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OZET

Demir, O. U. Nérofibromatozisli Hastalarda Gorilen Atrofik Skar ile
Yara lyilesmesi ve Ekstraselliiler Matriks Elemanlarimn iliskileri, Nérofibromlu
Dokudaki Damar Endoteli ve Damar Diiz Kasindaki Degisikliklerin
Degerlendirilmesi. Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi, Plastik Rekonstruktif ve
Estetik Cerrahi Anabilim Dali, Uzmanhk Tezi, Kirikkale, 2015.

Norofibromatozis tip 1 (NF-I), “café-au-lait” lekeleri ve norofibromlarla
karakterize otozomal dominant bir bozukluktur. Vaskuler NF-1 lezyonlari, ¢evredeki
kan damarlar1 ve yumusak dokunun kirilgan dogasi nedeniyle cerrahi hemostazin
giiclesmesine bagli olarak letal komplikasyonlara neden olabilmektedir. NF-I
hastalarinda, kotii yara iyilesmesine karsin hipertrofik skar veya keloid olusumu
gozlenmemektedir. Bu ¢alismanin amaci, yara iyilesmesi sirasinda skar olusumu ve
bozuk hemostazla iligkili olan parametreleri immunohistokimyasal olarak, polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ve "scratch assay” yontemleri kullanilarak incelemek ve
degerlendirlmek olmustur. Calisma igin Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel
Etik Kurulu’ndan 15.04.2013 tarihinde 08/09 karar numarast ile yazili onay alinmigtir
ve Helsinki Deklarasyonu’na [142] ve Iyi Klinik Uygulamalar1 Kilavuzu’na [143]
uygun sekilde yiirtitilmistiir.

Bu amacla “scracth assay” testi igin NF-I tanist1 konulmus 3 hastanin
norofibrom dokularindan, NF-I tanis1 konulmus 2 hastanin nérofibrom olmayan
saglam deri dokusundan ve 4 adet herhangi bir hastaligi bulunmayan saglkli
bireylerden deri doku Grnekleri alinmistir. Immunohistokimyasal ¢alisma igin NF-I
tanis1 konulmus 5 hastanin nérofibrom dokularindan, NF-I tanis1 konulmus 5 hastanin
norofibrom olmayan saglam deri dokusundan ve 3 adet herhangi bir hastalig
bulunmayan saglikli bireylerden deri doku 6rnekleri alinmis, Kirikkale Universitesi
Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali tarafindan nérofibrom tanis1 konulmus ve klinik
olarak NF-I tanis1 almis 8 hastanin eskiye ait patoloji drnekleri de ¢alismaya dahil
edilmistir. PCR c¢alismasi i¢in NF-I tanis1 konulmus 5 hastanin ndérofibrom
dokularindan, NF-I tanis1 konulmus 3 hastanin norofibrom olmayan saglam deri

dokusundan ve 2 adet herhangi bir hastaligi bulunmayan saglikli bireylerden deri
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dokular1 alinmistir. Elde edilen laboratuar verilerine istatistiksel analiz yontemleri

uygulanmigtir.

Calisma sonunda "Scratch assay"de, saglikli birey (SB)-Normal deri, NF-
Normal deri ve NF lezyonu arasinda yaklasim yiizdeleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi (tim karsilastirmalar icin p>0.05). U¢ gruptaki doku
orneklerinin kapiller endotel, kasli damar endoteli ve kasli damar duvarindaki platelet
kokenli buyume faktori reseptorii (PDGFR), fibroblast biyume faktort (FGF), timor
stroma Kkollajeni ve stromal hiicre intensitesi degerleri arasinda istatistiksel olarak fark
yoktu (tiim karsilastirmalar i¢in p>0.05). PCR sonuglarina gore; NF-1 lezyonu ve NF-
| olgularinin saglam deri fibroblastlarinda katepsin G geninin (CTSG), fibrinojen alfa
zincir geninin (FGA), interferon-y geninin (IFNG) ve IL-2 geninin (IL2) ekspresyonu
saglikli bireylerin deri fibroblastlarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde

yuksek bulundu.

Sonu¢ olarak bu parametreler genel bir cercevede NF-1'de anormal
fibroblastik aktivitede artis olabilecegini ancak bu aktivite artiginin keloid veya
hipertrofik skar gibi anormalliklere neden olabilecek diizeylere ulagmadigini

diistindlirm{istiir.
Ayrica bu calisma sonuglart NF-1'de kanamaya yatkinlig1 artiran siireglerin

patolojik anjiyogenez ve trombotik aktivitedeki bozulmalarla iligkili olabilecegini

diistindiirmiistiir.

Anahtar Kelimeler _: Norofibromatozis, yara iyilesmesi, anormal skar, hemostaz
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ABSTRACT

Demir, O. U. The Evaluation of Relationships Between Atrophic Scar
with  Wound Healing and Extracellular Matrixin  Patients with
Neurfibromatosis; and Changes in Vascular Endothelium and Smooth Muscle
in Neurofibroma Tissue. Kirikkale University, Faculty of Medicine, Department

of Plastic Reconstructive and Aesthetic Surgery. Thesis of Speciality, 2014.

Neurofibromatosis type 1 (NF-1) is an autosomal dominant disorder
characterized with café-au-lait spots and neurofibroma. Vascular NF-1 lesions can
cause lethal complications because surgical heamostasis is difficult to achieve due to
the fragile nature of the surrounding blood vessels and soft tissue. In patients with
NF-1, hypertrophic scars and keloid formation has not been observed in spite of the
poor wound healing. The aim of the present study was to investigate and evaluate the
parameters related to scar formation and heamostasis during wound healing in
patients with NF-1 by using the immunohistochemical methods, scratch assay and
real time polymerase chain reaction (PCR). The study, has been approved by Local
Ethical Committee of Kirikkale University Medical Faculty on 15.04.2013 (Approval
no: 08/09).

For this purpose, in scratch assay, tissue specimens were obtained from
neurofibroma of 3 patients with NF-I, healthy skin of 2 patients with NF-1 and skin
of 4 healthy individuals. For PCR analysis, the specimens were obtained from
neurofibroma of 5 patients with NF-I, healthy skin of 3 patients with NF-1 and skin
of 2 healthy individuals. In immunohistochemical evaluation, the specimens were
obtained from neurofibroma of 5 patients with NF-I, healthy skin of 5 patients with
NF-I and skin of 3 healthy individuals. Old pathology specimens of 8 patients with
NF-I, which had been histologically diagnosed as neurofibroma by Department of
Pathology Kirikkale University, were used. Laboratory data were analyzed by

statistical methods.

In scratch assay, there was no difference between healthy individual (HI)-

normal skin, NF-normal skin and NF lesion in terms of closure percentage (p>0.05

XV



for all comparisons). There was no difference among the groups in terms of capillary
endothelium, vascular endothelium with muscle and vascular wall with muscle,
interms of platelet derived growth factor receptor (PDGFR), fibroblast growth factor
(FGF), tumor stroma collagen and stromal cell intensity (p>0.05 for all
comparisons). Quantitative real-time PCR performed to the fibroblast cell lines
revealed that cathepsin G (CTSG), fibrinogen alpha chain (FGA), interferon-y
(IFNG) ve IL-2 (IL2) levels of the healthy individuals were significantly higher than
NF-1 lesion and normal skin fibroblasts of patients with NF-1 (p<0.05).

When these parameters was evaluted in a general frame work, it was
suggested that abnormal fibroblastic activity may increase in NF-1, but this activity
increase can not reach the level which causes abnormality such as hypertrophic scar
and keloid.

Additionally, it may be suggested that process inducing bleeding diathesis

may be associated with impairment in angiogenesis and trombotic activity

Key Words _: Neurofibromatosis, wound healing, abnormal scar, haemostasis
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1. GIRIS

Norofibromatozis Tip | (NF-I), ¢esitli fenotipleri olan, otozomal dominant
genetik bir hastaliktir ve “von Recklinghausen hastaligi” olarak da bilinir [1, 2].
Toplumda en sik rastlanan noérokutandz sendromdur ve hastaligin nedeni 17.

kromozomda meydana gelen bir mutasyondur [3-5].

NF-1I’de norofibrom dokularinin yaklasik %70°nin kollajen oldugu [6, 7]
norofibroma fibroblastlarinin ¢ogunlukla tip I ve III kollajen sentezledigi ve normal
deri fibroblastlar1 ile karsilastirildiginda erken pasajlardaki fibroblastlarin daha
yiksek miktarda kollajen sentezledikleri goriilmiistir [6-8]. Calismalar,
fibroblastlarin ndrofibroma patogenezine yol agtiklarini isaret eder niteliktedir.
Norofibromin ekspresyonu normal fibroblastlarda da gorilmektedir ve derideki yara
iyilesmelerinde artis gostermektedir [9]. Oysa NF-I olgularinda keloid veya
hipertrofik skar gelisimi gozlenmemektedir [10]. NF-1 knockout farelerle yapilan
deneylerde, fibroblastlar tarafindan gergeklestirilen yara iyilesmesinin anormal
oldugu gozlenmistir. Ancak nérofibromalardaki fibroblastlarin tiimor mikrogevresine
cevap olarak mi, yoksa NF-I mutasyonu sonucu olarak mi anormal davranis

sergiledikleri hala aydinlatilamamustir [11].

Bu nedenle fibroblast aktivitesini (ve/veya yara iyilesmesi) etkileyebilecek
parametrelerin degerlendirilmesi gerekir. Platelet kokenli biiyiime faktorii (Platelet
Derived Growth Factor=PDGF), patolojik skar/keloid olusumunda 6nemli bir role
sahiptir [12, 13]. Keloid fibroblastlarinda, kollajen iiretiminin arttigi [14] ve keloid
lezyonunda tip I prokollajen iiretiminin yiiksek oldugu gosterilmistir [15]. FGF'nin,
keloid fibroblastlarda kollajen ekspresyonunu azalttigi bulunmustur [16].

Keloid dokusunda, PDGF gen (PDGFA) ekspresyonu yiksek bulunmustur
[17]. Anormal skardan elde edilen fibroblastlarda tip | kollajen diizeylerinin normal
derideki fibroblastlardan yiiksek oldugu saptanmustir [18]. Interferon (IFN)-y, keloid
olusumu sirasinda tiimor biiylime faktorii (Tumour Growth Factor=TGF)-f

tarafindan indiiklenen tip I kollajen iiretimini inhibe edememektedir [19]. Hipertrofik



skar ve keloid olgularinda, sistemik bir yanit olarak interlokin (IL)-2 ve IL-6

diizeylerinin arttigina dair kanitlar vardir [20, 21].

NF-1 rezeksiyonlarinda tiimoriin fazla kanlanmasindan kaynaklanan siklikla
yasami tehdit eden intraoperatif ve postoperatif kanama komplikasyonu siktir [22].
Kanamanin, anormal vaskiilarizasyon veya trombotik siirecte bir aksama ile iligkili

olup olmadig1 bilinmemektedir.

Anjiyogenez ile iliskili bir faktor olan fibroblast biyume faktori (Fibroblast
Growth Factor=FGF) [23], endotel hiicrelerinin kan damar1 yapilarina
dontistirildigi stiregte 6nemli bir role sahiptir [24]. Vaskiler endotelyal blyime
faktori (Vascular Endothelial Growth Factor=VEGF) de, anjiyogenezde etkin bir
faktordur [25]. Katepsin G, platelet trombus olusumunu bozarak antitrombotik etki
gosterir [26]. Fibrinojen alfa zincir geni (FGA), hepatositlerde fibrinojen
ekspresyonu ile [27] ve FGA delesyonu afibrinojenemi ile iligkilendirilmektedir [28].

Bu calismada hipertrofik skar ve keloidin gortilmedigi NF-I ndrofibrom
dokusundaki fibroblast ve fibroblastlarca Gretilen kollajen tip ve miktarindaki
degisikliklerin skar formasyonu iizerine etkileri arastirilmigtir. Ayrica bu ¢alismanin
tersden gelim ile Plastik Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahinin temel ugraslarinin
basinda gelen skar dokusunun olusumuna dair ipuglarina ulasilarak hipertrofik skar
ve keloid patogenezini anlamaya yardimci olacagi diistiniilmistiir. N6rofibromlu
dokudaki kanama egiliminin veya normalden fazla kanamanin altinda yatabilecek

nedenlerin arastirilmasi da bu ¢alismada amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Norofibromatozis (NF)-1

Milattan sonra (MS) 1000. yildan sonraki tarihlere ait el yazmalarinda,

tanisinin norofibromatozis oldugu tahmin edilen bireylerden s6z edilmektedir [29].

Ancak, 1881 yilinda von Recklinghausen bu benign tiimdriin periferal sinir kilifindan

kaynaklandigin1 gosterene kadar norofibroma terimi kullanilmamuistir [30]. Bu

hastaliga katkilar1 nedeniyle bu klinik tabloya von Recklinghausen’nin adi

verilmigtir. Ancak, norofibromtozisin farkli formlart 20. yy sonlarina kadar ayirt

edilmemistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Norofibromatozis-I'in ayirici tanisi.

Norofibromatozis-1'in Ayiric1 Tanisi

Norofibromatozisin diger formlari

Segmental/mozaik NF-I

Watson sendromu

Otozomal dominant multipl café au lait lekeleri, tek basina

Norofibromatozis-11

Schwannomatosis

Café au lait lekeleri gozlenen diger klinik durumlar

o McCune-Albright sendromu

o DNA tamir sendromlari

o Kolonun herediter nonpolipozis kanserine neden olan genlerin
birinde homozigosite

NF-I ile karisan pigmente makiillerle giden klinik durumlar

o LEOPARD sendromu

o Norokutan6z melanozis

o Peutz-Jeghers sendromu

o Piebaldizm

Lokalize asir biiyiime sendromlari

o Klippel-Trenauny-Weber sendromu

o Proteus sendromu

Norofibromalarla karisan tiimorler

o Lipomatozis

o Fibromatozis

o Multipl endokrin neoplazi tip 2B

O O O O O

"The National Institutes of Health (NIH) Consensus Development

Conference" tarafindan NF-I i¢in tani Olgiitleri gelistirilmistir. Bu Olgiitlerde deri,

kemik ve sinir sisteminin tutulumu vurgulanmistir [31]. 1990 yilinda NF-1 geni

17q11.2 kromozomundan klonlanmistir [32, 33]. Bu genin {rind olan




"norofibromin”, sinir sisteminde ylksek duzeyde eksprese edilmekte ve timor
baskilayici olarak islev gérmektedir. Mutasyona bagli gelisen norofibromin kaybi

benign ve malign tiimor gelisim riskini artirmaktadir [34-36].

2.1.1. Tam

NF-I insidansi, 2500-3000 dogumda birdir. Tani, klinik degerlendirmeye ve
bu durumun iki veya daha fazla dlgiitiin varligina dayanarak konur [31, 37] (Tablo
2.2). Bu tam olgiitleri klinik ag¢idan kullanighdir ancak mozaik/segmental NF-I’i olan
bazi bireylerin tani Olgiitlerini tam olarak olarak karsilanmadigi da akilda
tutulmalidir. Bu olgularda, alti veya daha fazla café au lait lekesi, deri katlantisi
(aksilla veya kasik) ¢illenmesi veya norofibromlar gozlenir. Ancak, deri

manifestasyonlari viicudun sinirl bir bolgesinde gézlenmektedir [38].

Tablo 2.2. Norofibromatozis-I tan1 dlgiitleri.

NIH consensus development conference 1988 [31]

e 6 veya daha fazla sayida café au lait makiilleri (¢ocuklarda >0.5 cm ve
eriskinlerde >1.5 cm)

e 2 veya daha fazla sayida kutan6z/subkutandz norofibroma veya bir adet
pleksiform norofibrom

o Aksilla veya kasikta ¢illenme

e Optik sinir gliomu

e 2 veya daha fazla sayida Lisch nodiilii (yarikli lamba muayenesinde iris
hamartomlart)

e Kemik displazisi (sfenoid kanat displazisi, uzun kemiklerde
egilme+psddoartrozis)

o Birinci derece akrabada NF-I varlig:

NF-I olgularinin yaklasik yarisinda NF-I aile 6ykist yoktur [39]. Tek basina
alt1 adet café au lait Gykiisii olan ve aile 0ykiisii olmayan ¢ocuklar NF-I olgular ile
ayni sekilde izlenmelidir. Ciinkii, bu hastalarin % 95’inde NF-I gelisir [40]. Bazen
gec ergenlik veya erken 20°li yaslara kadar NF-I’in diger bulgular1 gelismeyebilir.
Bu c¢ocuklarda, Lisch nodiillerini saptamak amaciyla yarik lamba muayenesi
yardimet olacaktir. "NF-1 mutasyonel analizi" tan1 belirsizligi olan bazi olgularda ve
prenatal tani slirecinde taniy1 netlestirmeye yardimet olabilir. Ancak, genetik testlerin

rutin olarak kullanilmas1 Onerilmemektedir ve genetik testler Oncesinde uzman



konsultasyonu 6nemlidir. Ayrica, NF-I tanist net olan bireylerde asemptomatik

kutandz norofibrom biyopsisi yapilmamalidir [41].

T2 agirlikli beyin manyetik rezonans goriintilemede (MRG) hiperintens
lezyonlar (UBO), aberan miyelinizasyon veya gliozisden kaynaklaniyor olabilir. Bu
bulgular, NF-I i¢in patognomoniktir; en sik 8-16 yas arasindaki ¢ocuklarda olusur ve
eriskinlikte kaybolma egilimindedir [42]. Bu lezyonlar, hafif kognitif kotiilesmeye
neden olabilir [43-45]. Bu lezyonlarin varligi, NF-I tanisi konmasina yardimeci
olabilir fakat genel anestezi altinda MRG Kkii¢iik ¢ocuklarda bu lezyonlar1 saptamak

amaciyla kullanilmamalidir [46].

2.1.2. Ayiric1 Tani

NF-I’in ayirict tanisinda; diger nérofibromotozis tipleri, café au lait lekelerine
neden olan diger durumlar veya café au lait lekeleriyle karisabilecek pigment
degisiklikleri akilda tutulmahidir. Ayni sekilde, tiimdrler veya lokalize viicut bolgesi
biiylimeleri, NF tanisinda akilda tutulmasi gereken diger klinik durumlardir [47-53]
(Tablo 2.1).

Genel toplumun % 10’nun viicudunda bir veya iki adet café au lait lekesi
olusabilecegi bilinmektedir. Viicudunda 3-5 adet café au lait lekesi olusan ¢ocuklar,
NF-I’in diger bulgular1 olmasa bile bir nérofibromatozis kliniginde izlenmelidir. Bu
olgularin mozaik NF-| veya NF-II olgusu olabilecegi unutulmamalidir. Mozaik NF-I,
NF-I genindeki somatik mutasyonun bir sonucu olarak ortaya ¢ikar. Bu durumda,
etkilenen beden bolgesinin orani, mutasyonun embriyonik gelisimin hangi
déneminde oldugu ile iliskilidir [38]. NF-I tipinin belirlenmesi 6énemlidir. Cunkd,
segmental NF-I komplikasyonlari goreli daha nadirdir ve ¢ocuklardaki rekiirrens
riski daha diistiktiir. Kolonun herediter non-polipozis kanserine neden olan genlerden
birindeki homozigosite, café au lait lekelerinin olusmasina neden olur ve birinci
dereceden akrabalardaki etkilenme ile iliskili olabilir. Bu durumda etkilenen

akrabalar kardeslerdir. Ebeveynler normaldir [48].

NF-I’in klasik formdan farkli ve ailelerdeki tek tip fenotiple prezente olan tipi

Watson sendromudur. Watson sendromu; pulmoner stenozis, kognitif kotiilesme,



café au lait lekeleri ve varsa az sayida norofibroma ile karakterizedir [47].
Norofibromatozis- Noonan sendromunun her iki sendromun 0zelikleriyle ortaya
cikan farkli bir fenotip olduguna dair acik kanit yoktur. NF-I"1 olan bazi1 bireylerde,
Noonan sendromundakine benzer bicimde fasiyal 0zellikler g6zlenebilir. Bu
karakteristikler —aile icinde paralellik gostermez. Molekller c¢alismalar,
norofibromatozis-Noonan  sendromunun NF-I genindeki mutasyondan
kaynaklandigin1 gostermistir. Bu mutasyon, klasik NF-I olgularinda da gosterilmistir
[49].

NF-II, otozomal dominant noérokutandz bir hastaliktir. NF-11, Kklinik ve
genetik olarak NF-I’den farkli bir tablodur ve yaklasik 1:25.000 siklikta ortaya ¢ikar
[50]. NF-II’nin nedeni 22q11.2 kromozomundaki inaktive edici mutasyonlardir ve
bilateral vestibller schwannoma ile karakterizedir [51, 52]. Etkilenen bireylerde
diger kranial sinirlerde, spinal, periferal ve kutandz sinirlerde de schwannomalar
gelisebilir. Café au lait lekeleri, NF-I’dekinden daha az sayidadir ve deri lezyonlari
agirlikli olarak schwannomalardir. Santral sinir sistemi menenjiomlar: ve gliomalari
gozlenebilir. Hastalarin ¢ogunda, yarikli lamba muayenesi ile subkapsiiler lens

opasiteleri goruldr [52].

Schwannomatoziste vestibller schwannomalar veya NF-II’nin oftalmolojik

ozellikleri olmaksizin subkutandz, periferik sinir veya spinal schwannomalar olusur

[53].

GoOvdede, proksimal uylukta ve distal kolda primer olarak gelisen multipl
lipomlar otozomal dominant gegislidir. Bu durumda kutanéz nérofibromlarin
schwannoma ve lipomlardan ayirici tanisin1 yapabilmek amaciyla biyopsi gereklidir
[41].

2.1.3. Klinik Ozellikler

NF-I tanis1 tibbi biyoloji ve genetik uzmani, ¢ocuk doktoru, norolog ve
dermatolog gibi NF-I tanisinda deneyimli bir ekip tarafindan degerlendirilmelidir.
Literatirde NF-I ile iliskili komplikasyonlarin biiyik boliimiiniin saptanmasi

amactyla rutin tarama Onerilmemektedir. Ancak, cocuklar gérme bozuklugundan



yakinmadiklarindan, kii¢iik ¢ocuklarda gérme degerlendirilmesi yapilmalidir. Ayrica,

NF-I tanis1 konmus ¢ocuklarda 6grenme sorunlart ve davranigsal sorunlarin yiiksek

siklikta oldugu diisiintildiigiinde, ¢ocuklar mutlaka yakindan izlenmelidir. Beyin ve

spinal MRG, toraks ve abdomen rutin gorintilemesi asemptomatik tumérlerin

saptanmasini saglar [41]. (Tablo 2.3).

Tablo 2.3. Norofibromatozis-I'i olan gocuklarin degerlendirilmesi.

Norofibromatozis-I'i Olan Cocuklarin Degerlendirilmesi

Gelisim ve okuldaki ilerleme

Yedi yasma kadar gorme belirtileri, goérme keskinligi ve fundoskopik
muayene (optik yolak glioma, glokom)

Bas ¢evresi (tiimor veya hidrosefali diisiindiiren hizl artis)

Boy (anormal pubertal gelisme)

Viicut agirligl (anormal pubertal gelisme)

Pubertal gelisme (hipofiz/hipotalamik lezyona bagli gecikmis/prekoks
puberte)

Kan basinci (renal arter stenozu, feokromasitoma)

Kardiyovaskiler muayene (konjenital kalp hastaligi, 6zellikle pulmoner
stenoz)

Omurga degerlendirmesi (skolyoz+altta yatan pleksiform norofibromalar)
Derinin degerlendirilmesi (kutandz, subkutan6z ve pleksiform norfibromalar)

Ozgiil belirtilerin varliginda sistem muayenesi

Tedavinin ana ilkesi yas grubuna 6zgli monitdrizasyon ve hasta egitimidir.

Tim yas gruplarinda malign periferik sinir kilifi tiimorleri gibi agir hastalik

komplikasyonlar1 vizitler sirasinda ortaya ¢ikabilir. NF-I tanis1 konmus bireyler

olagan dis1 bir durumla (yakinma vb.) karsilastiklarinda bu durum klinisyen

tarafindan dikkatli bir bi¢imde degerlendirilmelidir. NF-I komplike olmamissa,

cocuklar yilda bir kez degerlendirilmelidir. Koordinasyonu kolaylastirmas1 amaciyla

bu degerlendirmenin bir ¢ocuk doktoru tarafindan yapilmas: Onemlidir. Yagh

eriskinler klinige yilda bir kez bagvurmalidirlar. Geng erigkinler (16-25 yas), NF-1 ve



olast komplikasyonlar1 hakkinda egitilmelidirler. NF-lI tanis1 konmus geng

erigkinlerde hastalik kalitimi ve psikolojik destek onemlidir [41].

Yirmili yaslarin ortasindan sonraki izlem siklig1i hastanin tercihine ve
hastaligin siddetine baghdir. Agir hastaligi olan erigkinler genellikle yasamin bu
doneminde farkedilmektedir ve bir NF-I kliniginde yasam boyu izlemi
gerekmektedir. Hafif siddette hastaligi olan erigkinlerde komplikasyon riski ¢ok daha
diisiiktiir. Bu olgular, uzman bir NF-I kliniginde izlemi kabul etmezlerse, olagandisi
herhangi bir durumda klinige bagvurmalari siddetle Onerilmelidir. Asemptomatik
eriskinlerde yillik kan basinci 6l¢iimii yapilmalidir. Bu olgulart 6zellikle malign
periferik sinir kilifi tiimorleri ve spinal kord basist olmak iizere olagan dis1 belirtiler

konusunda da bilgilendirmek gerekir.

2.1.4. Norofibromatozisin Etkiledigi Organ ve Sistemler
NF-I’in manifestasyonlar1 yaygindir ve bir ¢ok organ sistemi etkileyebilir

[40] (Tablo 2.4).

2.1.4.1. Deri

Café au lait lekeleri ve deri katlantisi ¢illenmesi, genellikle komplikasyonlara
neden olmaz. Ancak, bazi hastalar bu pigmentasyonun goriiniimii ile ilgili psikolojik
sikintt bildirebilirler ve bu hastalara deri kamuflaj onerileri ile yardimci olunabilir.
Café au lait lekelerinin tedavisinde lazer uygulamasinin rutin kullanimini destekleyen

kanitlar yoktur [41].

NF-I'de, hipopigmente makdiller café au lait lekeleriyle birlikte bulunabilir ve
bu makdller de vicutta café au lait lekelerine benzer bir dagilim gosterebilirler [41].
Naevus anaemicus ve benign kiraz anjiomlar1 (Campbell de Morgan lekeleri), NF-
I’de genel toplumdan daha sik goriiliir. Bu lezyonlar yastan bagimsizdir. Juvenil
ksantograniilomlar benign portakal papiilleridir ve kii¢lik ¢ocuklarin % 1’inde basta
ve govdede gegici olarak ortaya c¢ikarlar. NF-1 tanist konmus veya
ksantograniilomlar1 olan cocuklarda kronik myeloid 16semi riskinin arttigi ileri
stiriilmiistlir. Ancak bu grupta rutin hematolojik degerlendirme onerilmemektedir ve

yakin zamanda yapilmig bir izlem c¢aligmasinin sonuglari, NF-I ve



ksantograniilomalar1

saptanmadigint gostermistir [54].

olan 14 cocukta herhangi

bir

hematolojik malignansi

Tablo 2.4. Norofibromatozis-I'in major klinik manifestasyonlarinin sikliklar

ve baglangig yaslari.

Klinik manifestasyon Sikhik (%) Baslangic yasi

Café au lait lekeleri >99 Dogumdan 12 yasa kadar

Deri katlantisi ¢illenmesi 85 3 yastan ergenlige kadar

Lisch noddlleri 90-95 >3 yas

Kutandz nérofibromalar >99 >7 yas (genellikle geq
ergenlikte)

Pleksiform norofibromalar

30 (gozle)-50

(g6riinttlemede)

Dogumdan 18 yasa kadar

Sekil bozukluguna neden olan
pleksiform ndrofibromalar - Dogumdan 3 yasa kadar
2-5 (yasam
Malign periferik sinir kilifi timori boyu risk % 8- 5-75 yas
13)
Skolyoz 10 Dogumdan 18 yasa kadar
Cerrahi gerektiren skolyoz 5 Dogumdan 18 yasa kadar
Tibia psodoartrozu 2 Dogumdan 3 yasa kadar
Renal arter stenozu 2 Yasam boyu
Feokromasitoma 2 >10 yas
Agir kognitif bozulma (1Q<70) 4-8 Dogum
Ogrenme sorunlari 30-60 Dogum
Epilepsi 6-7 Yasam boyu
Optik yolak glioma 1.5 (sadece) % Dogumdan 7 yasa kadar
5'i semptomatik (30 yasina kadar)
Serebral glioma 2-3 Yasam boyu
Sfenoid kanat displazisi <1 Konjenital
Aqueduct stenozu 1.5 Yasam boyu




2.1.4.1.1. Norofibromlar

Norofibromlar benign, periferal sinir kilifi tiimorleridir ve fokal kutandz,
subkutan6z, diffuz veya nodiler plexiform lezyonlar biciminde olabilir. NF-I
olgulariin biiyiik boliimiinde kutanéz nérofibromalar vardir. Bu lezyonlar genellikle
gec ergenlik veya erken yirmili yaslarda gelisir. Nadiren, erken ¢ocuklukta da ortaya
cikabilir [40, 55]. Bazi lezyonlar baslangicta morumsu renktedir ve biiylidiik¢e
pedinkile olabilir. Norofibromlarin sayisi bireyler ve aileler arasinda degiskenlik
gosterir [40, 55]. Bu deri tiimorlerinin malign degisime ugradigini gosteren kanit
yoktur. Fakat siklikla kozmetik sorunlara, gecici agri ve kasinmaya neden olur.
[rritasyon, antihistaminiklere genellikle yanit vermez. Mast hiicresi stabilizatdrlerinin

yarar1 belirsizdir. Asir1 sicaktan korunmali ve yumusatict kremler kullanilmalidir

[41].

Kutandz norofibromlar yukarida soézii edilen herhangi bir soruna neden
oldugunda eksize edilmelidir. Norofibromlar1 deneyimli cerrahlar ¢ikarmalidir ve
yizde ve boyundaki ndrofibromlar plastik cerrahlara danisilmalidir. Sorunlu
norofibromlarin ¢ikartilmasinda karbondioksit lazerin cerrahi ¢ikarmaya tistiin olup
olmadig1 kanitlanmamistir fakat bazi kiigiikk lezyonlarda lazer yardimci olabilir.
Cerrahi ¢ikarmadan sonra hipertrofik skar ve nérofibrom rekiirrens riski vardir [41].
Subkutandz noérofibromlar palpasyonla saptanabilir ve hassastirlar. Etkilenen sinirin
dagiliminda karmcalanmaya neden olabilir [55]. Nadiren malign degisim olusabilir.
Cerrahi ¢ikarma disiiniildiiglinde, -¢ikarma bazi durumlarda norolojik defisite neden
olacagindan- NF-I uzmanlarina veya yumusak doku tiimori/periferik sinir

cerrahlarina danisilmalidir [41].

Pleksiform norofibromlar 6nemli morbiditeye neden olur. Cinkid bu
norofibromlar diffiizdir ve sinir boyunca biydrler. Ek olarak, bu lezyonlar gelisirken
cok sayida sinir ag1 tutulabilir. Lezyonlar nodiiler olabilir. Sinir kokiinde ¢ok sayida
birbirinden ayr1 tiimorler gelisebilir. Pleksiform norofibromlar ¢evredeki yumusak
dokuyu infiltre ederler ve daha nadir olarak kemik hipertrofisi gozlenebilir [55].
Buyuk pigmentasyon alanlar1 siklikla derin yerlesimli norofibromlarin varligina
isaret eder. Biiylime hiz1 kestirilebilir degildir ve 6zellikle ergenlerde hizli biiyiime

donemlerini takiben goreceli inaktif donemler izlenir. Sekil bozukluguna neden olan

10



fasiyal pleksiform norofibromlar yasamin ilk ti¢ yilinda ortaya ¢ikabilir [40]. Benign
pleksiform ndrofibromlarin cerrahi olarak ¢ikartilmasi genellikle ¢ok giictiir. Bunun
nedeni timorin cevredeki dokulara ve sinirlere invazyonu ve tiimoriin kalitsal
vaskiiler dogasidir. Cerrahi ¢ikarim sirasinda hayati tehdit eden kanama olusabilir.
Bu durum ozellikle fasiyal pleksiform ndrofibromlarda go6zlenir. Pleksiform
norofibromlarin  biiylimesi tizerine etkili oldugu diistiniilen tedaviler farnesil
transferaz inhibitorleri, antianjiyogenezis ilaglar1 ve fibroblast inhibitorleri olarak
siralanabilir [56]. Giiniimiizde bu ilaglarin semptomatik pleksiform nérofibromasi
olan hastalarda herhangi bir nedenle kullanimini destekleyecek yeterli kanit yoktur.
Sekonder malignite riski nedeniyle benign timdrlerde radyoterapi kontrendikedir
[41].

2.1.4.1.2. Malign Periferik Sinir Kilifi Tiimorleri
NF-I’de yasam boyu malign periferik sinir kilifi timorleri (MPNST) gelisme

riski % 8-13 arasindadir. MPNST, 6zellikle, 20-35 yas araligindaki bireylerde daha
siktir [57]. Bu kanserlerin saptanmasi giigtiir. Yaygin metastaz gozlenir ve prognozu
kotudur [58]. MPNST, -genellikle degismez bir bigimde- var olan pleksiform
norofibromalardan koken alir. NF-I hastalar1 subkutandz veya pleksiform
norofibromayla iliskili asagidaki belirti ve/veya bulgulardan herhangi biri
gelistiginde acil olarak degerlendirmelidir:

e Bir aydan daha uzun siiren veya uykuyu bozan persistan agri,

e Yeni veya nedeni agiklanamayan norolojik defisit,

e  Sfinkter bozukluklari,

e Yumusak-sert nérofibroma dokusu,

e Norofibromanin boyutlarinda hizli artis [58].

Pleksiform nérofibromaya bagli bulgular kolayca saptanamaz [41].

Adjuvan radyoterapiyle tedavi edilen, bireysel veya ailesel kanser dykdsd,
optik sinir gliomu, tam gen delesyonu, multipl subkutan6z ndrofibromalar1 veya
norofibromatdz noropatisi olan bireyler MPNST gelisimi agisindan risk altindadir ve
bu bireyler klinik olarak yakindan izlenmelidir [58-62]. *“®Florodeoksiglikoz”

pozitron emisyon tomografisi MPNST’den koken alan benign pleksiform
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norofibromlardaki farklilagmada kullanigh bir tanisal geregtir ve hiicrelerdeki glikoz
metabolizmasinin hesaplanmasina olanak saglar [63]. Tedavinin amaci tiimorsiiz
sinirlarla timoriin tam olarak c¢ikartilmasidir. Bes cm'den daha biiyiik, yliksek
dereceli ve tam olarak eksize edilmemis MPNST tiimorlerinde adjuvan radyoterapi
kullanilabilir. Metastatik hastalig1 olan hastalarda ifosfamit ve doksorubisin palyatif
olarak uygulanir. S6zii edilen son tedavi yaklagimlari tiimoriin boyutunu kiiciilterek

cerrahi hazirlik yapilmasi agisindan da yararlidir [58].

2.1.4.1.3. Glomus Tumorleri

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, glomus tiimorleri ve NF-I arasinda bir
iliski oldugu bildirilmistir. Glomus cisimleri kiiguk, dermal, enkapstle arterioventz
anastomozlardir. Bu cisimler en sik parmak ucunda gdzlenmekte, periferal kan
akimini ve buna bagli olarak viicut sicakligini regiile etmektedir. Glomus timorleri
genellikle soliterdir fakat NF-I tanisi konmus bireylerde ¢oklu lezyonlar da
gozlenmistir [64]. Lezyon en sik subungual olarak yerlesir ve agri, soguk duyarliligi
ve lokalize s1z1 ile kendini gosterebilir. Belirtiler subkutanéz norofibromlarin neden
oldugu belirtilerden ayirt edilmelidir. Bu durumda tedavi tiimoriin lokal

eksizyonudur [41].

2.1.4.2. Santral Sinir Sistemi

2.1.4.2.1. Norolojik Sorunlar

NF-I'de "aqueduct” stenozu, timorler veya konjenital malformasyonlar
nedeniyle norolojik komplikasyonlar gorulebilir [65]. Sfenoid kanat displazisine
bagli kafatasi deformitelerinde temporal lob orbitaya fitiklagtigindan nabizli
ekzoftalmusa neden olabilir. Omurga bi¢imini bozan agir skolyoz omurilik basis1 ve
solunum sikintisi ile sonuglanabilir [40]. Genelde norolojik sekeller, periferik ve

spinal sinirlere veya spinal korda basinin bir sonucudur.

Epilepsi genellikle hafiftir ve NF-I olgularmin yaklasik % 6-7'sinde ortaya
cikar. Epilepsi, altta yatan kortikal disgenezi ile iligkili olabilir [66]. Karotid arter
stenozu/okliizyonu, hemoraji ve anevrizma gibi serebrovaskiiler hastaliklar NF-I

vaskiilopatisinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar [67]. NF-Ideki kognitif bozuklugun
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nedenleri olan norofibromatoz, nodropati ve multipl sklerozis tam olarak
aciklanabilmis durumlar degildir [62, 68, 69].

NF-I olgularinin nérolojik muayenesi yilda bir kez yapilmalidir. Herhangi bir
aciklanamayan ndrolojik bulgu veya belirti varliginda tibbi degerlendirme yapilmasi
onemlidir. Akut veya ilerleyici duyusal ve motor defisit; inkoordinasyon bozuklugu
veya sfinkter bozuklugu intrakranial lezyon veya spinal kord basisinin gostergesi
olabilmektedir. Sabah uyanma sonrasinda bas agrisi, kusma, biling degisikligi

intrakranial basincin artigini akla getirilmelidir.

2.1.4.2.2. Kognitif Sorunlar ve Davramissal Giicliikler

NF-I"deki en sik norolojik komplikasyon biligsel sorunlardir ve zeka
duzeyinde (1Q) azalma ile kendini gosterir. Bu azalma, genellikle orta diizeydedir.
Agir entelektiiel defisit (IQ < 70 puan) nadirdir [59, 70, 71]. NF-I tanis1 konmus
cocuklarmn % 30-60’mnda 6zgiil 6grenme giigliikleri gdézlenmistir [68, 70-72]. Ozgl
ogrenme giicliigii olan cocuklar tam akademik basar1 gosteremezler. Bu durum
kiiltiirel veya sosyoekonomik faktdrlerden bagimsizdir. NF-I'de asikar ndrolojik
genetik veya genel tibbi sorunlar olmasa bile 6zgiil 6grenme giigliigii olan ¢ocuklarda
akademik basarida azalma gozlenir. Ozgiil 6grenme giicliigii, normal veya daha
nadiren ortalamanin iizerinde zekaya sahip ¢ocuklarda da belirgindir. Okuma-yazma
giicliikleri, gorsel uzaysal dikkat sorunlari, islem bellegi ile iligkili sorunlar ve dikkat
defisitleri g0zlenebilir. Davranigsal sorunlar ise uyku bozukluklari, sosyallesmede
bozulma, diisiik Ozsaygi ve sosyal isaretlerin yanlis yorumlanmasi seklinde
siralanabilir. NF-I'de dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu ve otistik spektrum
bozukluklarinin sikligi artmistir [73, 74].

Ideal olan ayrmtili gelisimsel degerlendirmenin miimkiin olan en kisa siirede
yapilmasidir. Okuldaki ilerleme yillik degerlendirmenin 6nemli bir pargasidir. Ek
olarak aktivite, distraktibilite, sosyal etkilesim ve ince ve kaba motor beceriler
mutlaka degerlendirilmelidir. NF-I tanis1 konmus ¢ocuklarda siklikla giyinme, kalem
tutma, sigrama, kosma ve bisiklete binme becerilerinde akranlarina gore giicliikler
vardir. Ligament laksitesi, ince ve kaba motor becerilerinin gelisiminin gecikmesine

katkida bulunur. Ozellikle erken dénemde olmak iizere 6zgil dgrenme giigliigiine
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yonelik girisimlerin saglanmasi 6nemlidir. Ogretmen, egitim psikologu ve diger
saglik hizmeti verenler arasindaki koordinasyon onemlidir. Dikkat eksikligi olan
cocuklar metilfenidata siklikla iyi yanit verir. Bilissel davranis¢i terapi yardimci
olabilir [70, 74].

NF-I’de bilissel bozulmanin patogenezi tam olarak agiklanamamistir ve
beyindeki T2 hiperintensitelerinin nedeni agik degildir [70, 71, 74, 75]. Yakin
zamanda yapilan ve fare NF-I modelini degerlendiren bir ¢calismada, 6zgiil bir HMG-
CoA rediiktaz (kolesterol biyosentezinde hiz belirleyici) inhibitorii olan lovastatinin
dikkat eksikligi ve gorsel uzaysal bozulmalar1 geriye dondiirebildigi gosterilmistir
[65, 75]. Gunlimizde, NF-I’i olan gocuklarda statin grubu ilaglarin giivenirligini ve
tolerabilitesini arastiran klinik ¢alismalar devam etmektedir. Artan yasla birlikte
motor becerilerde diizelme olmasina karsin bilissel bozulma erigkinlikte de ilerleme

egilimindedir [41].

2.1.4.2.3. Santral Sinir Sistemi Tumorleri

Glioma NF-I’deki baskin timor tipidir ve sinir sisteminin her bolgesinde
olusabilir. En sik optik yolaklar beyin sap1 ve cerebellum tutulur [65]. Beyin sap1
gliomalar1 diffiiz veya fokal tlimorler olarak karsimiza ¢ikabilir ve bazen agresif bir
davraniga sahip olsa da NF-I"de genel toplumdan daha yavas bir gidise sahiptir [65,
76]. Pilositik astrositomlarin sonuglari daha benign olmakla birlikte yiiksek dereceli
astrositomlar semptomatik ve ilerleyici timorlerdir [65, 76]. Yakin zamanda yapilan
bir ¢alismada, eriskin baslangicli semptomatik tiimorlerin ve optik yolak disinda
yerlesen gliomalarin azalmig sag kalim stiresiyle iliskili oldugu gosterilmistir.
Menenjiyomlar ve vestibiiler schwannomlar NF2’nin karakteristik ozellikleridir ve

NF-I’de sik gozlenen tiimdrler degildir [41].

2.1.4.2.4. Optik Yolak/Sinir Gliomalar:

Optik yolak gliomalar1 (OPG), derece I pilositik astrositomlardir. NF-I tanisi
konan g¢ocuklarin % 15’inde gelisir [77]. Bu tumorler siklikla asemptomatiktir ve
genel toplumdaki ayni tiimdrden daha yavas seyirlidir ancak bazi tliimdrler gérme
keskinliginde bozulma, anormal renkli gérme, gorme alani kaybi, sasilik, pupiller

anormallikler, soluk optik disk, piroptoz ve hipotalamik islev bozukluguna neden
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olabilir. Semptomatik OPG riski yedi yasin altindaki ¢cocuklarda en yiiksektir ve yash
bireylerde tibbi girisim gerektiren timor gelisimi nadirdir [77, 78]. Klguk gocuklar
glioma ilerleyene kadar gérme bozuklugundan yakinmazlar ve bazi durumlarda
sadece bilateral gorme kaybi1 oldugunda gérme sorunlarmmin farkina varabilirler.
Ebeveynler gorme problemlerinin olasi isaretleriyle ilgili bilgilendirilmelidir.
Cocuklarda kiigiik oyuncaklar1 tutamama ve nesnelere carpma gibi durumlar
farkedildiginde gorme sorunlarindan siiphe edilmelidir. Kiigiik c¢ocuklarda ve
Ozellikle bilissel defisitleri olanlarda, gérme degerlendirmesi siklikla sorunlu bir
strectir.  GOrme keskinliginin degerlendirilmesinde 1{i¢ yas, renkli gormenin
degerlendirilmesinde bes yas ve gdrme alani degerlendirilmesinde sekiz yas kesme
noktasidir. Yine de, kii¢iik cocuklarda OPG gelisim riskinin yiiksek oldugu akilda
tutularak yedi yas altindaki ¢ocuklarin gérme keskinliginin fundoskopik muayene ile
(optik disk soluklugu ve elevasyon) yilda bir kez yapilmasi 6nerilmektedir. Cocuk
uygun yasa geldiginde renkli gérme ve gérme alaninin bazal bir degerlendirmesinin
yapilmas1 uygundur. Gormede progresif bozulma veya piroptozis yoksa OPG’de
beyin MRG taramasi endike degildir. OPG lezyonunun saptanmasinda difflizyon
tensor goriintiileme fare modelinde basarili sonuglar elde edilmesini saglamistir [79].
OPG tedavisinde uzman Onerisi alinmalidir ve tedavi genellikle vinkristin ve
cisplatinum ile yapilir [80]. Bazi durumlarda agir piroptoz veya yaygin kiazma
gliomlarmin ¢ikartilmas1 amaciyla cerrahi uygulanabilir. Radyoterapi ikincil
malignite potansiyeli, néropsikolojik, vaskiler ve endokrin kéti sonuclar nedeniyle
kicik cocuklarda 6nerilmemektedir. Rapamisin in vitro ortamda astrosit biyumesini

azaltmaktadir ve OPG tedavisinde umut vaat etmektedir [81].

Norofibromlar periferik sinirler, spinal sinir kokleri ve spinal korda basi
yaparak norolojik belirtilere neden olur. Yiiksek servikal bolgedeki nérofibromlarin
omurilik basis1 yapma olasiligi daha yiiksektir. Yine de radyolojik olarak omurilik

basis1 saptanan bir¢ok bireyde nérolojik defisit yoktur ve cerrahi gerekmez [41].

2.1.4.3. Ortopedik Sorunlar
NF-I tanis1 konmus bireylerin yaklasik % 2’sinde 6zellikle tibia olmak {izere
uzun kemiklerde egilme ve/veya psoddoartroz gelisir [40]. Bu bozukluga kemik

olusumunun intrinsik bir defekti neden olmaktadir ve egilme yasamin ilk birkag
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ayinda daha belirgindir. Spontan veya kii¢iik travmalardan sonra kiriklar olusur ve
iyilesme gecikir. Cerrahi genellikle gereklidir ve bazi olgularda, etkilenen
ekstremitenin amputasyonu gerekebilir. Infantlar uzun kemiklerde egiklik olup
olmadig1 yoninde muayene edilmelidir. Klinisyenler olas1 kaza dis1 yaralanmalar

icin kiiglik gocuklart degerlendirirken psddoartroz olasiligini diistinmelidirler [41].

NF-I’i olan ¢ocuklarda yilda bir kez omurga degerlendirilmesi gerekir ve
skolyoz ile ilgili klinik kanit saptanan bireyler uzman bir ortopediste
yonlendirilmelidir. NF-I kemik devamliliginin bozulmasina neden olur ve buna bagh
olarak kemik mineral densitesinde azalma g0zlenir [82]. NF-I'deki skolyoz,
idiyopatik ve distrofiktir. Skolyoz en sik alt servikal ve {ist torakal omurgay1 tutar.
[40, 83]. Distrofik egim ek olarak kifozla iligkilidir ve idiyopatik olgulardan daha
erken baslangighdir. Distrofi tipik olarak 4-6 segmenti kapsar ve vertebra
cisimlerinin ve ayni zamanda kostalarin distorsiyonuna neden olur. Hizli ilerleyen bir

tablodur ve erken dénemde spinal fiizyon uygulanmasi gerekir [41].

2.1.4.4. Kardiyovaskuler Sorunlar

NF-I’de konjenital kalp hastaliklarindan 6zellikle pulmoner arter stenozu ve
hipertansiyon gozlenir [67]. Ayrintili bir kardiyovaskiiler sistem muayenesi ve
aciklanamayan bir (fiirim varliginda kardiyolog tarafindan degerlendirme
yapilmalidir. Kan basinci yillik olarak kontrol edilmelidir ve kan basincinin 140/90

mm Hg ‘dan daha diisiik olmas1 saglanmalidir [41].

NF-1 olgularinin yaklagik % 2’sinde renal arter stenozu goriiliir. Hipertansif
cocuklarda, genc eriskinlerde, gebelerde ve refrakter hipertansiyonu olan yash
bireylerde NF-I tanis1 diisiiniilmelidir [40, 67]. Renal arter stenozu bilateral olabilir
Renal arter stenozu kiigiik veya biiyiik damarlarin stenozu, anevrizma formasyonu
veya bitisik bir timoriin  ekstrinsik  basist ile gelisebilir. Tedavisinde
antihipertansifler, perkiitan transluminal anjiyoplasti ve cerrahi uygulanmaktadir.

Cerrahiyi takiben rekiirren stenozla ilgili sonuglar degiskendir [84].

NF-I olgularinin yaklasik % 2’sinde feokromositoma gelisir ve bu tiimdrlerin

% 12’si maligndir [85]. Klinik olarak, hipertansiyon/ paroksismal hipertansiyon,
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carpinti, bas agrisi, bag donmesi veya terleme goriilebilir. Yirmi dort saatlik idrarda
katekolamin miktarlar1 degerlendirilmelidir. Iliskili belirtilerin varliginda hastanin
semptomatik oldugu doénemde idrar Ornegi alinmasi uygundur. Tedavisinde

cerrahiden dnce alfa ve beta blokorler kullanilabilir [40].

2.1.4.5. Gastrointestinal Sorunlar

Karinda sisme, agri, dispepsi, hemoraji ve konstipasyon gastrointestinal bir
norofibromay1 diisiindiirebilir. Karsinoid tiimorler duodenuma yerlesir ve yiizde
"flushing", diyare, sag tarafli kardiyak lezyonlar, fasial telenjiektaziler ve
bronkokonstriksiyon olusabilir [86]. Tami serotonin metaboliti olan 5-
hidroksiindoleasetik asitin idrardaki artmis diizeyleri ile konur. NF-I olgularinda,
gastrointestinal stromal tliimorler ve gastrointestinal kanalin en sik mezensimal

tmorleri gozlenir [87].

2.1.4.6. Psikiyatrik Sorunlar

Psikiyatrik sorunlar vicutta norofibromalara bagli olarak gelisen bigim
bozukluklar1 ve hastalifin karmasik ve kestirilemez dogasi ile iligkilidir. Anksiyete
ve depresyon belirtileri siktir. Intihar girisimi, psikoz ve sosyopatik davranislarin

sikligi artmistir [68, 88].

2.1.4.7. Dogum Kontrolii ve Gebelik

Norofibromalarin % 75’inde progesteron reseptorleri oldugu bilinmektedir
[89]. Ancak, oral kontraseptif veya tek basina progesteron igeren dogum kontrolii
ilaglarmin nérofibromanin biiyiimesine katkist olup olmadig: tartigmalidir [90]. NF-
I’de; oli dogum oraninda artis, intrauterin biiylime geriliginde artis, sezaryen
oraninda artig gibi perinatal komplikasyonlar bildirilmistir [91]. Gebelik sirasinda

norofibromalarin boyutlarinin biiylidiigii ve sayilarinin arttigi da bilinmektedir [92].

2.1.4.8. Genetik Damismanhk
NF-I’1 olan bireylerde NF-1 % 50 olasilikla bir sonraki kusaga aktarilir.
Ancak klinik tablonun ve/veya komplikasyonlarin aile iginde bile kestirilemedigi

bilinmektedir [47]. Yasam boyu morbiditeyi artiran veya erken mortaliteye neden
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olan komplikasyonlarin varliginda dikkatli olunmalidir. Siddetli etkilenen ¢ocuklarin

orant 1/12' dir [41].

Ailede ilk kez etkilenen bireyin ebeveynleri kutantz lezyonlar ve Lisch
nodiilleri agisindan muayene edilmelidir. Bazen bir ebeveynin de NF-I’in segmental /
mozaik bir formu saptanabilir. Ebeveynlerde az sayida saglik sorunu olmasina
karsin, bu ebeveynlerin klasik NF-I'i olan bir ¢gocuga sahip olma riski artmistir. NF-
I’in klinik bulgularinin yoklugunda diger cocugun NF-I ile dogmas1 oldukca diisiik
bir olasiliktir (%1°den az) [41].

Olgularin yaklasik % 85-95’inde -molekiiler tekniklerin kombinasyonlari
(denaturating  high-performance liquid chromatography [DHPLC], direkt
sekanslama, fluorescence in situ hybridization [FISH], multiplex ligation-dependent
probe amplification [MLPA] ve comparative genomic hybridization [CGH] array)
kullanilarak- NF-1 gen mutasyonu saptanabilir [93, 94]. Koryonik villus érneklemesi
veya amniyosentezden elde edilen fotal DNA ekstrakti kullanarak direk mutasyon
testi ile prenatal tanilama yapmak mimkundur. Alternatif olarak iki veya daha fazla
bireyin etkilendigi ailelerde DNA belirtegleri prenatal tan1 konmasi amaciyla
kullanilabilir. Implantasyon &6ncesinde genetik tan1 miimkiindiir. Ug giinliik
embriyodan elde edilen tek hiicrelerdeki genetik materyal kullanilarak NF-I

mutasyonu saptanabilir [95].

2.2. Yara lyilesmesi

Doku yaralanmasi sonrasi gelisen bir dizi olay doku biitiinliiglinii yeniden
saglamayl amaclar. Memelilerde bu olaylar dizisi kemik ve bazi durumlarda
karaciger dokusu disinda skar ve fibrozis olusumuyla sonlanir [96].
Yara iyilesmesi inflamasyon, proliferasyon ve matiirasyon (yeniden modelleme)
fazlarini igerir. Inflamatuar fazda hemostaz saglanir ve bunu inflamatuar igerigin
bolgeye gbgii izler. Proliferasyon fazinda fibroplazi, granilasyon, kontraksiyon ve
epitelizasyon gerceklesir. Yeniden modelleme (matiirasyon) fazi1 skar matiirasyonu
olarak da bilinir [96].
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2.2.1. inflamatuar Faz

Inflamasyon fazi yara iyilesmesi siirecinin ilk asamasidir. Yaralanmayi
takiben yara bolgesindeki yikima ugramis damarlar hemen daralir. Ozellikle
subendotelden olmak {iizere hasarli dokudan tromboplastik doku iiriinleri salinir.
Trombositler kiimelenerek ilk hemostatik tikaci olusturur. Pihtilasma ve kompleman
sistemleri harekete gecer. Intrinsik ve ekstrinsik pihtilasma sistemleri protrombinin
trombine doniiserek aktive olmasini saglar. Aktive trombin, fibrinojeni daha sonra
polimerize olarak kalic1 pihtiy1 olusturan fibrine dondstiiriir. Trombusun olusumunu
takiben hemostaz saglanir. Kiimelenmis trombositler degraniile olarak inflamatuar
hicreleri yara bolgesine yonlendiren kemoaktif maddeleri, fibroblast aktivasyon
faktorlerini ve vazokonstriktorleri ortama salarlar. Hemostazi takiben koagulasyon ve
kompleman sisteminin Grdnlerinin etkisiyle damarlar dilate olur ve permabiliteleri
artar. Bu, inflamatuar hiicrelerin hasarli bolgeye gecisini arttirir. Hasarli bolgeye ilk
gelen inflamatuar hiicreler arasinda notrofiller cogunluktadir. Nétrofiller hiicre yikim
{iriinlerini, yabanci cisimleri ve bakterileri yara bolgesinden uzaklastirir. Iki-tic giin
icinde inflamatuar hiicreler arasinda monosit hakimiyeti goriiliir. Kanda dolasan
monositler yara bolgesine go¢ eder ve makrofajlara doniisiir. Bu makrofajlar doku
makrofajlariyla beraber onarim sirecini yonetir. Makrofajlar doku ve bakteri yikim
urtnlerini fagosite eder ve blyume faktorleri salgilarlar. Bu biiylime faktorleri
endotelyal hiicreleri, fibroblastlar1 ve keratinositleri aktive ederek bu hicrelerin
onarim siirecindeki goérevlerini yerine getirmelerini saglar. Makrofajlardan salinan
20'den fazla sitokin ve biliylime faktorii saptanmistir. Monosit ve makrofajlarin
yaradan uzaklastirilmasi yara iyilesmesinde 6nemli derecede yavaslamaya, fibroblast

proliferasyonunun gecikmesine ve anjiogenezin bozulmasina yol agar [96-98].

2.2.2. Proliferatif Faz

(1) Graniilasyon dokusu olusumu

Yaralanmadan yaklasik 4 giin sonra, gecici ekstraselliiler matriks (ECM),
graniilasyon dokusuyla yer degistirmeye baglar. Kapillerlerin invazyonuyla
iliskilendirilen bu morfolojik degisim aym1 zamanda bolgede hiicresel diizeyde
dermisin kalic1 elemanlarinin olusumu ile kendini gosterir. Bunlar fibroblastlar ve

fibroblastlar tarafindan olusturulan kollajen ve kan damarlaridir. Graniilasyon
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dokusundaki makrofajlarin Grettikleri blytme faktorleri ve sitokinler, inflamasyon

fazi ile proliferatif faz arasinda koprii gorevi goriir [99].

Fibroblastlar yara iyilesmesinde gorev alan en énemli mezenkimal hiicrelerdir
[100]. Hem “iretim” hem de “mekanik” gorevleri vardir. Fibroblastlar gegici
matriksin yerini alacak olan kollajen kokenli matriksin Gretiminden sorumludur.
Mekanik gorevleri ise kontraktil 0Ozellikleri yoluyla yara kontraksiyonunu

saglamalaridir.

(2) Migrasyon

Inflamasyon fazindan proliferatif faza gecisi saglayan faktorlerden biri
sitokinler ve blyume faktorleridir. Fibroblast migrasyonu PDGF, néral blylme
faktori (Neural Growth Factor=NGF), TGF-B, bag dokusu biiyiime faktorii
(Connective Tissue Growth Factor=CTGF) ve Cysteine-zengin anjiyojenik
indikleyici 61 (Cysteine-rich angiogenic inducer 61=Cyr-61) tarafindan stimiile
edilir [101]. Aym1 zamanda gegici matriksin igeriginde yer alan fibronektin de
fibroblastlar1 yara bolgesine ¢eker [102]. Yara bolgesine go¢ eden fibroblastlar iki
farkli hiicreden koken alirlar. Bunlardan biri yaraya yakin bolgelerde farklilasan
hiicrelerdir. Digeri ise fibroblastlara makrofaj lirtinlerinin stimiilasyonuyla farklilasan

yakin bolgedeki mezankimal hiicrelerdir [97, 100].

Hicre yuzeyinde bulunan integrinler fibroblastlarla ECM arasindaki iliskiyi
kolaylastirir [97]. Integrinler hiicre disina, membrana ve hiicre igine uzantilar1 olan
transmembrandz reseptdrlerdir. Integrinler onarim sirasinda hiicre fonksiyonunu
kontrol eden diizenleyicilerdir [103]. Heterodimerik yapidadirlar ve birbiriyle iligkiye
girerek aktif protein reseptdriinii olusturan o ve P alt iiniteleri vardir. Integrin
ligandlar1 biiytime faktorleri, kollajen ve elastini kapsayan ECM bilesenleridir.
Ligandin baglanmasini takiben integrin reseptOrinin sitoplazmik reseptoriinde
fosforilasyon meydana gelir ve bu fosforilasyon bir dizi sinyal iletimi zincirini
harekete gecirerek gen ekspresyonunu degistirir ve yeni hiicresel fonksiyonun

meydan gelmesini saglar.

20



Fibroblastlarin yara bolgesine gocli diizensiz bir sekilde degildir.
Fibroblastlar yara bolgesine fibrillere paralel olarak hareket ederler. Fibroblastlar bu
gogleri sirasinda hiicresel yikim {iiriinleri ve matriks fibrilleriyle karsilasirlar. Bu
engelleri ¢esitli matriks metalloproteinazlari (MMP) yardimiyla asarlar. Simdiye
kadar 24 farkli MMP tanimlanmistir [104]. Bunlardan MMP-1, MMP-2 ve MMP-3,
TGF-B tarafindan, MMP-19 ise tumoér nekrotize edici (Tumor Necrosis
Factor=TNF)-o tarafindan stimiile edilirler. MMP’lerin anjiogenez ve fibroblast
gocunde 6nemli rolleri vardir. Aym1 zamanda MMP'ler timor invazyonuyla da
iligkilendirilmistir [97]. Bir grup olarak MMP’ler ECM’yi tanima ve yikma
yetenegine sahiptirler. Bu, MMP’lerin ¢ok incelikli bir sekilde diizenlenmelerini
gerektirir. Bu diizenleme ilk olarak hiicre i¢i liretim asamasinda gen ekspresyonu ile
olur. Hiicre i¢inde iiretilen MMP’ler proenzimler ve zimojenler halinde hiicre disina
salmir. Hiicre disindaki ikinci diizenleme ekstrasellller aktivasyon sirasinda olur.
Uctinci diizenleme doku matriks metalloproteinaz inhibitérleri (TIMP) araciligiyla
saglanir [104, 105].

Son yapilan ¢alismalar anormal MMP ve TIMP oranlarini asir1 fibrozisin rol
oynadig1 skleroderma, keloid ve hipertrofik skar gibi durumlarla iligkilendirmistir.
Yapilan ¢alismalarda, hipertrofik skar ve keloidlerde MMP-2, MMP-3, MMP-13
diizeylerinin arttig1 gosterilmistir [106-108]. Fujiwara, benzer bir ¢alismada, keloid
fibroblastlarinda tip I kollajen ve MMP-1, MMP-2, TIMP-1 diizeylerinde artis
saptamistir. Fujiwara, keloid fibroblastlardaki artmis migratuar aktiviteyi, MMP
dizeyindeki artigla iligkilendirmistir. [14].

(3) ECM iiretimi ve biiyiime faktorlerinin salinmasi

Fibroblastlar ~ kalict1  ekstraseliiler ~ matriks  elemanlari1  (kollajen,
glikozaminoglikan [GAG], proteoglikan) ve blyume faktorlerini Uretmekten
sorumludurlar. Kollajen Uretimi doku hasarinin yaklagik 3-5. giinlinde baslar ve
PDGF, TGF-B, epidermal biiylime faktorii (Epidermal Growth Factor=EGF), IGF1,
FGF-2, CTGF, Cyr-61, sfingozin-1-fosfat (Sphingosine-1-phosphate=S1P)
tarafindan stimule edilirler [100].
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Kollajen sentezinde ilk asama bir kollajen prekiirsorii olan prokollajenin
sentez edilmesidir [97]. Bu islem membrana bagl ribozomlarda meydana gelir.
Prokollajen suda kolaylikla ¢oziiniir ve bu 6zelligi onun hiicre icerisinde rahatca
tagiabilmesi i¢in gereklidir. Hiicre i¢i prokollajen sentezinde en onemli asama lizin
ve prolinin endoplazmik retikulumda hidroksilasyonudur. Bu asama, prokollajen
molekiillerinin sonradan hiicre disinda meydana gelecek agregasyonu ve fibrillerin
olusumu i¢in gereklidir. Prokollajen zincirleri hiicre digina salinmalarini takiben
hiicre disinda bir dizi enzimatik islemden gecerek fibrilleri olusturmak {izere

birlesirler.

Proliferatif fazda gerceklesen diger bir olay da anjiogenezdir [98]. Doku
hasarmin 2. giininde endotelyal hiicreler gegici ECM iizerinde fibroblastlara benzer
sekilde gog¢ ederler. Endotelyal hucrelerin hareketi VEGF, FGF, anjiopoietin ve
TGF-p tarafindan stimile edilir [97]. Ayrica ECM’nin kendisi de endotelyal hiicreler
icin bir stimiilandir. Endotelyal hiicreler iizerlerinde bulunan integrin reseptorler
sayesinde ECM’yi tanirlar. VEGF, FGF ve TGF-B bu reseptorlerin hiicre

yiizeyindeki sayisin1 arttirir.

MMP’ler anjiogenezde 6nemli gorev alirlar [104]. MMP’lerin gorevi bazal
membranin yikim1 ve ECM’nin endotelyal hiicrelerin gegisine izin verecek sekilde
yikimidir. MMP-1, MMP-2, MMP-9, MT-MMP ve MMP-19 anjiogenezde rol alan
en 6nemli matriks metalloproteinazlardir [97]. MMP-1 tip | kollajen matriks icine
endotelyal huicre migrasyonu icin gereklidir [109]. MMP-2 endotelyal hiicre
yiizeyindeki integrinler araciligiyla endotelyal hiicrelere yapisir ve endotelyal
hicreler ilerlerken 6nlerine ¢ikan gecici ECM’yi pargalayarak endotelyal hiicrelerin

ilerlemelerini saglar [97].

2.2.3. Matiirasyon (Yeniden modelleme) Fazi

Matiirasyon fazi yara iyilesmesinin en uzun siiren asamasidir Yaranin
graniilasyon dokusuyla dolup keratinosit migrasyonuyla reepitelizasyon saglanmasini
takiben baglar. Yara iyilesmesinin her asamasinda oldugu gibi bu asama da

digerleriyle binisiktir [96].
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Insanlarda yara matiirasyonu -klinik olarak- yara kontraksiyonu kizariklik ve
yara kalinhiginda azalma, yara kuvvetinde artma ile Kkarakterizedir. Yara
kontraksiyonu yaralanmay1 takiben 4-5. giinde baslar [96-98]. Yara kontraksiyonu
myofibroblastlar sayesinde saglanir. Myofibroblastlar hiicre i¢i aktin filamentleri
iceren fibroblastlardir ve bu hiicreler kontraksiyon Ozelligi  gOsterirler.

Myofibroblastlar tizerlerindeki integrin molekiilleri sayesinde ECM’ye tutunurlar.

Matiirasyon fazinda yara kalinligi azalirken yaranin tensil (gerilmeye
dayanim) kuvveti artar [97]. Bu ECM’nin yeniden modellenmesiyle iligkilidir. Net
kollajen iiretimi yaralanmadan sonra ortalama 21. gline kadar siirekli bir artig
gosterir. Bu asamadan sonra kollajen sentezinde bir azalma gozlenir [96]. ECM’deki
artmis kollajen miktarinin geri beslemeyle fibroblastlardaki kollajen sentezini
azaltigr distinilmektedir [110]. Bunu yaninda IFN-y ve TNF-a fibroblastlarin
kollajen sentezini azaltmada etkilidir [111]. Yara iyilesmesinin 21. giliniinde
maksimum kollajen miktarina ulasilsa da yaranin tensil kuvveti normalin ancak %
20’s1 kadardir. Altinc1 haftada yaranin tensil kuvveti olmasi gerekenin % 80’ine
ulagir. Yirmi birinci gilinle 6. hafta arasinda gecen ve yara kuvvetinin arttigi bu
donemde gergeklesen temel olay kollajen yikimi ve yeniden diizenlenmesidir [96,

97].

Kollajen yikimi esas olarak MMP ve TIMP iiretimi ile iligkilendirilmistir.
ECM yeniden modellemesi asamasindan 6nce MMP-2, MMP-1, MMP-9 ve TIMP-1
dizeylerinde bir azalma gozlenir [112]. Bu nedenle MMP’lerin ve TIMP’lerin
uyumlu bir sekilde {iretilmesi saglikli yara matiirasyonu acisindan Onemlidir.
Matiirasyon fazinda ECM niteliginde belirgin degisiklikler meydana gelir. Zamanla
Tip I kollajen miktar1 artarken Tip III kollajen, proteoglikan ve su miktar1 azalir.
Kollajen fibrillerinin kalinlig1 ve interfibriller baglanma atar ve fibriller yeniden
diizenlenir. Yara iyilesmesinin erken donemlerine kollajen fibrilleri diizensiz sekilde
dizilmiglerdir. Bu, iyilesmenin erken donemindeki yiiksek kollajen miktarina ragmen

yara kuvvetindeki zayiflig1 agiklar [113].
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Skar mattrasyonuyla beraber klinik olarak gzlemlenen kizariklik azaligi yara
icindeki kapillerlerin yogunlugunun degistigini gosterir. Matiir skar granulasyon

dokusuna oranla daha az kapiller damar icermektedir [99].

2.3. Keloid ve Hipertrofik Skar
Keloid ve hipertrofik skarlar asir1 skar olusumunun klinik olarak goriilen iki

farkl: tirudar.

Keloidler genetik olarak egilimli kisilerde cilt yaralanmasini takiben anormal
yara iyilesmesinin sonucu olarak ortaya cikan fibroz asir1 biiylimelerdir [114].
Normal skarlarin aksine gerileme gostermezler. Keloidler insan disindaki diger
canlilarda goriilmeyen [115], benign dermal fibroproliferatif timorler olarak
tanimlanabilir. Nasil ve neden olustuklar1 kesin olarak bilinmese de yara iyilesme
stirecinin sonlandirilmasindaki bir yetersizlige bagli oldugu diistiniilmektedir. Skar
bolgesinde fazla miktarda kollajen olusur ve bu kollajen olusumu yara sinirlarini
asar. Baz1 calismalar keloidlerden elde edilen fibroblastlarin normal fibroblastlarla
karsilagtirildiginda daha fazla miktarda kollajen irettiklerini gostermektedir [116,
117]. Bunun yaninda hipertrofik skarlar keloidlerden yara bolgesinin sinirlari iginde
kalmalariyla ayrilirlar. Normal dokuyu etrafa dogru iterek biiyiiseler de yara

etrafindaki normal dokuyu invaze etmezler [118, 119].

Hem hipertrofik skarlar hem de keloidler her iki cinste de benzer oranlarda
gortliir. Her ikisinin de en sik goriildiigii yasam donemi ikinci dekattir. Her irkta
gorilmekle birlikte esmer tenlilerde daha sik goriilme egilimindedir. Hipertrofik
skarlar zamanla regresyon gosterebilirler ancak keloidler regresyon gdstermezler.
Hipertrofik skarlar ve keloidlerin tedavisi i¢in siklikla cerrahi eksizyon ve sonrasinda
steroid ve/veya silikon tabaka uygulamasi kullanilir. Bu tedavi sonrasinda
keloidlerde rekirrens % 45-100 arasinda goriiliirken hipertrofik skarlarda rekurrens
cok daha nadirdir [120].

Keloid ve hipertrofik skarlar icin pek ¢ok risk faktorii ortaya atilmis olsa da

etyolojisinde su ana kadar agik¢a ortaya konmus tek onemli risk faktorii ailesel

yatkinhiktir. Keloid hastaliginda kalittmin  otozomal resesif yolla gectigi
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disiiniilmektedir, ancak su ana kadar bu durumdan sorumlu tutulabilecek bir gen

saptanamamugtir [119].

Keloid ve hipertrofik skarlar normal skar dokusundan histolojik olarak
gozlenebilen zengin damarlanmalari, yiliksek mezankimal hiicre yogunluklari,
inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve kalinlasmis epidermal hiicre tabakasi ile ayrilirlar.
Her iki lezyonda da fibroblast aktivesi baskindir. Keloidler sikica paketlenmis sayisiz
fibrilden olusan biiyiikk ve kalin kollajen lifleri igerirler. Hipertrofik skarlarda ise
fibroblastik hticreler, kiicik damarlar ve rastgele organize olmus ince kollajen
fiberlerden olusan nodiiler yapilar goriiliir. Bu nodiiler yapilar hipertrofik skarlarda
hemen her zaman goriinse de, keloidlerde nadiren goérulir. Keloid ve hipertrofik
skarlarin vaskiiler yapilar1 benzerdir. Birgok kiiciik oklude damar igerirler. Sadece
keloidlere 6zgii olan ve hipertrofik skarlarda bulunmayan ayiric1 histolojik bulgu
genis, eozinofilik, hyalin benzeri kollajen lifleridir. Bunlara keloidal kollajen adi
verilir. Ancak keloidin bu ayirict histolojik bulgusunun her zaman goériilmesi olanakl
degildir. Keloidal kollajen keloid doku drneklerinin yalnizca % 55’inde saptanabilir

[121].

Keloid olusumunun patogenezi hala acikliga kavusmus degildir. Keloidlerden
elde edilen fibroblastlarin asir1 miktarda Tip I prokollajen {irettigi, fazla miktarda
VEGF, TGFB1/B2, PDGFa reseptor ekspresyonu gosterdigi ve bilylime faktorlerine
daha az ihtiya¢ duydugu bilinmektedir [114]. Prolin hidroksilaz aktivitesiyle dlgtlen
kollajen sentezi hemen hemen 20 kat artmis bulunur [120]. Keloid fibroblastlarin
apoptozis yetenekleri de normale gore kisithdir ve apoptozisle ilgili genlerde azalma
mevcuttur. Kiiltiire edilmis fibroblastlarin normal fibroblastlara gore daha fazla
kollajen ve matriks metalloproteinazlar: irettikleri gosterilmistir [14]. Keloid
fibroblastlarinin proliferasyon hizlar hipertrofik skarlara gére daha yiiksektir [122].
Normal skarlarda bulunan bir negatif geri besleme mekanizmasi fibroblastlarin asir
cogalmasini engellemektedir. Bronson, matiir skarlardan elde edilen fibroblastlarin
normal yara iyilegsmesinde fibroblast proliferasyonunu baskilayabildigini géstermistir
[123]. Bu negatif geri besleme mekanizmasinin ¢aligmamasi hipertrofik skarlarda ve

keloidlerde abartil1 yara iyilesmesini agiklayabilir.
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2.3.1. Keloid ve Hipertrofik Skar Nedenleri

(1) Anormal Fibroblast Aktivitesi

Hipertrofik skarlardan ve keloidlerden elde edilen fibroblastlar degisik
ozellikler gostermektedir. Hipertrofik skarlarda bulunan fibroblastlarin bazal kollajen
Uretim dizeyinde orta dereceli bir artis vardir. Ancak buyime faktorlerine olan
yanitlar normal fibroblastlara benzerdir. Bunun aksine keloid fibroblastlar1 yuksek
duzeylerde kollajen, elastin, fibronektin ve proteoglikan {iretirler. Bunun yaninda
biiyiime faktorlerine karst daha duyarlidirlar. Keloid fibroblastlar1 esas olarak Tip |

kollajen tiretirler ve artmis proliferasyon kapasiteleri vardir [98].

(2) Buyume Faktorleri ve Diger Sitokinlerin Diizeylerinde Artma

TGF-B’nin g alt tipi mevcuttur (B1, B2, B3). Keloid skarlarda TGF-B1 ve 2
dizeyleri artar. TGF-pl1, artmig kollajen ve fibronektin  senteziyle
iligkilendirilmektedir. Ayrica keloid fibroblast membranlar1 tizerinde VEGF, TGF-
B1/B2, PDGEF reseptorlerinin daha fazla miktarda bulundugu bildirilmistir [114].

(3) Apoptoziste Azalma

Apoptozis  embriyogenezde dokularin  sekillenmesinde ve  hiicre
yenilenmesinde ©6nemli rol oynamaktadir. Calismalar apoptozis surecinin yara
olgunlagsmasinda da 6nemli rol oynadigin1 gostermektedir. Keloidlerden elde edilen
fibroblastlarin apoptozis yeteneklerinde azalma oldugu gosterilmistir. Daha sonra,
apoptozisle ilgili olan p53, p63 ve p73 genleri Gzerinde durulmustur. P53 geninin
keloid ve hipertrofik skarlardaki fibroblastlarca normal skarlara gore daha yuksek
miktarda TUretildigi gosterilmistir. Bu durum, artmis kollajen sentezine karsi
apoptozisin artmasi seklinde bir yamt olarak distiniilmistiir. Ancak keloid
fibroblastlarda dretilen p53 geninin defektif oldugu gosterilmistir. Boylece defektif
pS3 geninin apoptozis fonksiyonunun bozuk olmasinin keloid olusumunda etkili
oldugu diisiinlilmiistiir. Bunun yaninda normal deride fark edilemeyecek miktarlarda
iiretilen p63 geninin keloid fibroblastlarda asir1 yiiksek miktarlarda sentezlendigi

gosterilmistir [124].
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(4) Plazminojen Aktivator Inhibitérii-1 Diizeyinde Artma

Fibrin yara iyilesmesindeki inflamatuar hiicre migrasyonunda, kollajen
sentezinde ve granilasyon dokusunun olusumunda 6nemli rol oynar. Plazmin
tarafindan pargalanir. Plazmin diizeyleri iirokinaz ve plazminojen aktivator
tarafindan arttirilirken plazminojen aktivator inhibitort (PAI)-1 ile azaltilir. Keloid
fibroblastinda artmig diizeylerde PAI-1 ve azalmig irokinaz diizeyleri
g6zlenmektedir. Bu tablo kollajenin uzaklastirilmasinda bir eksiklige yol agip skar

olusumunu arttirabilir [125].

(5) Hipoksi

Keloidlerin histolojik incelemesinde okliide damarlar ve damar duvarinda
dizili sismis endotel hiicreleri goriiliir. Hipoksinin keloid skar olusumuna nasil yol
acabilecegi tam olarak netlik kazanmamistir. VEGF hipoksiye cevap olarak
fibroblastlardan salinir. Keloidlerde VEGF saliniminin arttigin1 destekleyen net

kanitlar yoktur [126].

(6) Sebum’a Karsi Iimmun Reaksiyon

Keloid skarlarin  sebuma karsi bir reaksiyona bagli gelisebilecegi
diistiniilmiistiir. Bunu destekleyen bulgular keloid skarlarin adolesan ¢agda daha sik
karsilasilan bir klinik durum olmasi, pilosebase6z iinitelerin bulunmadigi avug ici ve
ayak tabaninda ¢ok nadir goriilmesi, sebase bezlerin aktivitesinin fazla oldugu
bolgelerde spontan keloid skarlarla karsilagilmasi, bazen keloid skara komsu bir
bolgede yaralanma sonrasi keloid olusumu goézlenmemesidir. Bu goriisii destekleyen
aragtirmacilar keloid skar olusumundan pilosebasedz birimlerin rastgele hasarini

sorumlu tutmaktadir [127].

(7) Onkojenler

Keloidler mezankimal tiimorler olarak distiniilebilir. Keloid fibroblastlarin
gli-1 onkojenini igerdigi ve Gli-1 proteini {irettigi gosterilmistir. Bu onkojen normal
dokudan ve hipertrofik olmayan skarlardan elde edilen fibroblastlar tarafindan sentez
edilmezler. Rapamisin ve takrolimus keloidlere kars1 etkili oldugu bilinen ilaglardir.
Bu ajanlarin Gli-1 proteinin hedefi olan cis-trans-prolil izomeraz reseptérini

bagladiklari da gosterilmistir [98].
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2.3.2. Keloid ve Hipertrofik Skar Tedavisinde Kullanilan Yoéntemler
Keloid ve hipertrofik skarlarin tedavisinde eksizyon, steroidler, basi tedavisi,
silikon tabaka, radyoterapi, kriyoterapi, IFN, lazer, vitamin A ve imiquimod % 5'lik

krem kullanilmaktadir.

(1) Eksizyon
Keloidlerin eksizyonu tek basina basarili bir tedavi yontemi degildir.
Rekiirrens oranlar1 % 45 ile % 95 arasinda degisir. Genellikle diger tedavi

yontemleriyle birlikte kullanilir[127].

(2) Steroidler

Kolay kullanimlar1 ve elde edilebilir olmalari, kolay tolere edilebilmeleri ve
semptomlar1 azaltmadaki basarilar1 nedeniyle keloid ve hipertrofik skarlarin
tedavisinde en sik kullanilan yontemlerden biri intralezyonel steroid uygulamalaridir.
Bu amagla siklikla kullanilan steroid triamsinolon asetoniddir. 40 mg/ml’lik dozu 4-6
hafta araliklarla ii¢ kez uygulanir. Bu uygulamaya skarda diizlesme saglanincaya
kadar devam edilebilir. Tek basina kullanimi keloidin doku miktarini azaltabilmekle
birlikte tamamen yok etmez. Preoperatif bir veya birka¢ doz sonrasi keloidin cerrahi
eksizyonu ve steroid tedavisine postoperatif donemde de devam edilmesi sik
kullanilan bir tedavi yaklasimdir. Intralezyonel steroid kullanmmin yan etkileri
atrofi, hipopigmentasyon, depigmentasyon, telenjiektazi ve deri nekrozudur. Steroid
kullanimina bagl sistemik etkiler bu tedavilerde nadiren ortaya ¢ikmaktadir [96-98,

117, 118, 127, 128].

Steroidler fibroblast buyumesini azaltarak ve alpha 2-makroglobulini inhibe
ederek kollajen yikimini arttirirlar. Triamsinolon normal ve keloid fibroblast
kiltirlerinde TGF-B1 diizeylerini azaltmakta ve kollajen sentezi ilizerine negatif
etkisi olan bFGF’yi arttirmaktadir [129]. Genel olarak bu tedavi yaklasimi sonrasinda

rekiirrens oranlart % 50’nin altindadir [114].
(3) Basi tedavisi

Basi tedavisi 6zellikle yanik sonrasi olusan keloid ve hipertrofik skarlarin

tedavisinde etkili bir yontemdir. Bu tedavi yontemi genellikle diger tedavi
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yontemleriyle birlikte kullanilir. Dort-alt1 ay boyunca giinde 18-24 saat kullanilmasi
gerekmektedir. Ozellikle kulak lobiiliindeki keloidlerin tedavisinde basi yapici
kiipelerin basarili kullanimlari bildirilmistir. Uygun basing diizeyi 24 mmHg ile 30
mmHg arasindadir [98, 127].

(4) Silikon kullanim

Silikon tabaka ve silikon iceren pomadlar hipertrofik skarlarin kiigiiltiilmesi
ve yeni hipertrofik skarlarin olusumunun engellenmesi amaciyla yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Tedavi edici etkileri birgok c¢alismada bildirilmistir [98, 130].
Silikon tabaka kullanimmin etki mekanizmasi bilinmemektedir. Silikon tabaka
uygulamasinin yara {lizerinde basing, 1s1, oksijen miktar1 gibi parametrelerde
degisiklik olusturmadigi bildirilmistir. Etkisinin skar hidrasyonunun arttirilmasina

bagli oldugu disiiniilmektedir [127].

(5) Radyoterapi

Radyoterapinin keloid rekiirrens oranim1 etkin bir bigimde azalttig
bilinmektedir. Kuramsal olarak malignensiye yol a¢gma riski nedeniyle kullanimi
kisithdir  [127]. Radyoterapinin  etkisini  apoptozisi  arttirarak  gosterdigi
diistiniilmektedir. Kiiltiire keloid fibroblast hiicreleri ile yapilan bir ¢aligmada 8 Gy
dozunda verilen gamma 1sinlarinin keloid fibroblastlarda apoptozisi iki kat arttirdig
gosterilmistir [131]. Radyoterapinin tek bagina kullaniminin keloid tedavisindeki yeri
tartismalidir. Rekiirrens oranlart % 50-100 arast bildirilmistir. Ancak, keloid
eksizyonu sonrasi adjuvan radyoterapinin rekiirrensi Onleme orani uzun siireli
izlemde % 65-99 arasindadir [127, 132, 133]. Radyoterapinin bu hastalarda
karsinogenez riskini arttirdigit unutulmamalidir [114]. Literatirde radyoterapiyle
keloid tedavisi sonrasi gelisen malignitelerle ilgili cok az sayida yaym vardir [134,

135].

(6) Krioterapi

Keloid ve hipertrofik skarlarin tedavisi i¢in gelistirilen intralezyonel
krioterapi cihazi lezyon boyutlarinda yaklasik % 50 oraninda kiigiilme saglamaktadir.
Tedavi Oncesi ve sonrast yapilan histolojik analizler karsilastirildiginda skar

organizasyonunda diizelme gorilmektedir [136].
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(7) Sitokinler

Intralezyonel IFN uygulamasinin keloid ve hipertrofik skarlarin tedavisinde
yararli olduguna dair kanitlar vardir. Interferonlar, fibroblastlarin kollajen sentezleme
yetenegini engellerler [98]. Ozellikle IFN-0-2b keloidlerdeki kollajen ve
glikozaminoglikan diizeyini normal diizeylere getirir. Bas agrisi, grip benzeri
semptomlar ve miyalji tedavinin sik gériilen komplikasyonlaridir. Interferon ile ilgili
yapilan caligmalar c¢eliskili sonuglar goOstermistir. Retrospektif bir calismada,
eksizyon ile IFN-0-2b’nin tedavi sonuglar karsilastirmis, IFN (% 18.7) ve eksizyon
(% 51.1) tedavisinin rekiirrens oranlart posteksizyonel steroid tedavisine gore (%
58.4) anlaml derecede diisiik bulunmustur [137]. Karbon dioksit lazer ve IFN-a-2b
kombinasyonunda {i¢ yillik rekiirrens orani % 0 olarak bildirmistir [138]. Diger bir
calismada, IFN-a-2b tedavisi ile rekiirrens oran1 % 54, buna karsilik triamsinolon

tedavisi ile rekiirrens oran1 % 15 olarak bulunmustur [138].

(8) Lazer

Karbon dioksit lazer eksizyon uygulamasimin keloid ve hipertrofik skarlarin
tedavisinde rekiirrens oranlart % 50 {istiindedir ve bu yontemin basit eksizyona
istlinliigli yoktur. Maliyetinin yiksek olmasi her ne kadar az kan kaybi ve azalmig
postoperatif  agr1  gibi  avantajlarinin = olmasmma = ragmen = kullanimini
sinirlandirmaktadir. “585-nm pulsed dye” lazer uygulamasinda etkinlik oran1 % 75
olarak bildirilmistir. Bu lazer uygulamasi, hemoglobin molekiillerinin selektif
termolizisine yol agarak mikrovaskiler hasara ve koagiilatif nekroza yol agmaktadir.
Melanin pigmentinin hemoglobinle bu konuda yarismasi, keloidlerin daha ¢ok

goriildiigii esmer renkli kisilerde bu yontemin etkinligini azaltmaktadir [98].

(9) Vitaminler

Oral vitamin A’nin keloid skarlarin goriiniimiinde gelisme yarattig1
gozlemine dayanarak % 0.05’lik retinoik asidin yara iyilesmesine ve anormal skar
olusumuna etkisini arastiran bazi ¢alismalar yapilmis ve olumlu sonuclar elde
edilmekle birlikte vitamin A’nin deriden absorbe edilebilmesi ve buna bagh
gelisebilecek  hipervitaminoz ve teratojenik etkiler nedeniyle kullanimi

Onerilmemektedir [130].
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(10) Imiquimod

Imiquimod genital sigiller, bazal hiicreli karsinom (BCC) ve aktinik keratoz
tedavisi icin gelistirilmis immun sistemi modifiye edici topikal (% 5 krem) bir
ajandir. Etkisi proinflamatuar sitokinlerin, 6zellikle de IFN-a’nin stimulasyonudur.
Interferon-o. kollajen yikimini arttirir. Imiquimod bunun yaninda apoptozisle ilgili
genlerin ekspresyonunu arttirmaktadir. Bu 6zellikleri nedeniyle imiquimod keloid ve
hipertrofik skarlarin tedavisinde kullanilmistir. Imiquimod kremin rekiirrense engel
oldugunu gosteren galismalar vardir [139, 140]. Yakin zamanda yapilan baska bir
calismada, rediiksiyon mammoplasti sonrast imiquimod kullanilan hastalardaki skar
kalitesinin kullanilmayan hastalara gore daha iyi oldugu bildirilmistir [141].
Imiquimod % 5 krem ile yapilan ¢alismalar olumlu sonuglar vermis olsa da hem bu
caligmalarin azhigi ve yapilan g¢alismalardaki Ornek yetersizligi hem de takip
stiresinin gorece kisalig1r nedeniyle kesin etkileri hakkinda karar vermek i¢in heniiz

erken gorunmektedir [114].
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay1 ve Finansal Destek

Calisma icin Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu’ndan
15.04.2013 tarihinde 08/09 karar numarasi ile yazili onay alinmistir ve Helsinki
Deklarasyonu’na [142] ve Iyi Klinik Uygulamalar1 Kilavuzu'na [143] uygun sekilde
yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alisma ayn1 zamanda Kirikkale Universitesi Bilimsel Arastirma
Destek fonu tarafindan desteklenmistir. (Proje no: 2013/58). Ayrica hastalardan

bilgilendirmeye ait onay formu (concent form) alinmigtir.

3.2. Calisma Grubunun Se¢imi

“Scracth assay” testi igin toplam 7 kisi alinmis olup bunlar iizerinden ti¢

calisma grubu asagidaki sekilde olusturulmustur:

- SB-Normal deri grubu (n:4, saglikli yetiskin goniillii kisilerin saglam deri
dokularindan olusturulmustur)

- NF-Normal deri grubu (n:2; NIH kriterlerine gore belirlenen 6zelliklerden
en az ikisini tagimasi nedeni ile NF-I tanis1 konmus, ¢alismaya goniillii
olarak katilan, plastik cerrahi girisim yapilmis olan hastalarin ngrofibromu
olmayan deri dokularindan olusturulmustur)

- NF grubu (n:3; NIH kriterlerine gore belirlenen 6zelliklerden en az ikisini
tagimas1 nedeni ile NF-I tanis1 konmus, ¢alismaya goniillii olarak katilan,
plastik cerrahi girisim yapilmis olan hastalarin patolojik deri dokularindan
olusturulmustur)

Eksize edilen deri ve yumusak dokulardan primer hiicre kiiltiirleri yapildi.

Immunohistokimyasal calisma icin Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi

Patoloji Anabilim Dali tarafindan nérofibrom tanis1 konulmus ve klinik olarak NF-I
tanis1 almis 8 hastanin eskiye ait patoloji 6rnekleri kullanilmistir. Ayrica ¢alismanin
“scracth assay” testi i¢in alinmis olan 3 saglikli insanin ve 5 NF tanis1 almis hastanin
deri dokular1 da bu immunohistokimyasal analiz i¢in kullanilmistir. Calisma igin

olusturulan calisma gruplar1 asagida siralanmaistir:

- SB-Normal deri grubu (n:3, saglikli yetiskin goniillii kisilerin saglam deri

dokularindan olusturulmustur)
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- NF-Normal deri grubu (n:5; NIH kriterlerine gore belirlenen 6zelliklerden
en az ikisini tagimasi nedeni ile NF-I tanis1 konmus, ¢alismaya goniillii
olarak katilan, plastik cerrahi girisim yapilmis olan hastalarin nérofibromu
olmayan deri dokularindan olusturulmustur)

- NF grubu (n:13; 5 tane NIH kriterlerine gore belirlenen 6zelliklerden en az
ikisini tagimasi nedeni ile NF-I tanis1t konmus, ¢alismaya goniillii olarak
katilan, plastik cerrahi girisim yapilmis olan hastalarin patolojik deri

dokularindan ve 8 tane eskiye ait patoloji érneklerinden olusturulmustur)

“Human Wound healing Real time PCR array” icin, NIH kriterlerine gore

belirlenen o6zelliklerden en az ikisini tasimasi nedeni ile NF-I tanist konmus,
calismaya goniillii olarak katilan, plastik cerrahi girisim yapilmis olan hastalarin
norofibromu olmayan deri dokular1 ve ndrofibrom dokulari kullanilmistir. Ayrica
yine bu analiz igin Kirikkale Universitesi Plastik ve Rekonstriiktif Cerrahi Anabilim
Dali tarafindan degisik endikasyonlarla, saglikli dokularinda dlzeltici ameliyatlar
yapilan saglikli bireylerden alinan saglam deri dokulart da kullanilmistir. Calisma

icin olusturulan gruplar asagida siralanmastir:

- SB-Normal deri grubu (n:2; saglikli yetiskin gonillii kisilerin saglam deri
dokularindan olusturulmustur)

- NF-Normal deri grubu (n:3; NIH kriterlerine gore belirlenen 6zelliklerden
en az ikisini tagimasi nedeni ile NF-I tanis1 konmus, calismaya goniillii
olarak katilan, plastik cerrahi girisim yapilmis olan hastalarin ndrofibromu
olmayan deri dokularindan olusturulmustur)

- NF grubu (n:5; NIH kriterlerine gore belirlenen 6zelliklerden en az ikisini
tagimas1 nedeni ile NF-I tanis1 konmus, ¢alismaya goniillii olarak katilan,
plastik cerrahi girisim yapilmig olan hastalarin deri dokularindan

olusturulmustur)

Ayrica Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Kok Hicre Bilimleri
Laboratuvarindan NF-Normal deri grubuna 1 adet ve NF grubuna 2 adet pasajl’ de

primer hiicre kiltur serisi ilgili birimin izni alinarak ilave edilip analize eklenmistir
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(Proje adi: Norofibromatozisl (NF) hastalarinda kemik iligi ve doku kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerin 6zelliklerinin belirlenmesi; TUBITAK projesi)

3.3. Cerrahi Prosedir

NIH kriterlerine gore belirlenen 6zelliklerden en az ikisini tasimasi nedeni ile
NF-I tanis1 konmus, ¢alismaya goniillii olarak katilan hastalardan NF ve NF-Normal
deri gruplari igin lokal anestezi altinda uygun saha temizligini takiben hasta ortiilerek
norofibromlu alandan estetik Unitelere uygun sekilde eliptik eksizyon yapildi. Cilt
kanama kontroliinii takiben primer onarildi. Uygun pansumanlar1 yapildi. Ameliyat
tamamlandi. Hastalar postopertif poliklinik kontrollerine ¢agirildi. Eksizyon alam
icerisine saglam deri alani dahil edilerek gerekli olan drnekler norofibrom ve saglam

deri alanlarindan alindi.
3.4. Laboratuar Analizleri

3.4.1. Dokudan Hiicre izolasyonu ve Fibroblast Kiiltiirii

Hastalardan steril sartlarda aliman dokular laboratuvar ortaminda steril
bistiiriler yardimiyla kiigiik pargalara ayrilip 1mg/ml kollagenaz enzimi ile 2 saat
muamele edildi. Daha sonra dokular 25cm?’lik flasklara ekildi. Uzerine % 89
Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM; Biological Industries, Israil), % 10
FBS (Fetal Bovine Serum), % 1 penisilin streptomisin igeren besiyeri eklenerek bir
hafta 37 °C'de % 5 COz'lik etiivde inkiibe edildi. Yeterli sayida hiicre izole olduktan
sonra flasklara tutunmus olan hiicrelerin vasatlari atilip 0.5 ml tripsin-etilen diamin
tetra asetik asit (EDTA) ile muamele edilerek 4 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda hucreler kontrol edilip kalkmayan hicreler mekanik guc uygulanarak
kaldirildi. Steril falkon tiipe aktarilan hiicrelerin iizerine tripsin aktivasyonunu inhibe
etmek i¢in 1 ml serum igeren besiyeri eklendi. Daha sonra 2500 rpm’de 2 dakika
santriftj edildi. Elde edilen pellet tizerine her flask i¢in 3 ml besiyeri eklenerek yeni
flasklara pasajlandi. Yaklasik 4 pasajdan sonra yeterli saytya ulasan hiicre pelletleri
diger caligmalarda kullanmak {izere donduruldu. Dokudan hicre izolasyonu ve
fibroblast kiiltiirleri Kirikkale Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari ve

Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Laboratuvarlarinda yapilmustir.
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3.4.2. Scratch Assay

Yukarida tarif edilen pasajlamanin ardindan yeterli sayiya ulasan hiicreler 24
well plate’lere her bir kuyucukta 3.0x10% hiicre olacak sekilde ekildi. 24 saat inkiibe
edilerek hiicrelerin kuyucuklara tutunmasi saglandi. 24 saat sonunda, kuyucuklara
tutunan hiicrelerin tam ortasindan steril ekiivyon ile kuyucuktaki hiicreleri ikiye
ayiracak sekilde ¢izgi atilarak hasar verildi. Beser saat araliklarla 30 saat boyunca

hiicrelerin iyilesmesi takip edildi.

3.4.3. Human Wound Healing Real Time PCR Array

Tip-1 Norofibromatozis hastaligi olan kisilerin noérofibrom ve saglam
derisinden, saglikli kisilerin saglam derilerinden total RNA eldesi i¢in RNeasy Mini
Kit (Qiagen, ABD) kullanildi. RT2 First Strand Kit (Qiagen, ABD) ile 2 ug RNA
kullanilarak hipoksi ile iliskili 84 genin real-time PCR analizinde kullanilmak tizere

cDNA sentezlendi.

Human Wound Healing Real Time PCR Array (yara iyilesmesine yanitta rol
alan 84 anahtar geni kesitler) kullanilarak yara iyilesmesi, doku hasar1 ve onarimini
iceren odaklanilmis gen panelindeki ekspresyonlar analize edildi. Ger¢ek Zamanh
(Real-time) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) RT2profiler PCR array (PAHS-
121ZR-Human Wound Healing Real Time PCR Array, Qiagen) ile RT2 Real Time
SYBR Green PCR Master Mix kullanilarak real-time PCR islemleri (ATQ firmasinin
Ankara’daki Biyoteknoloji Laboratuarlarinda gézetimli olarak) gerceklestirildi.

3.4.4. Immiinohistokimyasal Degerlendirme

Doku 6rneklerinden ve doku takibine alinan hiicre hatti peletlerine ait parafin
bloklardan 5 p kalinliginda hazirlanan kesitler patoloji anabilim dalinda bulunan
otomatize sistem immunhistokimya boyama cihazi (Bond) yardimiyla DAB
kromojeni kullanilarak boyandi. Boyanma sonuglar1 Kirikkale Universitesi Tip
Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda 6gretim {iyesi bir uzman patolog tarafindan
degerlendirildi ve skorlandi.

Immunohistokimyasal yontemle boyanmis kesitlerde izlenen PDGFR, FGF
ve Tip-1 kollajen hiicre sayilari ile degerlendirme yapildi. Skorlar PDGFR, FGF ve
Tip-1 kollajen hiicre sayilari, her bir kesitte 10 adet mikroskobik alanda (x10
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biiylitmede) yapilan boyanmis hiicre sayimindan elde edilen hiscre sayilarinin

ortalamasi olarak belirlendi.

3.4.5. Farklilasma Degerlendirmesi

Damar endotel farklilasmast FGF (bs-0217R, Bioss, Massachusetts) ve
PDGFR alpha (bs-0231R, Bioss, Massachusetts) ile; damar diiz kas farklilagsmasi
smooth muscle actin alpha (PA0943, Leica, UK), Calponin (PA0416, Leica, UK) ve
myosin heavy chain (smooth muscle) (PA0493, Leica, UK) ile; kollajen farklilagsmasi
tip I kollajen (bs-0578R, Bioss, Massachusetts) ve tip 111 kollajen (bs-0549R, Bioss,
Massachusetts) antikorlar1 ile degerlendirildi.

3.5. Istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen tiim sayisal veriler ve skorlar “Statistical Packages for
the Social Science” (SPSS) 13.0 kullanilarak istatistiksel yonden analiz edildi.
Tanimlayic1 istatistiksel analizler yapildiktan sonra (frekans, yiizde dagilimi,
ortalama+tstandart sapma), li¢ grubun karsilagtirilmasinda degerler anormal dagildig:
ve homojen olmadigindan Kruskal Wallis Testi kullanildi. TUm testlerde p < 0.05

degeri anlamli olarak kabul edildi.

Diger yandan PCR data analizi SABiosciences’a ait online PCR Array Data
analizi yazilimi kullanilarak gergeklestirildi. Tiim 6rnekler bes “housekeeping” genin
(ACTB, B2M, GAPDH, HPRT1, RPLPO) dlzeylerine gore normalize edildi. p < 0.05
degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi ve Rotor Gene cihazinda calisildig

icin firma onerisiyle cut-off Ct degeri 33 olarak seg¢ildi.
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4. BULGULAR

4.1. Scratch Assay

4.1.1. SB-Normal Deri Grubu

SB-Normal Deri/ Olgu 1

Resim 4.1. SB-Normal Deri/ Olgu 1. 5. Saat: hasarli bolgeye dogru hiicresel go¢ ve hiicre
uzantilarinda belirginlesme saptandi; 15. saat: hiicrelerin % 10-20 oraminda hasarlt bolgeye go¢
ettigi ve tutundugu, fibriler bir ozellik gosterdikleri gozlendi; 30. Saat: hiicre yonlenmesi ve
proliferasyon olmasina ragmen hasarli bélgenin sadece %20-%30 oraninda hiicrelerce dolduruldugu,
%1-2 oraninda yiizeyden kalktigi ve morfolojik olarak sekillerinde yuvarlaklasma gozlendi.
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SB-Normal Deri/ Olgu 2

Resim 4.2. SB-Normal Deri/ Olgu 2: 5. Saat: hasarli bolgeye dogru hiicresel go¢ ve hiicre
uzantilarinin belirginlestigi goézlendi; 15.saat: hasarli bélgenin kapatilmas: ¢ok daha belirgin ve
karateristik ozellik gosterdi (%90 oraminda); 30. saat: hasarli bolgenin neredeyse tamami hiicreler
tarafindan dolduruldugu ve diger bolgelerle ayni hiicre yogunluguna geldigi gozlendi.

SB-Normal Deri/ Olgu 3

Resim 4.3. SB-Normal Deri/ Olgu 3: 5. Saat: hasarli bolgeye dogru hiicresel gd¢ ve hiicre
uzantilarinin belirginlestigi gozlendi; 15.saat: hasarli bélgeye hiicresel go¢, % 50 oraninda hasarl
bélgenin kapandigi ve hiicrelerin sitoplazmik uzantilarimin birbirleriyle temasi dikkati ¢ekti; 30.saat:
hasarli bélgenin hiicrelerce % 70 oraninda dolduruldugu gozlendi.
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SB-Normal Deri/ Olgu 4

Resim 4.4. SB-Normal Deri/ Olgu 4: 5. Saat: hasarli bolgeye dogru hiicresel go¢ ve hiicre
uzantilarimin belirginlestigi gozlendi; 15. Saat: hiicresel go¢ ve proliferasyon ile % 40 oraninda
hasarli bolgenin dolduruldugu gézlendi; 30. Saat: hasarli bélgenin % 50 oraminda kapandigi

gozlendi.

4.1.2. NF-Normal Deri Grubu

NF-Normal Deri/ Olgu 1

Resim 4.5. NF-Normal Deri/ Olgu 1: 5. Saat: hasarli bolgeye hiicre gogii gozlenmedigi gibi % 1-2
oraminda hiicrelerin yuvarlaklagtigi ve plate tabamindan kalktigi gozlendi; 15. Saat: hasarli bélgede

% 10°a yakin oranda hiicre artist tespit edildi.
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NF-Normal Deri/ Olgu 2

Resim 4.6. NF-Normal Deri/ Olgu 2: 5. Saat: hiicre yogunlugu kontrol grubuna gore daha diisiik
olmakla birlikte hasarli bolgeye dogru hiicrelerin sitoplazmik uzantilari gozlendi; 15. Saat: plate
genelinde hiicre sayisinda artis ve hasarli bolgede % 30-40 oraminda kapanma gézlendi; 30. Saat:

hiicre sayisinda artis ve % 70 oraninda kapanma gézlendi.

4.1.3. NF Grubu

Resim 4.7. NF/ Olgu 1: 5. Saat: hiicre yogunlugunda artis olmamakla birlikte bazi hiicrelerin
sitoplazmik uzantilar: dikkat ¢ekti; 15. saat: hasarli bélgenin bazi kisimlarinda % 30-40 oranminda ve
plate genelinde hiicre yogunlugunda artis gozlendi; 30. saat: proliferasyon devam etmekle birlikte 15.

Saat ile arasinda ciddi bir degisiklik gozlenmedi.
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NF/ Olgu 2

Resim 4.8. NF/ Olgu 2: 5. Saat: ciddi hiicre yonlenmesi ve sitoplazmik uzantilar saptandi; 15.saat:
hiicrelerin hasarli bélgeye go¢ii ve hasarli bélgedeki hiicre yogunlugu dikkat ¢ekti. Hasarli bolgede %
30-40 oraminda daralma gézlendi; 30.saat: daralma % 60 oraninda tespit edildi.

Resim 4.9. NF/ Olgu 3: 5. Saat: hasarlt bélgeye dogru fibriler uzantilar gozlendi; 5.saat: hiicre
yogunlugunda artis ve % 50-60 oraminda daralma saptandi; 30.saat: yer yer hasarl bélge kapanmig
ve hiicre yonlenmesi dikkat ¢ekici, hiicre yogunlugunun neredeyse ikinci katina ¢iktigi gozlendi.
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Kruskall-Wallis testine gore 5, 15 ve 30. saatlerde SB-Normal deri, NF-

Normal deri ve NF gruplarindan gozlenen yaklasim yiizdeleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark gériillmemistir (tiim karsilastirmalar i¢in p>0.05) (Tablo 4.1.

ve Grafik 4.1.).

Tablo 4.1. 5, 15 ve 30. saatlerde SB-Normal deri, NF-Normal deri ve NF gruplarinda gozlenen
yaklagim yiizdelerinin kargilastirilmasi.

Yaklasim (%)
"Scratch Assay”” GRUP Ort SS Med p
5. saat NF 6.7 2.9 5
NF-Normal Deri 35 2.1 3.5 0.246
SB-Normal Deri 7.5 2.9 75
15. saat NF 41.7 11.6 35
NF-Normal Deri 225 17.7 225 0.313
SB-Normal Deri 48.8 31.2 45
30. saat NF 61.7 22.6 60
NF-Normal Deri 50 28.3 50 0.903
SB-Normal Deri 60 29.7 60
Kruskal-Wallis Test, p<0.05
70
/
rd
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5 . / — — NF
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20 / ’,l
y s
10 f',"/
) .
5.saat 15.saat 30 .saat

Grafik 4.1. 5, 15 ve 30. saatlerde SB-Normal deri, NF-Normal deri ve NF gruplarinda gbzlenen
yaklagim yiizdelerinin ¢izgi grafigi.
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4.2. Iimmiinohistokimyasal Degerlendirme

4.2.1. SMA (Smooth muscle actin alpha)

SMA boyamas: tiimorlerdeki damar yayilimmi  gdstermek i¢in
kullanilmaktadir. Caligma Orneklerimizin SMA boyasinda ¢ok sayida hem kiiciik
hem de biiyiik ¢apli damarlarda belirgin artigin oldugu saptanmistir ancak tiimorlerde

belirgin SMA pozitifligi gézlenmemistir (Resim 4.10).

SB-Normal deri NF-Normal deri
Resim 4.10. SB-Normal deri, NF-Normal deri ve NF gruplarinda gézlenen SMA pozitifligi.

Bu boyama yontemi ile vaskiiler yapilar ¢cok sayida demonstre edilmistir.
Tumor dokusu komsulugundaki normal dokuda vaskiiler yogunluk az olmakla
birlikte bir kisim genis kalinliktaki damar yapilar1 dikkati gekmektedir (Resim 4.11).

SB-Normal deri NF-Normal deri

Resim 4.11. SB-Normal deri, NF-Normal deri ve NF gruplarinda gozlenen vaskiiler yapilarin
Ozelliklerini gosteren SMA boyanma paternleri

Derin dermis lokalizasyonunda kalin ve genis cidarli damarlarin ¢evresinin
schwannom hicreleri ile sarildigi ve yakin iligkili oldugu gézlenmistir. Bir kismi

muskuler olan ¢ok sayida damar yapisi gézlenmistir (Resim 4.12).
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Resim 4.12. Derin dermis lokalizasyonunda kalin ve genis cidarli damarlar gevresinde schwannom
hiicrelerini gosteren SMA boyanma paternleri

4.2.2. Calponin
Calponin immunohistokimyasal boyas1 genellikle kapiller damarlardan ¢ok

muskiiler yapidaki kalin cidarl arter ve venleri demonstre etmektedir (Resim 4.13).

Resim 4.13. Calponinle yapilan immunohistokimyasal boyamada muskiiler yapidaki kalin cidarl arter
ve venler.

Calponin ile boyanan timor dokusu icerisinde vaskilarite artis1 oldugu ve

blyik ¢apli damarlarin NF dokusu ¢evresinde belirgin artis gosterdigi gozlenmistir
(Resim 4.14).
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SB-Normal deri NF-Normal deri
Resim 4.14. SB-Normal deri, NF-Normal deri ve NF gruplarindaki calponin boyanma paterni.

4.2.3. Platelet Kokenli Biyume Faktéri Reseptori Alfa (Platelet-derived
growth factor receptor [PDGFR] alpha)

Bu boyama ydnteminde timdr dokusunun damar endotelinde ekspresyon

gozlenmistir (Resim 4.15).

artist gozlenmekle birlikte tiimor hiicrelerinin de yer yer fokal boyandig:
SB-Normal deri NF-Normal deri

Resim 4.15. SB-Normal deri, NF-Normal deri ve NF gruplarindaki PDGFR boyanma paterni.

Skor sonuglarma uygulanan Kruskal-Wallis testi sonunda (¢ gruptaki
bireylerin PDGFR kapiller endotel degerleri (p=0.09), PDGFR kasli damar endotel
degerleri (p=0.432) ve PDGFR kasli damar duvari degerleri (p=0.961) arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik saptanmamustir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Ug grubun PDGFR tiimor, PDGFR kapiller endotel, PDGFR kasli damar endoteli, PDGFR

kasli damar duvar1 degerlerinin karsilastirilmasi.

PDGFR GRUP Med Min Maks p
TUmor NF 1 1 3
NF-Normal Deri
SB-Normal Deri
Kapiller Endotel NF 2 1 2
NF-Normal Deri 1 1 2 0.090
SB-Normal Deri 1 1 1
Kasli Damar NF 15 1 2
Endoteli NF-Normal Deri 1 1 2 0.432
SB-Normal Deri 1 1 1
Kasli Damar Duvar1  NF 15 0 2
NF-Normal Deri 2 0 2 0.961
SB-Normal Deri 15 1 2

Kruskal-Wallis Test, p<0.05

4.2.4. Fibroblast Buyiume Faktoriu (Fibroblast Growth Factor=FGF)

Genellikle FGF ekspresyonu olmamakla birlikte kapiller ve genis cidarli

damarlarda fokal ¢ok az sayida pozitiflik gozlenmistir (Resim 4.16).

Resim 4.16. Kapiller ve genis cidarli damarlarda FGF boyanma paterni.

Diffiiz ancak zayif pozitiflik ve timoér doku igerisinde damar endotelde FGF

reseptor pozitifligi gbzlenmistir (Resim 4.17).
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SB-Normal deri NF-Normal deri
Resim 4.17. SB-Normal deri, NF-Normal deri ve NF gruplarindaki FGF boyanma paterni.

Skor sonuglarma uygulanan Kruskal-Wallis testi sonunda (i¢ gruptaki
bireylerin FGF kapiller endotel degerleri (p=0.361); FGF kasli damar endotel
degerleri (p=0.834) ve FGF kasli damar duvari degerleri (p=0.468) arasinda

istatistiksel olarak anlaml fark saptanmamustir (Sekil 4.3).

Tablo 4.3. Ug grubun FGF timér, FGF kapiller endotel, FGF kash damar endoteli ve FGF kaslh
damar duvari degerlerinin karsilastirilmasi.

FGF GRUP Med Min  Maks p

TUmor NF 0 0 2
NF-Normal Deri
SB-Normal Deri

Kapiller Endotel NF
NF-Normal Deri
SB-Normal Deri

0.361

Kasli Damar Endoteli  NF

o O O o o o

SB-Normal Deri

1
1
1
1
0 0.834
0
Kasli Damar Duvari NF 3
2

NF-Normal Deri
SB-Normal Deri

0
0
0
0

NF-Normal Deri 0
0
1
2 0.468
2

Kruskal-Wallis Test, p<0.05
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4.2.5. Tip | Kollajen
Tip | kollajen antikoru ile boyanma sonrast norofibromlu dokularda
Kollajen Tip-1’in yaygin eksprese oldugu dikkat ¢ekmistir. Zaman zaman timor

hlcrelerinde pozitiflik gozlenmistir (Resim 4.18).

S T A

SB-Normal deri NF-Normal deri NF
Resim 4.18. SB-Normal deri, NF-Normal deri ve NF gruplarindaki tip I kollajen boyanma paterni.

Skor sonuglarma uygulanan Kruskal-Wallis testi sonunda (¢ gruptaki
bireylerin tiimér stroma kollajeni degerleri (p=0.789) ve stromal hiicre intensitesi
degerleri (0-3 arasinda) (p=0.881) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamustir (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. Ug grubun tumor stroma kollajeni ve stromal hiicre yogunlugu degerlerinin
kargilagtirtlmasi.

GRUP Med Min Maks p
Tumor Stroma Kollajeni NF 1 0 2
NF-Normal Deri 1 1 1 0.789
SB-Normal Deri 1 1 1
Stromal Hiicre Intensitesi NF 2 0 3
NF-Normal Deri 2 1 3 0.881
SB-Normal Deri 2 2 2

Kruskal-Wallis Test, p<0.05

Uc¢ grubun timor stromal kollajen | ve stromal hiicresel yogunluk (%)

degerleri Tablo 4.5’te gosterilmistir.
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Tablo 4.5. Ug grubun tiimér stromal kollajen tip 1 ve stromal hiicresel yogunluk (%) degetleri.

GRUP
NF NF-Normal Deri  SB-Normal Deri

(n) (%) (M) (%)  (n) (%)

TUmor Stromal Yok 2 154 0 0 0 0
Kollajen | Fokal 5 385 3 60 1 50
Yaygin 6 46.2 2 40 1 50

Stromal Hiicresel <% 10 4 308 1 20 0 0
Yogunluk %10-29 6 46.2 1 20 1 50
%30-49 1 77 3 60 1 50

%50-69 2 154 0 0 0 0

>% 70 0 0 0 0 0 0

4.2.6. MHC (Myosin Heavy Chain):

Genis cidarli damarlar1 gosteren MHC antikoru calponin benzeri pozitiflik

gosterdi. Muskiiler arter ve venleri demostre etti. (Resim 4.19. ve Resim 4.20..)

Resim 4.19. NF grubunda MHC boyanma paterni.
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SB-Normal deri NF-Normal deri

Resim 4.20. SB-Normal deri, NF-Normal deri ve NF gruplarindaki MHC boyanma paterni.

4.2.7. Tip 111 Kollajen
Tip III kollajen antikoru kullanilarak yapilan boyamada stromada hafif

pozitiflik dikkati cekmistir. Hiicrelerde de yer yer pozitiflik gdzlenmis ancak gruplar
arasinda belirgin fark izlenmemistir.

SB-Normal deri NF

Resim 4.21. SB-Normal deri ve NF gruplarindaki tip IIT kollajen boyanma paterni.
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4.3. Yara lyilesmesi Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR sonuglarina gore; NF-1 lezyonu ve NF-l olgularinin saglam deri
fibroblastlarinda katepsin G geninin (CTSG), fibrinojen alfa zincir geninin (FGA),
interferon-y geninin (IFNG) ve IL-2 geninin (IL2) ekspresyonu saglikli bireylerin
deri fibroblastlarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek saptanmistir

(Tablo 4.6 ve Tablo 4.7). Diger 80 gende anlamli sonuglar elde edilmemistir.

Tablo 4.6. SB-Normal deri/ NF gruplar1 arasinda PCR sonuglarinin karsilastirilmasi sonrasinda
istatistiksel anlaml fark ¢ikan genlerin tablosu

Gene Symbol Fold Regulation RT2 Catalog
CTSG 172,8428 PPHO1358A
FGA 166,9551 PPH02623E
IFNG 5,9932 PPH00380C
IL2 19,3373 PPH00172C

Tablo 4.7. SB- Normal deri ile NF-Normal deri gruplar1 arasinda PCR sonuglarimin karsilagtirilmasi
sonrasinda istatistiksel anlamli fark ¢ikan genlerin tablosu

Gene Symbol Fold Regulation RT2 Catalog
CTSG 94895,3795 PPHO1358A
FGA 124350,2793 PPH02623E
IFNG 12625,4765 PPH00380C
IL2 48781,6259 PPH00172C
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5. TARTISMA

5.1. Scratch Assay

NF-I 17. kromozomun uzun kolunda yerlesik NF-I geninin mutasyonuyla
iliskilidir [35, 144]. NF-I’in derideki goriiniimleri ndrofibromlar, café au lait
pigmentleri ve aksiler ¢illenmedir [145, 146]. NF-I ile iligkili diger bulgular, kemik
displazileri ve malign periferal sinir kilifi tiimorleri/losemi gibi malignitelere
yatkinliktir. NF-1 geni, bir timor supresor olarak kabul edilmektedir. Clnkd, NF-I
hastalarinin maling tiimorlerinde heterozigote kaybi [147, 148] veya genin
homozigotik inaktivasyonu [149, 150] goriilebilir. Ayrica, NF-1 proteini ve/veya
mRNA’sinin diizeyleri bazi proliferatif hastaliklarda degiskenlik gdstermektedir
[151-155].

Insan derisindeki epidermal keratinositler ve dermal fibroblastlarin NF-I
genini eksprese edebildigi gosterilmistir [9, 153, 156, 157]. Keratinositlerde NF-I
gen ekspresyonu bazal tabakada en yiksektir ve keratinositler farklilasarak
epidermisin st tabakalarina dogru hareket ettikce NF-1 gen ekspresyon diizeyinde
azalma olur [153, 157]. NF-1 geninin keratinositlerdeki hicre-hiicre adezyon
formasyonunda ve sitoskeletal yeniden diizenlemede 6nemli rol oynuyor olabilecegi
ileri stiriilmistiir [158]. NF-I geninin fare epidermisinde kimyasal karsinogenezin
baskilayicilarindan biri oldugu gosterilmistir. NF-I1 geni icin heterozigot olan
farelerde karsinojen uygulamasindan sonra anormal pigmentasyon ve artmis

papilloma formasyonu gozlenir [159].

NF-I geni dermal yara iyilesmesi ve skar formasyonu agisindan insan ve
hayvan calisilmalarinda degerlendirilmistir. NF-1 gen ekspresyonu, yara iyilesmesi
sirasinda etkin olan PDGF veya TGF-f gibi ¢esitli biiyiime faktorlerine maruz
birakilan kiiltiire fibroblastlarda ve skar dokusu fibroblastlarinda artmaktadir [9]. NF-
| geni icin heterozigot olan farelerde deneysel punch biyopsi sonrasindaki derin yara
tyilesmesi degerlendirilmis ve iyilesme siirecinde defektler oldugu gosterilmistir.
Ozgul olarak, NF-1 susturulmus farelerde fibroblast hiperplazisi ve artmis kollajen

birikimi saptanmistir. NF-I1 heterozigot fibroblastlarin, in vitro ortamda cesitli
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biiyiime faktorlerine anormal diizeyde proliferasyon yanitt gosterdigi bulunmustur

[11].

NF-I timdr supresdr geni epidermal yara iyilesmesinde rol oynamaktadir.
NF-I gen ekspresyonu epidermal yara iyilesmesi sirasinda artmaktadir. Bir
calismada, epidermal yara iyilesmesi siirecinin NF-I hastalarinda normal diizeylerde
devam ettigi ileri stirilmistiir [160]. NF-1 olgularinda keloid veya hipertrofik skar

gelisimi gézlenmemektedir [10].

Keloidler, malign potansiyeli olmayan, benign dermal fibroproliferatif
timorlerdir [119, 121]. Keloidler, normal bir epidermal tabakaya sahiptir. Fakat
normal skar dokusuna gore mezenkimal densitenin arttigr gézlenir [121, 161].

Keloid ve hipertrofik skar lezyonlari, 6zellikle kollajen olmak iizere ekstraselliiler
matriks bilesenlerinin anormal birikimi ile karakterizedir. Bu lezyonlarda, nodiil
biciminde asir1 kollajen depolanmasi ve asir1 mikro damar yapilari gézlenmektedir.
Bu damarlarin biiyiik boliimii, yiiksek miktarlardaki endotel hiicreleri nedeniyle
kismen veya tamamen tikalidir [162]. Tip | kollajen sentezinin keloid dokusunda ve

hipertrofik skarlarda arttig1 gosterilmistir [163].

Caligmamizda "Scratch assay" degerlendirmesinde ii¢ grubun yakinlagma
yuzdeleri arasinda anlamli diizeyde fark saptanmamustir. Sonug olarak bulgularimiz
literatiirde o©nerilen NF-1 olgularinda keloid veya hipertrofik skar gelisiminin
g6zlenmemesi bulgusunu destekler niteliktedir.

5.2. immunohistokimyasal analiz

Normal fibroblastlarla karsilastirildiginda keloid ve/veya hipertrofik skardaki
fibroblastlarin, TGF-f [164], PDGF [165], PDGFR [166], konnetif doku biyime
faktori (CTGF) [167] ve VEGF [168] ve FGF [23] gibi biyolojik aracilar yiiksek
diizeyde eksprese ettigi bilinmektedir. PDGFR, anjiyogenez ile iligkili bir faktordiir
[23].

PDGF serum ve tormbositlerde bulunan, bag dokusu hiicreleri i¢in mitojenik
ve kemotaktik olan major bir biyime faktoradir [166, 169-171]. PDGF
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keratinositler, fibroblastlar ve endotel hiicrelerinin gelisimi ve farklilasmasi {izerine
onemli etkileri olan bir faktordir. Bu biiyiime faktorii, ayn1 zamanda, kollajenaz
uretimini, fibronektin ve hiyoluronik asit gibi ekstraselliiler matriks bilesenlerinin
sentezini ve fibrozisi indiklemektedir [166, 172-175]. PDGF patolojik skar/keloid
olusumunda oOnemli bir role sahiptir [12, 13]. Normal fibroblastlarla
karsilagtirildiginda keloid lezyonundaki fibroblastlarin PDGF'ye yanitinin artmis
oldugu gozlenmistir. Bunun nedeni, keloid fibroblastlarinda diizeyi normal
fibroblastalara gore artan PDGF-a reseptoriidiir. Ayrica, keloid fibroblastlarinin tig
PDGF izoformuna migratuar yanitlarinin da normal fibroblastlardan daha yiiksek

diizeyde oldugu gosterilmistir [166].

PDGF'nin buyik bolumi trombositlerin a-graniillerinde depolanmaktadir
[169]. Serumla karsilastirildiginda, trombositten fakir plazmadaki PDGF yogunlugu
¢ok belirgin bigimde azalmistir [176]. Bir calismada, NF'deki fibroblast benzeri
hiicrelerin proliferasyonunun, i¢indeki PDGF diizeyi diisiik olan plateletten fakir
plazma ile indiiklendigi, serumla boyle bir etkinin olusmadig1 gozlenmistir [177].
Sonuglarimiz NF dokusu, NF hastalarinin normal derileri ve saglikli bireylerin deri
orneklerindeki PDGFR ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli fark olmadigini
gosterdi. O zaman NF dokusunda keloid ve hipertrofik skar olusmamasi, NF
hicrelerinde PDGFR  ekspresyonunun saglikli  deriden farkli olmamasina

baglanabilir.

Keloid lezyonunda asitte ¢oziinen kollajen dizeyinin yiiksek oldugu
bilinmektedir [178]. Kiiltiire edilmis keloid fibroblastlarinda, kollajen tiiretiminin
arttig1 [14] ve keloid lezyonunda tip I prokollajen iiretiminin yiiksek diizeyde oldugu
[15] ve bu durumun tip I prokollajen tiretebilen fibroblastlarin aktivasyonu ile iliskili
oldugu gosterilmistir [179]. Normal yara iyilesmesinde katabolik ve anabolik aktivite
arasinda bir denge vardir. Keloid fibroblast kiiltiiriinde kollajen {iretimi ve yikiminin
degerlendirildigi bir ¢alismada keloid dokusunda belli bir zaman noktasindaki tip I
kollajen miktarinin belirleyicisinin hem transkripsiyonel dizeyde artan tretim hem
de yikim siireglerindeki yavaslama oldugu bildirilmistir [180]. Diger bir ¢alismada,
keloid skarlarda normal skarlara gore hem protein hem de endoplazmik retikulum

diizeylerinin artti§1 saptanmistir. Artan sentez kapasitesinin, keloid skarlarda asiri
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miktarlarda olan ekstraselliler matrikse katkisi oldugu disiiniilebilir [181].
Literatirde, sadece bir ¢alismada keloid lezyonundan izole edilen fibroblastlarin tip I
kollajen sentezinin normal miktarlarda oldugu bulunmustur [182]. Bizim
calismamizin sonuglart NF dokusu, NF hastalarinin normal derileri ve saglikli
bireylerin deri 6rneklerindeki tip I kollajen sentezinin farkli olmadigin1 gosterdi. Bu
bulgumuz, NF dokusunda anormal fibroblast aktivitesinin godstergesi olabilecek

keloid ve hipertrofik skar olusmamasi ile paralellik gostermektedir.

PDGF geninin (PDGFA) ekspresyonunun keloid dokusunda yiiksek oldugu
bilinmektedir [17]. Calismamizda, NF-I lezyonu ve NF-I olgularinin saglam deri
fibroblastlarinda PDFGA ekspresyonunda saglikli bireylerin deri fibroblastlarina
gore yiiksek oldugunu bulduk. Ancak, bu yiikseklik istatistiksel anlamlilik diizeyine

ulagsmiyordu.

FGF'ler, biliylime ve diferansiasyon siireclerine katilan genis bir gen ailesinin
Urlinlerini  kapsamaktadir. FGF'nin ¢esitli doku ve organlarin gelismesi,
metabolizmas1 ve tamiri gibi siireclerde énemli rol oynadig1 gosterilmistir. Insan
FGF ailesinin 22 iyesi vardir. insan FGF-1, bu siiper ailenin en ¢ok calisilan ve en
1yl bigimde karakterize edilmis tiyesidir. FGF-1 cesitli biyolojik islevlere sahiptir ve
morfogenezin, doku tamirinin, anjiyogenezin ve yara iyilesmesinin ¢esitli karmagsik

asamalart ile iliskilidir [183, 184].

FGF-1, ozellikle ekstraselliler matriks olmak iizere ¢esitli doku
kompartmanlarinda bulunmaktadir. Rekombinant DNA teknolojisi ile FGF
uretilebilmektedir [185-188]. Cesitli ¢alismalarda, dogrudan hayvanlara veya insan
yara bolgesine uygulanan FGF-1'in yara iyilesmesi ve doku rejenerasyonu iizerine
etkileri degerlendirilmistir [189, 190]. FGF-1, diger FGF'lere gore diisiik stabiliteye
sahiptir ve proteazlar tarafindan daha kolay yikilmaktadir [183, 184].

FGF'nin keloid fibroblastlarda kollajen ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir

[16]. FGF, insan diiz kas hucresindeki kollajen ve kollajenaz aktivitesinin

diizenlenmesini pretranslasyonel diizeyde gerceklestirmektedir. FGF, tip I kollajen
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gen ekspresyonu ve biyosentezini inhibe ederken kollajenaz gen ekspresyonunu
arttirmaktadir [191].

NF htcreleri ile normal fibroblast htcreleri Uzerine FGF etkisinin
degerlendirildigi bir calismada, FGF'nin kiiltiire edilen normal fibroblastlarin énemli
sayida koloni olusmasina neden oldugu, NF hiicrelerinde ise boyle bir etkisinin

olmadig1 gozlenmistir [192].

Calisma sonuglarimiza goére NF dokusu, NF hastalarinin normal derileri ve
saglikli bireylerin deri 6rneklerindeki FGF ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli
fark yoktu. Bu sonug, NF dokusunda keloid ve hipertrofik skar olusmamasi

durumunun aciklanmasina yardimci olmaktadir.

FGF anjiyogenez ile iliskili bir faktordir [23]. FGF; hicre proliferasyonu ve
gbclinli ve endotel hiicrelerinin kan damar1 yapilarina doniistiiren fiziksel
organizasyon surecini induklemektedir [24]. Biz, NF dokusu, NF hastalarinin normal
derileri ve saglikli bireylerin deri 6rneklerindeki FGF ekspresyon diizeyleri arasinda
anlaml fark bulmadik. Bu sonug, NF dokusunda anjiyogenez siirecinin normal

sinirlarda devam ettiginin gostergesi olabilir.

VEGF anjiyogenezde etkin bir faktordir [25]. Bizim sonuglarimiz, NF
dokusu, NF hastalarinin normal derileri ve saglikli bireylerin deri orneklerindeki
VEGF ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli fark olmadigin1 gosterdi. Bu,

anjiyogenezle iliskili FGF geni ile ilgili sonuglarimizla paralellik gostermektedir.

Bir ¢alismada, anormal skar kokenli fibroblastlarda tip I kollajen alfa-1
(COL1A1) ve alfa-2 (COL1A2) dizeylerinin normal derideki fibroblastlardan
yuksek oldugu, matriks metalloproteinaz (MMP)-1 dlizeylerinin normal deriden daha
diisiik oldugu saptanmistir [18]. Norofibroma dokusunda tip III kollajen miktarinin
yiikksek olduguna dair kanitlar vardir [193]. Calismamizin sonuglari, NF timor
dokusundaki fibroblastlarda COL1A1 ve COL1A2 ekspresyonunun normal deriden
yuksek ve MMP-1 diizeylerinin normal deriden daha diisiik oldugunu; ancak bu

farklarin anlamli olmadigmi gosterdi. Bu durum, NF-I’de anormal fibroblastik
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aktivitede artig olabilecegini ancak, bu aktivite artisinin keloid veya hipertrofik skar
dokusu olusumuna neden olabilecek diizeylere ulasmadigini diisiindiirmektedir.
Literatiirde ¢alismamizin sonuglarina paralel sonuglart olan, norofibroma
fibroblastlarinda kollajen tiretim miktarinin normal sinirlarda oldugunu gésteren bir

caligma da vardir [8].

5.3. PCR gen analizi

Literatirde, NF-I’de tiimér dokusunda interferon-y geninin (IFNG)
arastirildigi bir ¢alisma ile karsilasilamamistir. NF-1 tanist konan bir olguda, hastanin
lenfositlerindeki interferon-y ekspresyonunun normal sinirlarda oldugu belirlenmistir
[194]. IFN-y, fibrotik bozukluklar i¢in bir terapotik ajan olarak diisiiniilmektedir.
IFN-v, keloid olusumu sirasinda TGF-f tarafindan indiiklenen tip I kollajen iiretimini
inhibe edememektedir [19]. Ayrica, keloid olgularinin periferal kaninda IFN-y
tiretiminin belirgin bigimde baskilandig1 bildirilmistir [195]. Hipertrofik skar
dokularimin degerlendirildigi bir ¢alismada, IFN-y boyanmasinin kontrollerden farkli
olmadigi bulunmustur [196]. Sonuglarimiza gore, NF lezyonu ve NF olgularinin
saglam deri fibroblastlarinda IFN-y ekspresyonu saglikli  bireylerin deri
fibroblastlarindan daha yiiksekti. Bu durum, NF-I olgularinda dermofibrotik

durumlarin ortaya ¢ikmamasini agiklayabilir.

TGF-B, keloid olusumu sirasinda tip I kollajen iiretimini indiiklemektedir
[19]. Biz, NF-I lezyonu ve NF-I olgularinin saglam deri fibroblastlarinda TGF-$3
ekspresyonunda saglikli bireylerin deri fibroblastlarina gore artis saptadik. Ancak, bu

artig istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildi.

Literatirde, NF-I’de IL-2 geninin (IL2) degerlendirildigi ¢alismaya
rastlanmamustir. Keloid olgularinin periferal kaninda IL-2 Uretiminin kontrollerden
farkli olmadigr bulunmustur [195]. Hipertrofik skar veya keloid olgularinda da,
sistemik bir yanit olarak IL-2 ve IL-6 diizeylerinin arttigina dair kanitlar vardir [20,
21]. Biz, NF lezyonu ve NF olgularinin saglam deri fibroblastlarindaki I1L-2 ve IL-6
ekspresyonunun saglikli bireylerin deri fibroblastlarina gore yiiksek oldugunu

bulduk.
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Literatiirde, NF-1’deki tiimor dokusunda katepsin G geninin (CTSG) ve bu
genin NF-1'deki kanama artis1 ile iliskisinin degerlendirildigi bir c¢alisma ile
karsilagilmamistir.  Katepsin =~ G’nin  platelet trombus olusumunu bozarak
gerceklestirdigi antitrombotik bir etkisi vardir [26]. Biz, NF-1 lezyonu ve NF-I
olgularinin saglam deri fibroblastlarinda CTSG ekspresyonunda saglikli bireylerin
deri fibroblastlarina gore artis saptadik. Bu bulgumuz, NF-1 olgularindaki kanama
arisinin - CTSG geninin de dahil oldugu bir siire¢ ile aktive oldugunu

diistindiirmektedir.

Literatiirde, NF-I’de tiim6r dokusunda fibrinojen alfa zincir geninin (FGA) ve
bu genin NF-1'deki kanama ile iliskisinin arastirildigi  bir ¢alisma ile
karsilagilamamigtir. Fibrinojen alfa zincir geni (FGA), hepatositlerde fibrinojen
ekspresyonu ile iligkilidir [27]. Bir ¢alismada, FGA delesyonunun afibrinojenemi ile
iligkili oldugu gosterilmistir [28]. Sonuglarimiz, NF lezyonu ve NF olgularinin
saglam deri fibroblastlarinda FGA ekspresyonunun saglikli bireylerin deri
fibroblastlarindan istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiliksek oldugunu
gosterdi. Bu sonug, NF-1'de, fibrinojen tretimi ile iliskili FGA geninin
ekspresyonunun yiiksek olmasinin kanama f{izerine olumlu etkilerinin olmadiginm

akla getirmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

e "Scratch assay" sonuglarimiz, {i¢ grubun 5., 15. ve 30. saatteki yaklagma

yiizdelerinin farkli olmadigini gosterdi.

e Immiinohistokimyasal degerlendirme sonuglari;

Ug¢ grubun; PDGFR, FGF ve tip I kollajen boyanmalarinin benzer

oldugunu gosterdi.

e PCR sonuglarina gore;

NF-I lezyonu ve NF-I olgularimin saglam deri fibroblastlarinda
antitrombotik etkisi oldugu bilenen katepsin G geninin (CTSG) ve
fibrinojen {retimini artiran fibrinojen alfa zincir geninin (FGA)
ekspresyonu saglikli bireylerin deri fibroblastlarina gore istatistiksel

olarak anlamli diizeyde ytiksekti.

Interferon-y geninin (IFNG) ve IL-2 geninin (IL2) ekspresyonu
saglikli bireylerin deri fibroblastlarina gore istatistiksel olarak anlamli

dizeyde yuksekti.

NF timor dokusundaki fibroblastlarda COL1Al1 ve COL1A2
ekspresyonunun normal deriden yuksek ve MMP-1 dizeylerinin
normal deriden daha diisiik oldugunu; ancak bu farklarin anlaml

olmadigini gosterdi.

Ug grubun VEGF ekspresyonlari arasinda anlaml fark yoktu.

Sonuglarimiz, NF-I’de anormal fibroblastik aktivitede artig olabilecegini

ancak, bu aktivite artisinin keloid veya hipertrofik skar dokusu gibi skar dokusu

anormalliklerine neden olabilecek diizeylere ulasmadigini diisiindiirmektedir. Ayrica,

NF-1'de kanamaya yatkinli1 artiran siireglerin patolojik anjiyogenez ve trombotik

aktivitedeki bozulmalarla iligkili olabilecegini diistindiirmiistiir.

Calismamizin  kiigiik boyutlu bir oOrnekleme sahip olmasi nedeniyle

sonuglarimizin dikkatli yorumlanmasi 6nemlidir. Ancak ¢alismamizin, daha sonraki

caligmalarda Oncelikli olarak degerlendirilmesi gereken parametrelere katki sagladig:

sOylenebilir.
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PCR Array Catalog #: | PAHS-121Z
Position Unigene Refseq Symbol Description Gname
1 Hs.500483 | NM_001613 | ACTA2 Q)itt': alpha 2, smooth muscle, | A \+6/ACTSAMYMYS
2 Hs.118127 | NM_005159 | ACTCL | Actin, alpha, cardiac muscle 1 | ACTC/ASD5/CMDIR/CMH11/LVNC4
3 Hs.369675 | NM_001146 | ANGPTL | Angiopoietin 1 AGP1/AGPT/ANG1
4 Hs.303649 | NM_002982| CCL2 ghem"k'”e (C-C motif) ligand | e 5/HC11/HSMCR30/MCAF/MCP-1/MCP1/SCY A2/SMC-CF
5 Hs.251526 | NM_006273| CCL7 ?hem"k'”e (C-C motif) ligand | £y /01 ARC/MCP-3/MCP3INC28/SCY AB/SCY AT
6 Hs.592244 | NM_000074 | CD40LG | CD40 ligand CD154/CD40L/HIGM1/IGM/IMD3/T-BAM/TNFSF5/TRAP/gp39/hCD40L
7 Hs.461086 | NM_004360 | CDH1 é?)?thheerllir;l)l, type 1, E-cadherin| . 1/cp324/CDHE/ECADILCAM/UVO
8 Hs.409662 | NM_021110 | COL14A1 | Collagen, type X1V, alpha 1 UND
9 Hs.681002 | NM_000088 | COL1AL | Collagen, type I, alpha 1 ol4
10 Hs.489142 | NM_000089 | COL1A2 | Collagen, type I, alpha 2 ol4
11 Hs.443625 | NM_000090 | COL3AL | Collagen, type 11, alpha 1 EDS4A
12 Hs.17441 | NM_001845| COL4A1 | Collagen, type IV, alpha 1 HANAC/ICH/POREN1/arresten
13 Hs.570065 | NM_000091 | coLaas | Collagen, type 1V, -alpha 3
- (Goodpasture antigen)
14 Hs.210283 | NM_000093 | COL5A1 | Collagen, type V, alpha 1 -
15 Hs.445827 | NM_000393 | COL5A2 | Collagen, type V, alpha 2 -
16 Hs.235368 | NM_015719 | COL5A3 | Collagen, type V, alpha 3 -
17 Hs.1349 |NM_000758| csFz | Colony stimulating factor 21 oy, -op
- (granulocyte-macrophage)
18 Hs.2233 |NM_000759| csFa | Colony stimulating factor 31,7 tas/c5r308/GCSF
- (granulocyte)
19 Hs.410037 | NM_001901 | CTGF | Connective tissue growth factor | CCN2/HCS24/IGFBP8/NOV?2
20 | Hs.476018 |NM_001904 | cTnNB1 | Caenin - (cadherin-associated | g MRD19/armadillo
- protein), beta 1, 88kDa
21 Hs.421724 | NM_001011| CTSG | Cathepsin G CATGICG
22 Hs.632466 | NM_000396 | CTSK | Cathepsin K CTS02/CTSO/CTSOL/CTSO2/PKND/PYCD
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Position Unigene Refseq Symbol Description Gname
23 Hs.610096 | NM_001333| CTSV | Cathepsin L2 CATL2/CTSL2/CTSU
Chemokine (C-X-C  motif)
24 Hs.708652 | NM_001511| CXCL1 |ligand 1 (melanoma growth | FSP/GROL/GROa/MGSA/MGSA-a/NAP-3/SCYBL1
stimulating activity, alpha)
25 Hs.632592 | NM_005409 | CXCL11 ﬁgaerr]goﬁ”e (C-X-C motif) | 11 74/1-TAC/IP-0/IPO/SCYB11/SCYBIB/b-R1
26 Hs.75765 | NM_002089 | CXCL2 ﬁgaer%";'”e (C-X-C motif) | N C-2a/GRO2/GRODMGSA-B/MIP-2a/MIP2/MIP2A/SCY B2
27 Hs.89714 | NM_002994 | CXCLS ﬁgaerzgoé"”e (C-X-C motif) | eNa78/5CYBS
28 Hs.419815 | NM_001963 EGF Epidermal growth factor HOMG4/URG
29 Hs.605083 | NM_005228 | EGFR rEe%f;trO”:a' growth  factor | - pp 5 ERBB1/HER1/PIGET/MENA
30 Hs.335513 | NM_000129 | F13a1 | Coagulation factor XIIL, ALl s,
- polypeptide
31 Hs.62192 |NM 001993| 3 | Coagulation - factor  Hl\ony o mprpa
- (thromboplastin, tissue factor)
32 Hs.351593 | NM_000508 FGA Fibrinogen alpha chain Fib2
33 Hs.664499 | NM_004465| FGF10 |Fibroblast growth factor 10 -
34 Hs.284244 | NM_002006 | FGF2 (Fgggfg'a“ growth  factor 2| g /e GE o/FGEB/HBGF-2
35 Hs.567268 | NM_002009 FGF7 Fibroblast growth factor 7 HBGF-7/KGF
36 | Hs.592942 |NM 001945 | HBEGF |Heparin-binding — EGF-like | nro/nre/nrse/HEGEL
- growth factor
37 Hs.396530 | NM 000601| HGF | Hepatocyte  growth —factor| o\ im0 +ormGEB/HPTA/SE
- (hepapoietin A, scatter factor)
38 Hs.856 | NM_000619 IFNG Interferon, gamma IFG/IFI
39 Hs.160562 |NM_000618 | 1GF1 | Mnsulin-like growth factor 11.c 1/ce1anGEl
- (somatomedin C)
40 Hs.193717 | NM_000572 | IL10 | Interleukin 10 CSIFIGVHDS/IL-10/IL1I0A/TGIF
41 Hs.126256 | NM_000576 | IL1B | Interleukin 1, beta IL-1/IL1-BETA/ILLF2
42 Hs.89679 | NM_000586 IL2 Interleukin 2 IL-2/TCGF/lymphokine
43 Hs.73917 |NM_000589 | IL4 | Interleukin 4 BCGF-1/BCGF1/BSF-1/BSF1/IL-4
44 Hs.654458 | NM_000600 IL6 Interleukin 6 (interferon, beta | BSF2/HGF/HSF/IFNB2/IL-6
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Position Unigene Refseq Symbol Description Gname
2)
45 | Hs.706627 [NM_002184 | ILesT | Interleukin 6 signal transducer| oy, 50/cp\y130/GP130/IL-6RB
(gp130, oncostatin M receptor)
46 Hs.644352 | NM_181501| ITGA1l |Integrin, alpha 1 CD49a/VLAL
Integrin, alpha 2 (CD49B,
47 Hs.482077 | NM_002203 | ITGA2 |alpha 2 subunit of VLA-2|BR/CD49B/GPla/HPA-5/VLA-2/VLAA2
receptor)
Integrin, alpha 3 (antigen
48 Hs.265829 | NM_002204 | ITGA3 |CD49C, alpha 3 subunit of | CD49C/GAP-B3/GAPB3/ILNEB/MSK18/VCA-2/VL3A/VLA3a
VLA-3 receptor)
Integrin, alpha 4 (antigen
49 Hs.440955 | NM_000885| ITGA4 |CD49D, alpha 4 subunit of | CD49D/I1A4
VLA-4 receptor)
50 | Hs.505654 |NM_002205| ITGAs |'Megrin, alpha S5 (fibronectin| on g0/ eng AnyL ASA
- receptor, alpha polypeptide)
51 Hs.133397 | NM_000210| ITGA6 | Integrin, alpha 6 CD49f/ITGAGB/VLA-6
Integrin, alpha V (vitronectin
52 Hs.436873 | NM_002210| ITGAV |receptor, alpha polypeptide, | CD51/MSK8/VNRA/VTNR
antigen CD51)
Integrin, beta 1 (fibronectin
53 Hs.643813 |NM 002211| ITGB1 |"éceptor, beta polypeptide,| o /onipm cp1iA/MDF2/MSK12/VLA-BETAVLAB
- antigen CD29 includes MDF2,
MSK12)
Integrin, beta 3 (platelet
54 Hs.218040 | NM_000212 | ITGB3 |glycoprotein  Illa, antigen | BDPLT16/BDPLT2/CD61/GP3A/GPIIa/GT
CD61)
55 Hs.536663 | NM_002213 | ITGB5 | Integrin, beta 5 -
56 Hs.470399 | NM_000888 | ITGB6 | Integrin, beta 6 -
57 | Hs.431850 | NM_002745 | MAPK1 I':’i'r']fsgeeg'ac“"ated Protein | K /ERK2/ERT1/MAPK2/P42MAPK/PRKM1/PRKM2/p38/p40/p4L/p4Lmapk
Mitogen-activated protein ERK-
58 Hs.861 |[NM_002746| MAPK3 Ki 1/ERK1/ERT2/HS44KDAP/HUMKER1A/P44ERK1/P44AMAPK/PRKM3/p44-
inase 3
ERK1/p44-MAPK
59 Hs.407995 | NM_002415| wmiF | Macrophage migration | &1/ 1L 1rMMIF

inhibitory factor (glycosylation-
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Position Unigene Refseq Symbol Description Gname
inhibiting factor)
Matrix  metallopeptidase 1
60 Hs.83169 | NM_002421| MMP1 - . CLG/CLGN
- (interstitial collagenase)
Matrix  metallopeptidase 2
61  |Hs513617 |NM_004530| Mmpz |(@elatinase A, 72kDa|c) G4e) Gaa/MMP-IIIMONAITBE-1
- gelatinase, 72kDa type IV
collagenase)
62 Hs.2256 |NM_002423| Mmp7 | Matix metallopeptidase 7\ \,\ip 7/Mpsi1/pUMP-1
- (matrilysin, uterine)
Matrix ~ metallopeptidase 9
63 |Hs.297413 |NM 004994| mmpg |(Gelatinase B, 92kDa| ) )piaE| B/MANDPZ/MMP-9
- gelatinase, 92kDa type IV
collagenase)
64 |Hs535898 |NM 002607| PDGFA | latelet-derived growth factor|,nr AppGE
- alpha polypeptide
65 Hs.491582 | NM_000930 PLAT | Plasminogen activator, tissue T-PA/TPA
66 Hs.77274 |NM_002658 | PLAU E:g‘m;;ge” ACtivalor, | ATE/BDPLTS/QPD/UPA/URK/U-PA
67 | Hs.466871|NM 002659 | PLAUR |Plasminogen activator, | ~g7/-p AR/UPAR/URKR
- urokinase receptor
68 Hs.143436 | NM_000301 PLG Plasminogen -
69 Hs.500466 | NM_000314| PTEN Eggfg’lgagtase and  ensin |1 53 4el/BZS/ICWS1/DEC/GLM2/MHAM/MMACT/PTENT/TEPL
Prostaglandin-endoperoxide
70 Hs.196384 | NM_000963 | PTGS2 |synthase 2 (prostaglandin G/H | COX-2/COX2/GRIPGHS/PGG/HS/PGHS-2/PHS-2/hCox-2
synthase and cyclooxygenase)
Ras-related C3 botulinum toxin
71 Hs.413812 | NM_006908 | RAC1 |substrate 1 (rho family, small | Rac-1/TC-25/p21-Racl
GTP binding protein Rac1l)
72 Hs.247077 | NM_001664 | RHOA E":‘fm bgfzo'og gene family, | \pi12/ARHA/RHO12/RHOH12
Serpin  peptidase inhibitor,
73 Hs.713079 | NM_000602 | SERPINE? | €lade E - (nexin, plasminogen | o\, /0 a1 1/pA11/PLANHL
- activator inhibitor type 1),
member 1
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Position Unigene Refseq Symbol Description Gname
Signal transducer and activator
74 Hs.463059 | NM_003150 | STAT3 |of transcription 3 (acute-phase | APRF/HIES
response factor)
75 Hs.410977 |NM_003186 | TAGLN | Transgelin SM22/SMCC/TAGLN1/WS3-10
76 Hs.628298 | NM_003236 | TGFA ;La;‘asform'“g growth - factor, | rp
77 Hs.645227 | NM_000660 | TGFBL g;?:iform'“g growth  factor, | -y npp1/L AP/TGFBITGFbeta
78 Hs.735919 | NM_003243 | TGFBR3 | 'ansforming growth factor,| g~ A nypetaglycan
beta receptor I11
79 Hs.522632 | NM_003254 | TIMP1 ;'h'\i"b'?torl metallopeptidase | ~ /e A/EPOHCITIMP
80 Hs.241570 | NM_000594 TNF Tumor necrosis factor DIF/TNF-alpha/TNFA/TNFSF2
81 Hs.73793 | NM_003376 | VEGFA ;g’c‘fgf'zr endothelial - growth |\ /1 \EGF/VPF
82 Hs.2257 |NM_000638| VTN | Vitronectin V75/VN/VNT
83 |Hs.492974 |NM_003882| wisp1 |WNTL inducible —signaling | oonianyisp1c/wispLiwISPL
- pathway protein 1
Wingless-type MMTV
84 Hs.643085 | NM_003392 | WNTS5A | integration site family, member | AWNT5A
5A
85 Hs.520640 | NM_001101| ACTB | Actin, beta BRWS1/PS1TP5BP1
86 Hs.534255 | NM_004048 B2M Beta-2-microglobulin -
87 Hs.544577 | NM_002046 | GApDH | Clyceraldehyde-3-phosphate | app appy
- dehydrogenase
88 Hs.412707 |NM_000194 | HpRT1 | HypoXanthine HGPRT/HPRT
- phosphoribosyltransferase 1
89 Hs.546285 | NM_001002 | RPLPO | Ribosomal protein, large, PO L10E/LPO/PO/PRLPO/RPPO
90 N/A | SA00105 | Hepc |Human — Genomic  DNA|L,cuqn
- Contamination
91 N/A SA_00104 RTC Reverse Transcription Control |RTC
92 N/A SA_00104 RTC Reverse Transcription Control | RTC
93 N/A SA_00104 RTC Reverse Transcription Control | RTC
94 N/A SA 00103 PPC Positive PCR Control PPC
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Position Unigene Refseq Symbol Description Gname
95 N/A SA 00103 PPC Positive PCR Control PPC
96 N/A SA 00103 PPC Positive PCR Control PPC

85




