid dokusunda mikrovaskiiler okliizyondan s6z
etmis ve bunun endoteliyal hiicre proliferasyonu  yoluyla oldugunu savunmugtur.
Okliizyon hipoksiye neden olarak kollajen iiretimini arttrmaktadir. Bu da kargimiza
kitle olarak ¢ikmaktadir. Ona gore keloid tedavisinde kullarulan hafif topikal bask:
tedavisi dejenerasyon ya da apoptosis yoluyla etkili olmakta ve fibroblast slimi ile
lizozomal enzimlerin salimm gerceklesmektedir (84).

Ladin ve arkadaglani keloid lezyonlarinm ve keloid fibroblastlarimin  normal
kontrollere gore daha az apoptosise ugradigin rapor etmiglerdir. By aragtiricilar tedavi
amagh kullamlan hidrokortizon, gama interferon ve hipoksinin apoptosisi arttirdigin
yaymlamuslardir (85). |

Yine bir ¢ok aragtrmada fibroblastlarn farkls gjanlarca apoptosislerinin
indiiklendigi gosterilmistir. Bunlar; butirat, oksijen radikalleri, anti Fas antikorlart ve
interferon alfadir (86-89).

Iyonize radyasyonun keloid rekiirrensi tzerindeki etki mekanizmasi igin yapilan
gahigmalar, kiigtik ve orta dozda gama 1gmlarmn insanm normal hiicrelerinde ve keloid
dokusunda apoptosisi artirdigin géstermistir (90).

Hipertrofik skar ve keloidin kontrol altina alinabilmesi ya da tedavisi i¢in yapilan
galigmalar apoptosisden bagimsiz degildir. Iyilesme siirecini etkileyebilmek oldukca
onemlidir.  Aragtrmamuizda elde  ettigimiz sonuglar  bunun olanakhi  oldugunu

gostermektedir.



SONUCLAR VE ONERILER

Yumugak dokuda yara iyilegmesi spesifik hiicre popiilasyonunun hzla artmasi,
yeni matriksin depozisyonu ve maturasyonla saglanir. Iyilesmenin fazlari arasindaki
gecigin  kontrolorit  apoptosisdir ve bunu hiicresel down-regillasyon yoluyla
gerceklestirir.

Apoptosis doku hasanna veya inflamatuvar yamta neden olmaksizin hiicre
poptilasyonunun eliminasyonuna izin verir.

Calymarmzda yara iyilesmesinin proliferatif doneminin sonuna dogru (7-
10.giinler) sekonder yara iyilesmesi, greftleme ve fleple kapatim sonrasi hiicrelenmede
meydana gelen degisiklikler ve bunun apoptosis ile iligkisi tartigmustir.

I. Sekonder yara iyilesmesinde sozii edilen donemlerde graniilasyon
dokusunda gozlenen hiicresel artis apoptosisin aktivasyonunu saglamustir.

2. Greftlenen yaralarda alttaki graniilasyon dokusunda apoptosis hizla artrmg
ve bu hiicresel proliferasyonun azalmasina neden olmustur.

3. Fleple kapama yapilan yaralarda hiicresel proliferasyon ve apoptosis
azalmugtir. Bu cerrahiden yaklagtk 24 saat sonra flepler alttaki granilasyon dokularina
yapigmustir. Bu noktadan sonraki sonuglar tartigmaya agiktir ve yeni arastirmalarin
konusu olmaya adaydir. Ilk 24 saatte gozlenen apoptosis azalmas: flebin graniilasyon
dokusunda apoptosisi indikleyen bazi olumsuz parametreleri ortadan kaldirmasma
baglanabilir. |

Apoptosis yara iyilesmesinin inflamatuvar ve proliferasyon safhalannda etkindir
ve bir sonraki sathaya gecisi kolaylastir.  Graniilasyon dokusunda bagta
myofibroblastlar olmak tizere hiicresel azalmamin yeterince ve zamaninda yapilmamasi
hipertrofik skar ve keloid formasyonuna neden olacaktir. Apoptosisin buradaki roliiniin
dogru tammlanmas: indiiksiyonu ve inhibisyonu miimkiin olan bu parametrenin
degistirilmesi yoluyla yara iyilesmesini kontrol etme imkam saglayabilir.

Apoptosis gliniimizin ilgi odagidir ve bakir bir aragttrma alamdir. Bir ¢ok
hastalikla iligkisi saptannugtir. Doku onarimi ve apoptosisin kontrolii skar azaltilmast ve

bazi hastaliklanin terapotik modaliteleri agisindan yararli olabilir,



OZET

FARKLI YARA KAPATIM MODELLERINDE
APOPTOSIS SURECIH

Yumusak doku yaralarmn iyilestiriimesi primer tamir, greft ve flep yOntemiyle
onanm ve sekonder iyilesme yoluyla saglanmaktadir. Primer kapama en iyi onarm
seklidir. Bu miimkiin degilse yaralar sekonder iyilesmeye birakilmaktansa greft ve flep
cerrahisiyle onanimalidir.

Caligmada yara iyilesmesinin graniifasyon dokusu olusumu agamasinda farkh yara
kapatim modellerinde hiicresel proliferasyon ve apoptosis aragtirildi. Bunun igin her biri
7 rattan olusan 3 grup olusturuldu.

Grup 1; sekonder iyilesen yaralar, Grup 2; 7 giin agik birakidiktan sonra tam
kalinlikta deri grefii ile kapatilan yaralar ve Grup 3; random paternli bir transpozisyon
flebiyle onarimu yapilan yaralar seklindeydi. Her gruptan 7 ve 10. ginlerde alinan
orneklerden FCM yoluyla apoptosis ve PI olgumleri yapildi. Istatistiksel anlamlilik
orami P<0.05 olarak alindi. Buna ére Grup 1’de apoptosis oranlarinda belirgin bir artig
vardi ve bu istatistiksel olarak anlamhydi. (p=0.0425) PI artrugtt ancak bu anlamli
degildi. Grup 2’de apoptosis artmigti fakat bu istatistiksel olarak anlamsizdi PI
azalmustt ve bunun anlamlilik derecesi P=0.0425 idi. Grup 3’de hem apoptosis
(P=0.0180) ve hem de PI (P=0.0180) degerleri anlaml derecede azalmust1,

Olgiilen  apoptosis degerlerinin  kontroli  agaroz jel  elektroforezi ile
karsilastinlarak  yapildi. Histopatolojik  incelemelere yara lyilesmesinin ilgili
sathalarina uygunlugu ve gruplarnn kargilastirilabilir oldugu saptandi.

Sonug¢ olarak sekonder iyilesen yaralarda graniilasyon dokusundaki hicresel
dengenin apoptosis yoluyla saglandigi, yaralarin greftlemeden sonra hiicrelenmelerinde
belirgin bir azalma oldugu ve apoptosis oranlanmn artti, flep cerrahisi yapilan
yaralarda hiicre proliferasyonu ve apoptosisin azaldif saptand:.



SUMMARY

APOPTOSIS PROCESSES IN DIFFERENT
WOUND REPAIR PROCEDURES

Healing of soft tissue injuries is achieved by primary repair, grafts, flaps and
secondary intention. Primary repair is the best model of repair. If it is not possible,
repair should be performed using grafts and flaps rather than leaving the wound to heal
by secondary intention.

In this study, we investigated the cellular proliferation and apoptosis occuring
during formation of granulation tissue in various wound healing models. The study
included three groups, each of which was composed of seven rats.

Group 1 consisted of rats with wounds healing by secondary intention, group 2 of
rats with wounds repaired with full thickness skin grafts after being left open for seven
days and group 3 of rats with wounds repaired with random patterned transposition
flaps. Measurements of apoptosis and proliferation index were made by flow cytometry
in samples obtained from each group at 7™ and 10% days respectively. In statistical
analysis, P<0.05 was considered significant. Group 1 had a significant increase in
apoptosis (p=0.0425). Although not significant, Group 1 also had an increase in
proliferation index. Group 2 had an insignificant increase in apoptosis but significant
decrease in proliferation index (p=0.0425). And Group 3 had significant decrease in
both apoptosis (p=0.0180) and proliferation index (p=0.0180).

Confirmation of the values obtained from flow cytometric measurements of
apoptosis were done with agarose gel electrophoresis. In histopathological examination,
it was found that myofibroblasts decreased and collagen formation increased in groups
2 and 3 as compared with group 1.

Thus, these results explain why wounds repaired with flaps heal better than
wounds repaired with grafis and much better thap wounds healed by secondary
intention. The main process affecting the healing resuit is the early elimination of the
granulation tissue and its substitutes.
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