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EPIDERMAL BUYUME FAKTORUNUN (EGF) DERI ALLOGREFTLERiI UZERINE OLAN ETKILERININ
HISTOPATOLOJIK OLARAK ARASTIRILMASI

ihsan Levent ARAL*, Nadir GUNGOR**, Tilin OYGUR* '™, Leyla CINEL****

OZET

Bu arastirma EGF'nin tam-kalinhk deri allog-
reftleri Gzerine olan etkilerinin histopatolojik
olarak degerlendiriimesi amaci ile deney hay-
vani olarak sectigimiz 36 adet fare uzerinde
yluratuldid. Bu amacla deney hayvanlarinin sirt-
larina tam-kalinlik deri allogreftleri transplante
edildi.

Kontrol grubuna dahil edilen deney hay-
vanlarina higbir ilag verilmezken; EGF grubuna
dahil ettigimiz hayvanlara ise sistemik olarak
saf EGF verilmistir.

Sonuclar 7, 14, 21. gunlerde histopatolojik
olarak degerlendirildiginde: EGF'nin deri allog-
reftleri Uzerinde rejeksiyonu Onleyici bir etki-
sinin olmadigi, ancak literatiir bilgileri ile uyum-
lu olarak, EGF grubunun 7. gin o6rneklerinde
agirliklhi olarak greftin angiogenesisini uyardigi
histopatolojik olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler EGF, Urograstone
(URO), Deri Allogreftleri, Rejeksiyon.

GIRIS

EGF ilk kez Dr. Stanley COHEN tarafindan
1962 yilinda erkek fare submandibiler tikriak
bezinde izole edilmistir (1). 1975 yilinda Gregory
ve arkadaslari insan idrarinin kdpeklerde mide
asit salgisini inhibe ettigini gdstermisler ve
izole ettikleri etken maddenin adini «UROGAST-
RONE» koymuslardir (2). Urogastronun fare EGF'-
sine benzer yapida olmasi nedeni ile izole edi-
len bu maddeyede insan EGF'si denilmis-
tir (2,3,4).
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SUMMARY

Effects of Epidermal Growth Factor (EGF) On
The Skin Allografts

The present histopathological study was
conducted on a total of 36 mice in order to
determine the effects of EGF on the full-thick-
ness skin allografts. For this purpose full-thick-
ness skin allografts were transplanted on the
dorsum of the experimental animals.

While no drug was given to the control
group, pure EGF was sistematically applied to
the EGF group.

When the results were histopathologically
evaluated on the 7th, 14th, 21st days, it was
noticed that EGF has no effect on the prevention
of the skin allografs' rejection However it was
determined that graft obtained on the 7th day
EGF group particularly stimulated to the angio-
genesis in the specimens.

Key Words : EGF, Urogastrone (URQO), Skin
allograts, Rejection.

Fare EGF'si fenil, alanin, lizin diginda tum
aminoasitleri iceren ve 53 aminoasitli 6000 Dal-
ton agirhginda, uc disulfit bagr olan tek zinzirli
bir polipeptittir (5).
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EGF'nin biolojik etkileri bircok hayvan or-
gan ve hicre kultirlerinde go6sterilmistir (6, 7).
Bu etkiler ana basliklari ile sunlardir (6, 7) i In-
Vivo olarak hicre kilturlerinde;  deri, korneal
epitelyum, akciger ve trakeal epitelyum, insan,
koyun ve kedilerde korneal yara tamirini hizlan-
dirma, gastrik ulser tamirini hizlandirma, sican
ve koOpeklerde gastrik asit sekresyonunun inhi-
bisyonu ile hepatik hypertrofi ve hyperplazidir.
Organ kiltirlerinde ise; Deri, korneal epitelyum
ve meme bezleri epitelyumunda proliferasyon ve
farklilasma, tavuk epidermal hicrelerinde pro-
tein ve RNA sentezi ile metabolik artig, raflar-
da damak birlesiminin inhibisyonu, yeni dogan
farelerde kemik rezorbsiyonunu artirma seklin-
dedir (6, 7).

EGF'nin derideki etkileri ile ilgili olarak ya-
pillan arastirmalar incelendiginde; 1988 yilinda
ERBAS ve arkadaslari farelerde cilt yaralarinin
iyilesmesinde, erkek fare submandibuler tukrik
bez ekstresinden elde ettikleri EGF'nin Intrape-
ritoneal (I.P.) ve topikal uygulaniminin EGF gru-
bunda kontrol grubuna nazaran daha hizli bir
iyilesme ve fibroblastlarin artigi ile kollagen ice-
riginin artisini gdzlemlemislerdir (8). Yine ayni
yil. BUCKLY ve arkadaslari tarafindan vyapilan
diger bir calismada EGF'nin rat graniilasyon do-
kusundaki etkileri incelenmis ve EGF'nin ilgili
dokuda fibroblastlarda potent bir «chemoattrac-
tant» oldugu ve bu 06zelligini yara iyilesme do-
kusundan alinan butin kesitlerde gosterdigi bil-
dirilmistir (9).

1990 yilinda NANNEY domuzlarda olustur-
dugu yari-kalinlik cilt yaralarinda EGF'nin topi-
kal uygulanmasinin epidermal ve dermal olarak
epitelizasyonu uyardigr ve vyara iyilesmesinin
erken safhalarinda dermis olugsumunun uzerine
kesin etkisinin oldugunu bildirmistir (10). Fuku-
sawa ve arkadaslarn tavsanlarda EGF'nin perito-
neal doku tamir hicrelerinde fibroblastlarin bu
hucrelere goécune ve proliferasyonu ile fonksi-
yonlarina moddulator etki yaptidini  bildirmisler-
dir (11)

Bu gibi etkileri deride belirlenen EGF'nin
deri allogreftlerinin rejeksiyonuna olan etkileri-
nin histopatolojik olarak incelendigi bir calis-
maya literaturde rastlanilamamistir; Literatlrde
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sadece bol miktarda EGF iceren submandibiler
bez ekstresinin T hucreleri araciligr ile deri
allogreftlerinin rejeksiyonunu geciktirdigine dair
bir bilgi bulunmustur (12). Literatirde bu etki-
nin histopatolojik bir calisma ile degerlendiril-
medigi dikkate alinarak, EGF'nin bu etkisi saf
olarak kullandigimiz EGF ile histopatolojik ola-
rak arastiriimigtir.

GEREC VE YONTEM

Arastirmamizin deneysel safhasi A.U. Tip
Fakultesi Hayvan Yetistirme ve Temin labara-
tuvarinda, histopatolojik degerlendirmeler ise
G.U. Tip Fakilltesi Patoloji Anabilim Dalinda ger-
ceklestirildi.

Arastirma her biri 25 gr. agirliginda toplam
36 adet Balb/c American tirindeki beyaz er-
kek fareler udzerinde vyuirutulda. Fareler her bir
grupta 18 adet olmak lzere kontrol ve EGF gru-
buna ayrildi.

Kontrol grubuna higbir ilac  verilmezken
EGF grubuna transplantasyon isleminden 24 saat
6nce baslamak uUzere nekropsi materyallerinin
alinacagi ginlere kadar 1x1 10 mikrogram/kg./
giin olmak lzere I.P. olarak EGF flakon (SIGMA
Chemical Company P.O. Box 14508, St. Louis,
M : 63178, USA verildi (9).

Her bir grup kendi icinde 7, 14, 21. gin
histopatolojik calisma alt gruplarina ayrilarak
bu gruplara 6'sar adet fare dahil edildi.

Her bir alt gruptaki 6 adet deney hayvani
tcer, Ucer ayrilarak bu gruplardan birer adet
deney hayvani alindi. Alinan bu deney hayvanla-
rinin sirtlari traslanarak, betabine sivi sabun ile
iyice silindi. Eter anestezisi altinda 1x1 cm. bo-
yutlarindaki tam-kalinlik deri greftleri, daha 6nce
hazirlanan steril gazli bez lzerinde c¢izdigimiz
sablona uygun olarak cerrahi disiplinler altinda
15 nolu bisturi ile alindi. Alnan greft mater-
yalleri karsilikli olarak deney hayvanlarinin sirt-
larinda dogal olarak olusan alici greft yatakla-
rina 6/0 Vicryl ile dikilerek adaptasyonlari sag-
landi. Histopatolojik dederlendirme igin hayvan-
lara eter koklatilarak o6ldiruldi. Greftleme bdl-
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gesini ve altindaki subkutan dokuyu icerecek
sekilde genisce eksize edilen nekropsi mater-
yalleri % 10'luk formalin soliisyonunun da tes-
pit  edildi. Histopatolojik degerlendirmeler
OLYMPUS BHS i1sik mikroskobunda yapilarak re-
simlendirildi.

BULGULAR

Kontrol grubunun transplantasyonu izleyen
7. gun Orneklerinin buaylk bir kisminda greftle-
rin koagulatif nekroz go6sterdigi, yalniz bir 6r-
nekte greftin canh oldugu izlendi. Bu 0&rnekte
epidermis ve deri ekleri polimorfonukleer |6ko-
sit (PMNL) infiltrasyonu gosterirken dermal bag
doku normal goérunimde idi (Resim 1.) Bu gru-
bun tim o6rneklerinde greftlere komsu dokular-
da mononukleer iltihabi hicre infiltrasyonu ve
kapiller damar proliferasyonu ile karakterize
iltihabi grandlasyon dokusu izlendi.

Kontrol grubunun transplantasyonu izleyen
14. gun orneklerinin timinde degisen siddette
doku iyilesmesi bulgulanirken, bazi 6rneklerde
greftlerin atilmis ve bdlgenin fibroblastik doku
ile doldugu go6zlenirken, epitelizasyonunda ta-

Resim 1. 7 gin kontrol. PMNL infiltrasyonu igcermeyen
koagulatif nekrozla karekterii greft (G) ve greft
yataginda kalin fibrin tabakalari (F). (X 100,
HEMOTOKSILEN ve EOSIN).
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marnlanmak Uzere olusu belirlendi (Resim 2).
Bazi 6rneklerde ise yuzeyde kurut ile karakterli
nekrotik greftin hentz uzaklagsmadig:r ve komsu
canli dokuda iltihabi grantlasyon dokusu ile gev-
relendigi gorulda.

Resim 2. 14 giin kontrol. Greftleme bdlgesinde fibrob-
lastlardan zengin ba§ doku gelisimi ve epider-
misc'e rejenerasyon (X 100, HEMOTOKSILEN ve
EOSIN).

Kontrol grubunun tranplantasyonu izleyen
21. gin orneklerinde greftleme bdlgesinin ara-
da mononukleer iltihabi hiucre infiltrasyonu ice-
ren hiicrelerden zengin bad dokusu ile doldugu
ve epitelizasyonun tamamlandigr gorildid  (Re-
sim 3).

Resim 3. 21 gin kontrol. Greftleme bdlgesinde fibroz
doku gelisimi ve epidermisde rejenerasyon
(X40, HEMOTOKSILEN ve EOSIN).
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EGF grubunun tranplantasyonu izleyen 7.
gun Orneklerinin biri hari¢ diger tim &rneklerin-
de greftler canli gorinimdeydi. Bu greftlerin
epidermis ve deri ekleri agir dejeneratif degisik-
likler g6stermekle birlikte nekroz icermiyordu.
Bu canh greftler genislemis ve ici kanla dolu
kapiller damarlar g&steriyordu (Resim 4). Greft
yatagr ve komsu dokular minimal iltihabi hicre
infiltrasyonu godstermekte idi.

Resim 4. 7 gin EGF. Canli greftde epidermal bazal

kerationsitler (ince oklar) ve kanla dolu genis-
lemis kapiller damarlar (ok uglari) (X 200,
HEMOTOKS5ILEN ve EOSIN).

EGF grubunun transplantasyonu iceren 14.
gun o&rneklerinden bazilarida nekrotik greft ve
hemen altinda organize fibrinin yer aldigi izlen-
di. Diger 6rneklerde ise greft izlenmiyor ve yara
bdlgesi doku iyilesmesi bulgularini gdsteriyor-
du. Bu alanlar yer yer mononikleer iltihap hic-
releri iceren fibroblastik proliferasyon ile ka-
rekterli idi. Ylzeydeki kurutun altinda epitel
proliferasyonu surmekte idi (Resim 5).

EGF grubunun transplantasyonu izleyen 21.
gun 0&rneklerinin timunde bdlgenin fibroblast-
lardan zengin bag dokusu ile doldugu ve epi-
telizasyonunun tamamlandigi gorialdu. Yeni geli-
sen bu doku deri ekleri icermiyordu (Resim 6).
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Resim 5. 14 gin EGF. Yara bdlgesinde epitel ve bag
dogu proliferasyonu (X 100, HEMOTOKSILEN ve
EOSIN).

Resim 6. 21 gin EGF. Greitleme bdlgesinde fibroblast-
lardan zengin bagd doku gelisimi ve epitel reje-
nerasyonu (X 100, HEMOTOKSILEN ve EOSIN).

TARTISMA

Deri greftleri granilasyon dokusu yapabi-
lecek kadar yeterli kan akimina sahip herhan-
gi bir yarayr kapatmak amaci ile kullanilabil-
mektedir (13). Bizimde calismamizda olusturdu-
gumuz yara, bu acgidan bakildiginda uyguladigi-
miz deri allogrefti acisindan uygun bir saha

olusturmakta idi.

Deri allogreftleri ise genellikle yeterli mik-
tarda otojen deri grefti verici sahasinin mev-
cut olmadigi ve 6zellikle genis yanik sahalarinin
mevcut oldugu agir yanik vakalarinda uygulani-
mina basvurulan ve cogu zaman gecici bir ka-
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pama saglamak amaci ile uygulanan greft tip-

leridir (13-14).

Literatirde Agiz ve Cene Cerrahisinde deri
allogreftlerine iligskin yapilan c¢alismalardan biri
1974 yihinda Vemino tarafindan dondurulmus,
kurutulmus deri allogreftlerinin agiz ici kullani-
minin olabilecegini gbdsteren ve maymunlarda
yapiimis bir deneysel arastirmadir (15). Bu ko-
nuda yapilan diger bir calisma ise 1983 yilinda
Gregory ve arkadaslarinin yine deneysel olarak
kdpeklerde yaptiklari ve otojen deri greftleri ile
dondurulmus,  kurutulmus deri allogreftlerinin
vestiblloplastide uygulanimlari arasinda kabul
edilebilirlik acisindan aralarinda farklhihk bulun-
madigini gosteren bir calismadir (16).

Arastirmamiza bu acidan bakildiginda; her
ne kadar deri allogreftlerini kullanmamiz tartis-
maya acik bir konu olarak gérulsede, calismami-
zin esas cikis noktasini teskil eden EGF'nin
Ozellikle deri allogretleri lzerine olan etkisi ve
EGF'nin bu ydnde literatiirde belirtilen immino-
siipresif etkisinin histopatolojik olarak arastiril-
digr bir calismanin bulunmayisi arastirmamizi
literatirdeki bu eksikligi giderme acisindan

onemli bir hale sokmustur.

Literatiir bilgisi bol miktarda EGF iceren sub-
mandibller bez ekstresinin T hucreleri aracihgi
ile deri allogreftlerinin rejeksiyonunu geciktir-
digini bildirmektedir (12).

Calismamizda hem EGF'nin literatiirde iddia
edilen imminosupresif etkisi ve hemde deri
allogreftleri ile ilgili arastirmalarin azhg:r ko-
numuzu genis kapsaml olarak tartismamiza izin
vermemektedir.

kontrol ve EGF grubundaki
deney hayvanlarinin sirtlarina uygulandigimiz
deri allogreftlerinin tima atilmistir.  Greft re-
jeksiyonu ile ilgili carpici bulgular 7. gin o6r-
neklerinde izlenirken 14. ve 21. ginlere ait 06r-
neklerde transplantasyon bdlgesinde devam
eden ve yara iyilesmesini tanimlayan bulgulara
rastlanmistir. Transplantasyonun 7. guniunde ali-
nan Orneklerde deri allogreftlerinde su farkl
histopatolojik gérinimler saptanmistir; Greftin
PMNL icermeksizin total iskemik nekrozu, Gref-

Calismamizda
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tin PMNL infiltrasyonu goOsteren total iskemik
nekrozu ve son olarak Epidermis ve deri ekle-

rindeki nekrotik degisiklikler disinda canli greft.

Transplante edilen bir deri greftinin canl-
I§in1 suardirebilmesi, kanlanmasinin gercekles-
mesi ile mimkuindir (13).

Transplantasyonun ilk birka¢c gininde greft,
greft yatagindan gelen plazmatik sirkilasyon
ile besin ve oksijenini alir. Transplantasyonun
3. veya 4. ginlerinde damar baglantisinin bas-
lamasi ve 6. veva 7. gilnlerde damarlanmanin
sona ermesi beklenir. Dolayisi ile operasyonun
ilk gunlerinde greftin gecici iskemiye girmesi
beklenilebilir. Bu durum damarlanmanin saglan-
masi sarti ile reversible bir olaydir. Erken ve
gecici iskemi grefte epidermis ve deri eklerin-
de dejeneratif ve hatta nekrotik bir duruma yol
acabilir. Dermal kollagen ve kas lifleri iskemiye
daha direnclidir (17).

Bizim calismamizda incelenen 7. gun or-
neklerinde epidermal ve dermal elemanlarin de-
jenere kas lifleri disinda tumuyle koagilatif
nekroza ugramasi greft ve greft yatagr damar-
lari arasinda baglantinin gerceklesmedigini gos-
termektedir. Ancak ilginc olarak EGF grubunun
7. gun oOrneklerinin biri digsinda diger 6rnekle-
rinde canh greftlerin bulgulanmasi konuyu tar-
tismamiza izin vermektedir.

EGF grubunun 7. gin O&rneklerinin blylk
bir kisminda greftlerde saptadigimiz genislemis
ve ici kanla dolu kapiller damarlar, canli bag
doku lifleri ve epidermis ile deri eklerindeki re-
jenerasyon bulgulari bu greftlerde damarlan-
manin gerceklestigini géstermektedir. Ayni bul-
gu konrol grubunun bir 6rneginde de izlenmis-
tir.

Greft damarlanmasinin agirhikli olarak 7.
giin EGF grubunda saptanmasi EGF'nin literatir-
de belirtilen endotel migrasyonunu artirict etki-
sine baglanilabililr (9, 18, 19).

Neovaskiilarizasyon veya angiogenesis ola-
rak adlandirilan yeni kapiller damar olusumu,
iltihabi grantlasyon dokusunda iyi tanimlanmis-
tir. Neovaskilarizasyon 4 basamakta gerceklesir
(20).
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1. Kapiller dallanmaya izin vermek uzere
mevcut damarlarin bazal membraninda
enzimatik degradasyon.

2. Anjiojenik stimulus ile endotel hiicrele-

rinin migrasyonu.
3. Endotel hiicre proliferasyonu.
4. Endotel hiicre matirasyonu ve kapiller

tiplerin organizasyonu.

Buna bagh olarak bizimde arastirmamizda
cerrahi travma sonrasinda greft yatagini olus-
turan dokularda ortaya c¢ikan veya serbest bira-

kilan iltihabi medatdrlere ek olarak EGF'nin de
angiogenesisi hizlandirmis olabilecegi 7. gun
EGF grubundaki histopatolojik bulgulardaki da-

marlanmay! aciklar niteliktedir.

Bir allogreftin alicinin immin sistemi ara-
cihgr ile reddedilmesi spesifik bir rejeksiyon-
dur. Spesifik allogreft rejeksiyonu, alicinin kan
hucrelerinin greftin igcinde dolasmaya baslama-
si ile yani grefte damarlanmanin gergeklesmesi

ile baslar. Damarlanmanin tamamlanmasini iz-
leyen gunlerde greft icinde lenfositik infiltras-
yon ortaya cikar. Lenfosit alt gruplar greftin

doku uyumlulugu (Majér Histocompatibilite) an-
tijenlerinin yabanci olduunu gdrerek greft hic-
relerinin lizisine neden olurlar. Ayni zamanda
grefte giderek biriken makrofajlarin  salgiladigi
mediyatorlerle mikrovaskiler zedelenme ve do-
ku iskemesi meydana gelir. Bu olaylar dizisi
yaklasik olarak 6. ve 8. glinlerde baslar ve 10-12.
giinlerde tamamlanir (20).

Biz calismamizda 7. gliinde damarlanmay:i
bulguladigimiz 6rneklerde lenfositik infiltrasyon
saptamadik; incelenen her iki grubun 14. gin
orneklerinde ise greftler nekrotikti, olasilikla
spesifik rejeksiyon ile ilgili histopatolojik bul-
gular 7. ve 14. gunler arasinda gergeklesmis-
tir.

Kontrol ve EGF gruplarinin 14. ve 21. gin
orneklerinde greftlenme bdlgesinin iyilesmesi
arasinda anlamh bir farkhhk bulunmamigtir.
Her iki grupta da fibroblastik ve epitel prolife-
rasyon gozlenmistir. Bu durum EGF'nin sistemik
olarak verilmesinden ileri gelebilir.

52

G.U. Dighek. Fak. Der., 1995

Literatir biliglerini inceledigimizde; Erbas
ve arkadaslari submandibiler bez ekstresinin fa-
relerde topikal uygulamanin yara iyilesmesi Uze-
rine olumlu etkilerini bildirirken (8), Nanney do-
muzlarda yaptigl deneysel calismasinda Erbas’in-
da calismasina paralel olarak EGF'nin cilt yara-
larina olan olumlu etkilerinin topikal kullanimda
ortaya c¢iktigini ve bu sekilde uygulanmasinin
epitelizasyonu uyararak, yara iyilesmesinin er-
ken safhalarinda dermis olusumu Uzerine kesin
etkisinin oldugunu belirtmistir (10). Brown ve
arkadaslari ise insanlarda kronik deri yaralari-
nin iyilesmesinde EGF'nin topikal uygulanmasi-
nin olumlu etkilerini rapor etmislerdir (21).

Bu literatlr bilgilerine paralel olarak bizim
calismamizda da sistemik olarak uyguladigimiz
EGF'nin 14. ve 21. gun greftleme bdlgesindeki
yara iyilesmesinin kontrol grubunun vyine ayni
gun Ornekleri ile ayni olmasi normal goérilmis-
tar.

Arastirmamizda bulguladigimiz sistemik ola-
rak verilen EGF'nin deri allogreftlerinin trans-
plantasyonunu takiben 7. ginde olusturdugu
angiogenetik etkisi, immunsupresif ilag veya
ilac kombinasyonlarindan beklenen spesifik re-
jeksiyonu geciktirici etki ile birlestiginde deri
allogreftlerinin reddini 6nleme yada geciktirme-
de daha ylz gulduricu bir sonuc ortaya cikara-
bilir.
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