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OZET

Ceylan S. Makrofaj migrasyon inhibitor faktoriin diizeylerinin hipertrofik skar
ile iliskisi. Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik, Rekontriiktif
ve Estetik Cerrahi Anabilim Dalh Tipta Uzmanhk Tezi, Eskisehir, 2014.
Calismamizda multipotent bir potein olan Makrofaj Migrasyon Inhibitér Faktoriin
hipertrofik skar gelisimi silirecindeki ekspresyon diizeylerinin  gosterilmesi
amaclanmistir. Bu amagcla toplam 30 adet balb-c/nu fare kullanilmistir ve bu fareler
6 gruba ayrilmistir. Her farenin sirtina 2x1 cm genisliginde abdominoplasti ameliyati
olan hastalardan c¢ikan cilt fazlaligindan aliman kismi kalinlikli deri grefti
konulmustur. Olusturulan hipertrofik skarlardan 3., 21., 60., 120., 150. ve 210.
giinlerde biyopsiler alinmistir. Alinan bu 6rneklerden MIF ekspresyon diizeylerine ve
dermis kalinligina bakilmistir. Dermis kalinhiginliginda tiim gruplarda kontrol
grubuna gore artis gozlenirken 6zellikle 21, 60 ve 120 giinlerdeki bu artis istatiksel
olarak da anlamli bulunmustur. 150 ve 210. giinlerde ise hem klinik hem de
histolojik olarak hipertrofik skar 6zelliklerinin goézlendi. MIF ekspresyon
diizeylerinde ise tiim gruplarda kontrol grubuna gore bifazik artig gézlendi. Ancak bu
artts muhtemelen gruplart olusturan deneklerin azligi nedeniyle istatiksel olarak
anlamli bulunmadi. Sonu¢ olarak derin dermal travmalar sonrasinda gelisen
hipertrofik skar kasinti, agri, hareket kisitliligi gibi fonksiyon bozuklarinin yanisira
goriintimleri ile hastalarin psikososyal yasamini etkilemekte ve yasam kalitelerini
onemli Olgiide diisiirmektedir. Hipertrofik skarin insana 06zgii olmast ve
patofizyolojinin hala tam olarak anlasilamamis olmas1 nedeniyle etkin bir tedavisi de
bulunamamistir. Hipertrofik skar patofizyolojisinde yer alan bircok mekanizma ile
direk veya indirek iliskisi olan ve yara iyilesmesinde anahtar role sahip oldugu
inanilan MIF ile hipertrofik skar arasindaki iliskinin daha detayli ¢alisilmasi ileride

hipertrofik skar tedavisi veya onlemede alternatif bir se¢cenek olabilir.

Anahtar Kelimeler: hipertrofik skar, fibrozis, MIF, yara iyilesmesi
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ABSTRACT

Ceylan S. Relation between macrophage migration inhibitory factor levels and
hypertrophic scar. Eskisehir Osmangazi University Medical Faculty, Medical
Speciality Thesis in Department of Plastic, Reconstructive and Aesthetic
Surgery, Eskisehir, 2014. in this study our aim is to show a multipotent protein
macrophage migration inhibitory factor expression levels at hypertrophic scar. For
this purpose we use 30 balb-c/nu nude mice and separate at six gruops. Full thickness
skin of 2x1,5 cm was excised from the backs of the mice, and human spilt thickness
skin grafts transplanted back of the mice which were taken from patients undergoing
abdominoplasty surgery. At days 3, 21, 60, 120, 150 and 210 we took biopsies from
the hypertrophic scars which developed from the transplanted xenografts. We
analysed MIF expression levels and dermal thickness of the scars. In all gruops
dermal thickness was increased, especially at days 21, 60 and 120, it was
significantly increased. At days 150 and 210 scars were derpressed clinically and
dermal thickness was reduced but it was still more than control gruop. We observed
that MIF expression levels were increased in all groups at biphasic pattern but it was
not a significant increasing statistically. Hypertrophic scar occurs after deep dermal
traumas and causes functional impairment as purirutis, pain, limitation of join
mobility and cosmetic disfigurements which effects phisicosocial life and decreases
quality of lifes. Hypertrophic scars unique to the human and phatophsiology is not
well understood yet, so it is not have an exact therapy. There are a lot of mechanisms
studied at hypertrophic scar and MIF is related with them direct or indirectly. It is
also belived that MIF plays a major role at wound healing. In future may be more
detail studies will reveal hypertrophic scar and MIF relation, and this relation may be

an alternative terapy or prevent hypertrophic scarring.

Key Words: hypertrophic scar, fibrosis, MIF, wound healing
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1. GIRiS

Viicudun en biiylik organi olan deri, organizmay dis etkilere kars1 koruma, su
kaybiin onlenmesi ve 1s1 diizenlenmesi gibi hayati fonksiyonlara sahiptir(1,2,3).
Herhangi bir travma sonucu biitiinliigli bozulan bu yapinin en kisa siirede yeniden
biitlinliigiinlin saglanmas1 yara iyilesmesi olarak adlandirilir. Yara iyilesmesi doku
hasarma kars1 gelisen fizyolojik bir siiregtir. Bu siire¢ dinamik ve birbiri ile i¢ ige
geg¢mis birgok hiicre ¢esidi, sitokin, kemokin, biiytime faktorleri ve proteolitik
enzimleri igeren karmasik olaylar dizisinden olugsmaktadir(4). Asir1 skar olusumu ise
bu fizyolojik yara iyilesmesinin abartili olmasina neden olan derin dermis hasari
sonucu meydana gelir(5).

Asin skarlasmadan ilk kez M.O 1700 yillarinda Smith papiriislerinde
bahsedilmistir(5,6). Orta ¢ag doneminde ise Afrikalilarin siisleme amacgh keloid
olusmunu resimlerinde kullandiklar1 goriilmistir. 1802 de Alibert tarafindan
‘cheloides’ terimi kullanilmistir ve keloidlerin hem kendiliginden hem de travma
sonrast meydana geldigini gézlemlemistir(6). 1962°de Mancini, 1970°de Peacok asir1
skarlasmay1 giiniimiizde de hala gegerli olan hipertofik ve keloid skar olarak ikiye
ayirmistir(5). Fibroproliferatif bir bozukluk olarak kabul edilen hipertrofik skar
klinikte ciltten kabarmis, kirmizi renkli, kasmtili ve agrili lezyonlar ile
karakterizedir(7,8). Eklem yerlerinde olustugunda ise Kkontraktiirlere neden
olmaktadir. Kotii estetik goriiniimii yanisira hastalarin hem fiziksel hem de
psikolojik yonden yasam kalitesini de olumsuz etkilemektedir(7). Patofizyolojik
olarak ise fibroblastlar tarafindan asir1 kollajen sentezi ve depolanmasi ile karakterize
olan hipertrofik skar hasara kars1 geligsen inflamatuar cevabin uzadigi durumlarda
olusmaktadir(8). Uzamis inflamatuar cevap ise vaskiilarizasyon artisi, hiperselliilarite
ve asir1 kollajen depolanmasi ile sonuglanir.

Makrofaj Migrasyon Inhibitér Faktor(MIF) ilk kesfedildiginde T lenfosit
kaynakli immun aktiviteye sahip ve makrofajlarin rastgele migrasyonunu 6nleyen bir
sitokin olarak tanimlanmistir(9). Daha sonralari ise MIF’in basit bir sitokin olmadigi
birgok hastaligin patogenezinde yeralan enzimatik ve endokrin aktiviteye sahip

pleotropik bir protein oldugu bulunmustur(10,11). MIF’in doku onarimi sirasinda



yaygin salinimina ragmen yara iyilesmesindeki etkinligi konusundaki tartigmalar ise
hala devam etmektedir(12). Yara iyilesmesinde dnemli role sahip TNF-a, IL-1f, IL-
2, IL-6, IL-8, IFN-y gibi stokinlerin ekspresyonunu etkilemesi, NO salinimi, MMP-2
ekspresyonu ve COX-2 yolaklarin1 aktive etmesi nedeniyle direk proinflamatuar
faktor olarak kabul edilmektedir(11,13).

MIF’in skleroderma, glomeriiloskleroz, ateroskleroz gibi fibrozis ile seyreden
birgok hastalifin patogenezinde yer almasi fibroproliferatif hastalik olarak kabul
edilen hipertrofik skar gelisiminde de rol alabilecegi diisiiniilmiistiir. Nitekim yapilan
calismalarda MIF’in yara iyilesmesinde kritik bir 6neme sahip oldugu ortak kanidir.
Ancak yara iyilesmesini hangi agsamada ve nasil etkiledigi yoniindeki tartismalar hala
devam etmektedir.

Bu calismanin amac1 fibrozis ile seyreden bir¢ok hastaligin patogenezinde ve
yara iyilesmesinde etkin rol alan MIF’in hipertrofik skar (HTS) gelisim siirecinde
salmim diizeylerinin saptanmasidir. HTS olusumda MIF’in roliinlin belirlenmesi,
hastalarin yasam kalitesini olumsuz etkileyen hipertrofik skar tedavisine katkida

bulunabilecegi diistiniilmiistiir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Yara Iyilesme Mekanizmasi

Yara, anatomik bir yapinin hasarlanmasi veya biitlinliigliniin bozulmasi
seklinde tanimlanmaktadir(14). Bu cildin epitel biitiinliigiin basit bir seklide
bozulmasindan daha derine cilt alti dokuya, tendonlara, kaslara, vaskiiler yapilara,
sinirlere, parankimal organlara hatta kemige kadar uzanabilir(14). Herhangi bir
sekilde doku biitiinliigiiniin bozulmasi, yara iyilesme siirecini baglatarak doku
biitiinliigliniin yeniden olusmasin1 saglar(15). Memelilerde bu onarim skar ile
sonuglanir, ancak kemik iyilesmesi ve bazi durumlarda karaciger hasarinin onarimi
bu durumun disindadir. Ayrica fetal donemde cilt, epidermal ve dermal eklerin
rejenerasyonu ile skarsiz olarak iyilesebilmektedir(18).

Normal yara iyilesmesi dinamik ve kompleks bir siire¢ olup 1)inflamatuar
mediatorler ve biiylime faktorleri, 2)hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve
farklilagsmasini saglayan hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraselliiler matriks etkilesimleri, 3)
epitelizasyon, fibroplazi ve anjiogenezis olaylari, 4) yara kontraksiyonu ve
5)remodeling mekanizmalarini igerir(14). Birbiri ile igice ge¢mis ve siireklilik arz
eden bu olaylar dizisinin fizyoljik mekanizmasiin anlasilabilmesi igin fazlara
ayrilmgtir. inflamasyon, proliferasyon ve remodelingten olusan bu 3 faz kendilerine
0zgl sira ile spesifik bir zamanda baslamali ve optimal yogunluga ulasana kadar belli
bir slire devam etmelidir(17). Bu siirecte meydana gelen aksakliklar iyilesmeyen

yara, asir1 skarlagma vb. sekilde sonuc¢lanmaktadir.
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Sekil-2.1. Yara iyilesme evreleri

2.1.1. inflamasyon Faz (1-3 giin)

Inflamasyon yara iyilesmesinin ilk basamagi olup hemostaz ve koagiilasyonu
icermektedir(4,16). Bazi yazarlar hemostaz ve koagiilasyon fazlarini ayri olarak
kabul eder yara ve iyilesmesini 4 faza ayirir(14,17). Yaralanma alaninda lasere olmus
damarlar  noronal refleks mekanizmasinin  devreye  girmesiyle hemen
vazokonstriiksiyona ugrarlar. Bu refleks vazokonstriiksiyon kanamay1 gegici olarak
durdurur veya azaltir(14). Bu hemostatik olaylar ile birlikte 6zellikle subendotelden
aciga cikan tromboplastik doku {iriinleri trombosit agregasyonu ve piht1 olusumu i¢in
ekstrinsik ve intrinsik koagiilasyon yolaklarini aktive eder(14,16). Yaralanma alanina
dokiilen kan firiinleri ve trombositler, agiga ¢ikmis olan kollajen ve ekstraselliiler
matriks elemanlar1 ile birlesirler. Bu birlesme trombositlerden pihtilagsma
faktorlerinin salinimi tetikler ve fibronektin, fibrin, vitronektin ve trombospondinden
olusan pihtiy1 olusturur(14,16). Bu piht1 hemostaz saglamasinin yani sira bir sonraki
fazda etkili olacak olan hiicre gociinii saglayan gecici matriks gorevi goriir(14,16).
Aggrege olan trombositler degraniile olur ve inflamatuar hiicreler igin giicli
kemoatraktanlari, lokal fibroblast ve endotelyal hiicrelerin aktivasyonunu saglayan
faktorleri ve vazokonstriiktorleri salar(4,14,18).Hemostaz sonrasinda lokal damarlar
koagiilasyon ve kompleman kaskadinin aktivasyonuna sekonder olarak dilate olur.

Bradikinin koagiilasyon kaskadinda yer alir ve Hageman faktoriiniin aktivasyonu ile



olusan potent bir vazodilatatér olmakla birlikte vaskiiler permabilite faktoriidiir(18).
Kompleman kaskadinda olusan C3a ve C5a anafilatoksinleri direk olarak damar
gecirgenligini artirir ve notrofil ve monositleri yara alanina ¢eker. Bu kompleman
tirtinleri ayn1 zamanda mast hiicrelerinden histamin ve l6kotrien C4 ve D4 salinimini
uyarir. Lokal endotelyal hiicreler arasindaki hiicre- hiicre kontaginin bozulmasi ve

permabilitenin artsi inflamatuar hiicrelerin yara alanina migrasyonunu saglar(18).

Sekil 2.2. Yara iyilesmesi- inflamasyon fazi



Notrofillerin yiizey alanindaki adezyon molekiillerinde meydana gelen
degisiklikler sonucunda nétrofiller yapiskan hale gelir ve yara etrafindaki post-
kapiller veniillerdeki endotelyal hiicrelere yapisarak marjinasyonu baslatirlar(14).
Notrofiller endotelyal yiizeyinde yuvarlanmaya baslarlar. Bu adezyon ve yuvarlama
mekanizmasi selektin bagimli olup zayif baglanmadir(14). Endotelyal hiicrelerden
salinan kemokinler daha giiclii bir adezyon sistemi olan integrinleri aktive eder.
Hiicreler yuvarlanmayi birakarak veniillerden diapedez ile goce baslar ve yara
alanina ulasir(14). Yara yerine ilk gelen beyaz kan hiicreleri olan nétrofiller hiicre
debrislerini, yabanci cisimleri ve bakterileri temizler(15,16,18). Aktive olan
kompleman fragmanlari opsonizasyon ile bakteri 6ldiiriilmesine yardimci olur. 2-3
gilin i¢inde inflamatuar hiicre popiilasyonu monositler lehine degisir(18). Noétrofiller
bilinmeyen bir uyar1 sonrasinda apoptoza ugrar ve makrofajlar tarafindan fagosite
edilir(16). Dolasimdaki monositler makrofajlara doniismek iizere yara alanina
cekilir(4,16). Makrofajlar doku ve bakteri debrislerinin fagositozunu gergeklestiriken
ayni zamanda bir¢ok peptid bliylime faktorii salgilar. Bu biiyiime faktorleri lokal
endotelyal hiicler, fibroblastlar ve kerotinositleri yara alanina c¢eker ve aktive
eder(18). Makrofajlar tarafindan 20 den fazla sitokin ve biiylime faktorii
salinmaktadir. Tablo-1 de inflamasyon fazinda yara alaninda bulunan baz sitokin ve
biiyiime faktorleri, hiicresel kaynaklari, hedef hiicreleri ve biyolojik etkileri

goriilmektedir.
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Sekil 2.3. inflamatuar faz 3. giin



Tablo-2.1: Yara alaninda bulunan biiyiime faktdrlerinin bir kismi

Biiyiime faktor | Hiicresel kaynak Hedef hiicre Biyolojik aktivite
TGF-B1&p2 Makrofaj, trombosit Inflamatuar hiicreler, Kemotaksi,
. N N . proliferasyon,
Fibrobalast, keratinosit | keratinositler, fibroblastlar matriks
iiretimi(fibrozis)

TGF-B3 makrofajlar fibroblast Anti-skar?
TGF-a Makrofaj, trombosit Keratinosit, fibroblast, endotel | proliferasyon

keratinosit hiicreleri
TNF-a notrofiller Makrofaj, keratinosit, Biiyiime

. faktorlerinin
fibroblast aktivasyonu

PDGF I\/_Iakrofaj, trombosit Notrofil, makrofaj, fibroblast, Kemotaksi,

Fibroblast, endotel .. . .

. . .. .. endotel hiicreler, vaskiiler diiz .
hiicreleri, vaskiiler diiz .. . proliferasyon,
. . kas hiicreleri
kas hiicreleri T
matriks liretimi

FGF-1, FGF-2 Makrofaj, fibroblast, Keratinosit, fibroblast,endotel Arrylli(]zgfar;ezolrs],

endotel hiicreleri hiicreleri, kondrosit P Y
FGE-4 kemotaksi

FGF-7(KGF-1)

FGF-10(KGF-2)

Fibroblast

Keratinosit

Proliferasyon,
kemotaksi

EGF Trombosit, makrofaj, Keratinosit, fibroblast, endotel | Proliferasyon,
keratinosit hiicreler kemotaksi

IGF-1/Sm-C Fibroblast, makrofaj, Fibroblast, endotel hiicreler Proliferasyon,
serum kollajen sentezi

IL-1o &1B Makrofaj, nortrofil Makrofaj, fibroblast, Proliferasyon,

keratinosit kollajenaz sentezi,
kemotaksi

CTGF Fibroblast, Fibroblast TGF-B1 in salinim
endotel hiicreleri

VEGF Makrofaj, keratinosit, | Endotel hiicreler anjiogenezis

fibroblast

Eikazonoidler ve arasidonik asidin diger iirlinleri hiicre membraninin hasari
sonucu salmir ve inflamasyonda gii¢lii biyolojik etkilere sahiptir(14). Lenfositler
yara alanina gelen en son hiicrelerdir ve yaralanmadan 72 saaat sonra IL-1,
kompleman komponentleri, IgG iirtinleri tarafindan ¢ekilir(14). Hasarlanmis olan

ekstraselliiler matriks, keratinositler, fibroblastlar, monositler ve makrofajlardan



TNF-o uyaris1 ile saliman matriks metalloproteinaz(MMP) lar tarafindan

temizlenir(16).

2.1.2.Proliferasyon Fazi(4-21 giin)
Fibroplazi:

Fibroplazi siirecinde fibroblastlar yara alaninda yeni ekstraselliiler
matriks(ECM) sentezler ve depolar. Proliferatif faz baslangigtaki gegici fibrin-
trombosit matriksin yikimi ile baslar(18). Makrofajlar ve komsu ECM’den biiylime
faktorleri salinarak fibroblastlar aktive edilir. Aktive olan lokal fibroblastlar hiicre
bdliinmesi i¢in protein sentezini artirir. Cogalan fibroblastlar enfekte olmayan yarada
3-5. glinlerde dominant hiicre olur. Hiicre boliinmesi ve ¢ogalmasi sonrasinda
fibroblastlar ECM f{irlinlerinin sentezine ve salgilanmasina baslar. Baslangictaki
fibrin matriks yikilarak yerini fibroblast migrasyonunu saglayan fibronektin ve
hyalurandan olusan gegici matriks alir(14,18). ECM depozitlerinin fibroblastlar
tarafindan kontrolii kompleks olup kismi olarak biiyiime faktorleri ve ECM ile
fibroblast hiicre membran reseptorleri arasindaki etkilesim ile kontrol
edilmektedir(18).

Integrinler onarim sirasinda hiicre gérevlerinin diizenleyicisidir ve bunlar
transmembran reseptorleridir. Biiylime faktorleri, kollajen, elastin ve diger ECM
komponentleri integrin ligandlarindandir. Ligandlar baglandiktan sonra integrin
reseptOriiniin  stoplazmik domaininde fosforilasyon baglar ve gen ekspresyonunu
degistiren sinyal iletim kaskadini tetikler(18).Fibronektin, glikozaminoglikan ve
hyaluronik asid baslangi¢ matriksi olusturur(14,18). Hyaluronik asid yiiksek su
hidrasyon kapasitesi nedeniyle matrikse hiicre gociinii saglar. Fibronektin, laminin
ve tenaksin gibi adezyon glikoproteinleri erken matrikste yer alir ve hiicre
tutunmasimi ve gociinii saglar. Hiicrelerin ylizeylerindeki integrinler matriksteki
glikozaminoglikanlar ve glikoproteinleri
baglar. Yara yerine gelen ve ¢ogalan fibroblastlarin salgiladigi hyalurinidaz gegici
olarak olusturulan ve hyaluronik asitten zengin matriksi sindirir ve depolanan
glikozaminoglikanlar1 stilfatlar. Es zamanli olarak yeni kollajen fibroblastlar
tarafindan fibronektin ve glikozaminoglikandan olusan iskelete dezorganize sekilde

yerlestirilir(18).
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Sekil 2.4. Proliferasyon faz 5. giin

Yara skarinin major yapisal komponenti kollajendir. Fibroblastlar kollajeni
kompleks bir intraselliler ve ekstrselliler islem 1ile sentezlemekte ve
salgilamaktadir(18). Bir¢ok kollajen fibroblastlar tarafindan sentezlenirken bazi
tipler keretinositler tarafindan sentezlenmektedir. =~ Ancak ayni karekteristik

ozelliklere sahiptirler(18).

Cilt ve skar dokusunda ECM’i olusturan major kollajen tipleri tipl ve tip
[I'tiir(14). Tip | kollajenin tip 111 kollajene oran1 hem deride hem de yara skarinda
4:1 dir. Ancak yarada bagslangicta depolanan kollajen biiylik miktarda tip III’tiir.

Graniilasyon:

Graniilasyon dokusu gevsek olan fibronektin, hyaluronik asid ve kollajenden
olusan gecici matriksin i¢erdigi yogun kan damarlari, makrofajlar ve fibroblastlardan
olugsmaktadir(14,18). Klinik olarak ag¢ik yaralarda taze et goriiniimiindedir. Bu
goriinim endotelyal hiicrelerin boliinmesi ve gogii ile yeni olusan zengin kapilller
agin sonucudur(18).

Yara alaninda kalan endotelyal hiicreler FGF, VEGF, PDGF, anjiojenin,
TFG-a ve TGF-B gibi anjiojenik faktorlerin salinimindan sorumludur. Bu faktorler
ile anjiostatin ve steroid gibi inhibitor faktor arasinda bir denge mevcuttur(14).

Inhibitdr ve stimulator ajanlar prolifere olan endotelyal hiicreler iizerinde direk veya
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indirek olarak mitozu aktifleyerek hareketlerini saglar ve etraftaki hiicrelerden
endotelyal biiyiime faktorlerin salinimini uyarir(14).

Yara merkezinin baslangicta vaskiiler kaynagi yoktur ve hipoksik bir ortam
mevcuttur. Hipoksik sartlarda etraf dokulardan salinan molekiiller endotelyal
hiicrelerin ¢ogalmasini ve biiyiimesini saglar. Yara iyilesmesi sirasinda vaskiiler
endotelyal hiicrelerin biiylimesi direk olarak trombositler tarafindan uyarilr,
makrofaj ve fibroblast iirtinleri tarafindan aktive edilir. Birkag giin igerisinde yara
kenarindan olusan pihtiya dogru kapiller tomurcuklanma baslar ve yeni olusan

kapilleri igeren mikrovaskiiler ag olusur(14).

Kontraksiyon:

Kontraksiyon yara etrafindaki yaranin dairesel olarak yaraya dogru
¢ekilmesidir. Yara kontraksiyonu yeni doku formasyonu olmadan yara boyutunu
dramatik olarak azaltmaktadir. Kontraksiyonun miktart hem cildin esnekligine hem
de yaranin boyutuna gore degismektedir. Kontraksiyonu saglayan hiicresel
mekanizma heniiz tam olarak anlasilamamustir. Kontraktil giicleri stoplazmalarinda
diiz kas oa-aktin ve mikrofilament igeren fibroblast benzeri hiicreler olan
myofibroblastlar tarafindan yonetilmektedir(14,18). Bu hiicreler matriks igerisinde
hareketleri veya intrinsik hiicresel gilicler yardimi ile etraftaki cildi yaraya dogru

cektigi diistiniilmektedir(18).

Epitelizasyon:

Yaralanmadan saatler sonrasinda yara kenarinda varolan keratinositlerde
morfolojik degisiklikler meydana gelmektedir(14,18). Epidermal hiicre tabakasi
kalinlasir ve kenardaki bazal hiicreler yara defektine dogru goc¢ eder. Gog etmeye
baslayan keratinositler epidermal devamlilik saglanana kadar boliinmezler. Yaranin
kapatilmas1 icin kullanilan epitelyal hiicreler yara kenarinda sabit olan bazal
hiicrelerden saglanir. Bunlarin geng hiicreleri yassilagmistir ve yara matriksinin
lizerine dogru tabaka seklinde goc¢ eder. Yara matrixi iizerine dogru goé¢ eden
keratinositlere tenaskin ve fibronektin gibi adezyon glikoproteinleri yol gosterir.
Epitelyal tabakanin yeniden yapilmasi sonrasinda keratinositler ve fibroblastlar bazal
membrandan laminin ve tip IV kollajen salgilar. Keratinositler kolumnar hale gelir

ve epitelyum tabakasini yapmak iizere boliiniirler(18).
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2.1.3. Remodeling fazi1(21giin-1 y1l)

ECM yaralanmis veya yaralanmamis ciltte hiicresel destegi saglayan en
onemli iskelet yap1 olmasi nedeniyle yaralanma sonrasinda da mutlaka onarilmalidir.
ECM sentezi proliferasyon fazinda graniilasyon formasyonu ile baslar ve remodeling
fazinda devam eder(14,18). ECM dinamik bir yapi olup onarim siirecinde sentez,
depolama ve yikimdan olusur ve siki bir kontrol mekanizmasi altinda gelisir(18).
Lizil oksidaz major intermolekiiler kollajen gapraz bag enzimidir. Kollajenin ¢apraz
baglanmasi1 yikimini azaltmaktadir ve yaranin gerim kuvvetini artirir. Kollajenaz,
jelatinaz ve stromelizin matriks metalloproteinazlardandir ve ECM komponentlerini
yikar. Kollajen depolanmasi ve yikimi belli bir dengede olur ve matriks
metalloproteinazlarin aktivitesi ile diizenlenir. Matriks metalloproteinaz doku
inhibitorleri ise spesifik olarak martiks metalloproteinazlari inaktive eder(14,18).

Skar formasyonu yara onariminin kaginilmaz bir sonucudur. Skarlarin
epidermal ekleri yoktur ve kollajen yapisi yaralanmamis ciltten tamamen farklidir.
Fibroblastlar tarafindan salgilanan yeni kollajenler en erken yaralanmadan 3 giin
sonra goriliir. Kollajen matriks olustugunda yogun sekilde bir araya gelen fibriller
yara alanini doldurur. Skarin yeniden yapilanma fazi yillarca devam edebilmektedir.
Erken donemde skar dokusu yogun kapiller ag nedeniyle kirmizi goriiniimdedir.
Kapanma tamamen gerceklestiginde kapiller ag regresyona ugrar. Tam maturasyon
sonrasinda skarlarda hipopigmentasyon goriiliir(18).

Yeniden yapilanma doneminde yaralar zaman i¢inde daha giiglii hale gelir.
Yara gerim kuvvteti kollajenin lizil oksidaz ile ¢apraz baglanmasi ile 1-8 haftada
hizli bir sekilde artar. Ancak yara gerim kuvveti yaralanmamis cildin maksimum
%80 ine ulasir(18).

Yara iyilestikten sonra fibroblast ve makrofajlar apoptoz ile azaltilir. Zaman
icinde kapiller bliylime durur, yara alanina kan akimi ve yaranin metabolik aktivitesi

azalir. Sonug olarak yiiksek yara gerimine sahip tamamen olgun bir skar olusur.
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Sekil 2.5. Yara iyilsemesinin sonuglar1(39): Doku rejenarasyonu veya fibrozis.

2.2. Hipertrofik Skar Tanim
Hipertrofik skar(HTS) fibroproliferatif bozukluklarin dermal formu olarak

kabul edilir(7). Genellikle travma veya yanik nedeniyle olusan derin dermis
hasarinda goriiliir(7). Klinik olarak kasintili, kabarik, agrili ve sert skarlardir.
Keloidlerin aksine yaralanma alani ile sinirhidir. Yara iyilesmesinin istenmeyen
sonuglarindan olup koétii estetik goriiniim yaninda etkilenen eklem ve uzuvlarda
hareket kisitliligina neden olmaktadir. Bu hastalarin fiziksel ve psikolojik
durumlarin1 olumsuz etkilemekte ve yasam kalitelerinin diigmesine neden
olmaktadir(7).

Mekanizmasinin hala anlagilamamis olmasi nedeniyle plastik cerrahinin
major problemlerinden biri olmaya devam etmektedir. Malign bir tiim6r olmamasina
ragmen fibroblastlarin asir1 proliferasyonu, apoptoza direcli olmalari ve atipik

farklilasmasi ile malign karaktere sahiptir(19).
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2.2.1 Hipertrofik Skar Patofizyolojisi

Yara iyilesmesi yukarida bahsedildigi tizere 3 evreden olusmakta; hemostazis,
inflamasyon, proliferasyon ve doku remodeling. Bu 3 evre biiyiime faktorleri,
proteolitik enzimler, hiicredis1 matriks proteinleri gibi profibrotik ve antifibrotik
molekiiller ile i¢ ige gegmis kompleksten olusur(7). Her molekiil yara iyilesmesinin
farkli donemlerinde kendi gorevini yerine getirir. HTS, hasara karsi gelisen
inflamatuar cevabin uzadigi durumlarda olusmaktadir. Uzamis inflamatuar cevap

vaskiilarizasyon artigi, hiperselliilarite ve asir1 kollajen depolanmasi ile sonuglanir(7).

Fibroblastlarda meydana gelen degisiklikler:

Fibroblastlar bag dokuda goriilen en sik hiicrelerdir ve yara iyilsemesinin
anahtar elementleridir(21). Fibroblastlarin temel goérevi bag dokunun fiziksel
baglantilarinin  devamliligini  saglamak ve yara kapatilmasinda ektraselliiler
matriks(ECM)’in tiretim ve yeniden yapilandirilmasinda rol alir(7). Ancak HTS yer
alan fibroblastlar farkli davranmaktadir. HTS’ da izlenen fibroblastlarda normal
fibroblastlardan daha yiikksek TGF-B1 salinimi goriilmiistiir(20). Artmis ve uzamis
TGF-B1 aktivitesi fibroblastlardan asir1 kollajen iiretimi ve depolanmasina neden olur
ve genellikle HTS olusumu ile sonuglarinir(7,21)). HTS fibroblastlarinda kollajenaz
MRNA’ sinmin azaldig1 gosterilmis ve normal fibroblastlar ile karsilagtirildiginda
¢cozlinebilir kollajenin yikiminda da belirgin bir azalma mevcuttur. HTS
fibroblastlarinda yara iyilesmesini antiproliferatif ve antimikrobial etkileri ile
kollajenaz aktivitesini diizenleyen biiyiime faktor sinyalizasyonunda onemli bir
mediator olan nitrik oksit sentezinin de azaldigi bulunmustur(7).

TGF-B1 myofibrobalstlarda a- diiz kas aktin (a-SMA) salinimimi uyararak
myofibroblastlarin farklilagmas1 i¢in gili¢lii bir uyarict olarak rol alir. HTS
fibroblastlarinin myofibroblastlara farklilasmasi artmig ECM sentezi ve doku
kontraksiyonunun nedeni olabilir(22). Myofibroblastlar (a-SMA) ekspresyonu ile
fibroblastlardan farkli fenotipe sahiptir. HTS myofibroblastlar1 apoptotik sinyallere
daha az duyarlidir, bununla birlikte fibroblastlardan daha fazla kollajen iiretmeleri ve

daha az kollajenaz tiretmeleri HTS olusumunda 6nemli rol oynaktadir(5,7,22).



14

Matriks Metalloproteinaz-1,2,9(MMP-1,2,9) ve Matriks Metalloproteinazlarin
Doku Inhibitorleri(TIMPs)nin HTS’ daki Rolii

MMP’ler ¢inko bagimli proteinazlardir ve dokunun remodeling fazindaki
onemli gorevleri ile bilinirler. En az 23 tipi mevcut olup en karakteristik gorevleri
kollajenin proteolitik yikim1 ve diger ECM elementlerinin yikimidir(23). TIMP’ ler
iIse MMP’lerin gorevini diizenleyen spesifik proteinlerdir ve MMP’ lerin aktivitesini
bloklamak i¢in 4 tane spesifik tipi mevcuttur(7,23). Normal hiicrelerde MMP’lerin
ekspresyon diizeyleri dugsiiktiiktir ve saglikli bag doku yapimini saglar.
Salinimlarindaki herhangi bir dengesizlik dermal fibrozis, tiimdr invazyonu ve
metastaz gibi patolojik sonuglara neden olur(5).

MMP’ ler ve TIMP’ lerin birgok tipinin HTS gelismesi ile iliskili
olabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda MMP-1 ekspresyonun HTS’ da
azaldig1 ve onemli bir transkripsiyonel degisime ugradigi gosterilmistir(7). Atimik
nude farelerde olusturulan skarsiz iyilesme modelinde ise MMP-9 up-regiile oldugu
gosterilmistir(24). Benzer sekilde skarsiz fetal rat yara iyilesmesinde MMP-1 ve
MMP-9 ekspresyonlarinin arttigi bildirilmistir.  Insanlar {izerinde yapilan bir
caligmada ise MMP-9 skarsiz iyilsemede rol alabilecegi bulunmustur(25).

HTS fibroblastlarina Smad interacting protein 1(SIP1) transfekte edilmesi
sonucu MMP-1 ekspresyonun artarken kollajen tip 1a2 (COL1A2) diizeylerinin
azaldigi goriilmiistiir. Ayni sekilde normal fibroblastlarda SIP1, knockout farelerde
ise TGF-B1 indiklemesi ile COLI1A2 diizeylerinin arttigi gosterilmistir. Bu
caligmalar SIP1 in cilt fibrozisinin diizenleyicisi olabilecegini diisiindiirmektedir.
HTS da SIP1 eksikligi COL1A2 nin artisina ve MMP-1 in azalmasina neden olarak
asirt ECM birikimine ve dolayisiyla HTS olusumuna yol agmaktadir(7).

HTS’ da MMP-2 diizeyleri artarken, MMP-9 ve MMP -1 diizeyleri
azalmistir(7,20). MMP-2’nin major etkisi matriks onarimimin ge¢ ddneminde
denature kollajenin yikimi ile, MMP-9’unki ise erken donemde tip IV-V kollajen,

elastin ve fibronektinin yikimi ile ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir(5,20).

Yaralanmanin Derinlgi ve HTS
Yaralanmanin derinligi HTS formasyonu i¢in 6nemlidir ve klinik 6neme

sahiptir(7). Yiizeyel yaralar genellikle 2 haftada HTS formasyonu olusmadan
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iyilesirken, derin yaralar HTS olusturma egilimindedir(7,21). Bu da derin dermal
fibroblastlarin HTS olusumundan sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir. Derin ve
yiizeyel dermal fibroblastlar papiller ve retikiiler tabakalar ile ayrilmistir. Derin
dermal fibroblastlar yiizeyel olanlardan daha ¢ok kollajen iiretmektedir, yavas
cogalmaktadir ve daha az kollajenaz iiretmektedir(26). Ayrica derin dermal
fibroblastlar daha fazla a-SMA iiretmektedirler. Ilaveten derin dermal
fibroblastlarda HTS fibroblastlarinda goériilen 2 anahtar profibrotik sitokin olan TGF-
B ve Connective tissue growth factor(CTGF/CCN2)) diizeylerinde de artis
izlenmistir(21). Bu bulgular derin dermal fibroblastlarin HTS fibroblastlar ile benzer
biyolojik o6zellikler gosterdigini ve yiizeyel fibroblastlardan farkli oldugunu
diistindiirmektedir(7).

TGF-p izoformlar1 ve HTS

TGF- B1, TGF-B2 ve TGF —3 olmak tlizere 3 izoformu vardir ve her {i¢ tipi
de ayr1 ayr1 yara iyilesmesinde 0zel gorevlere sahiptir. TGF- Bl ve TGF-f2
degraniile olan trombositlerden, monosit ve makrofajlardan salinirken TGF —33
keratinositlerden salinmaktadir(7). Normal dokuda TFG —f3 izoformlar1 latent formda
bulunurlar ve latent TFG —p1 baglayici protein (LTBP)e baghdirlar(7). Yara
iyilesmesi  sirasinda  anjiogenez i¢in  uyarilar, fibroblastlarin  ¢ogalmasi,
myofibroblastlarin diferansasyonu ve kollajen gibi ECM depozitlerin sentezi TFG —f3
nin yara iyilesmesine katilmasini saglar. Yapilan ¢alismalar TFG —f nin pulmoner
fibrozis, skleroderma ve HTS gibi fibrotik olaylarda énemli rol aldigin1 gostermistir.
HTS gelisen yanik hastalarinda TFG —p’nin serum diizeylerinin hem lokal hem de
sistemik olarak arttig1 goriilmiistiir(7).

Yapilan ¢aligmalar TGF-B1 ve TGF-f2’nin HTS olusumunu indiikledigi,
TGF-B3’lin ise skarlagsmay1 inhibe ettigi yoniindedir. Bu nedenle TGF-B3’{in diger
TGF-p izoformlariin antagonisti olabilecegi diisiiniilmektedir(7). Yakin zamanlarda
Leonard Lu ve arkadaslarinin her iic TGF-f isoformlarinin antikorlarini tavsan
kulaginda olusturulan yara yerinin tedavisinde kullanimi ile yapmis olduklar
calismada bu ii¢ izoformun yara iyilesmesi {izerinde farkli zamanlarda farkl
etkilerinin oldugunu gostermistir. Erken donemde yara iyilesmesinin gecikmesine
sebep olurken orta ve ge¢ donemlerde HTS olusumunda belirgin azalma

saglamiglardir.
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TGF-B1 fibroblastlarda TIMP’ leri uyararak MMP’ lerin aktivitesini azaltir.
Bu yolla MMP’ler tarafindan ECM yikimi engellenmis olmaktadir. TGF-B1’ in
fibroblastlar araciligi ile ECM depolanmasi sonucu HTS olusumuna yol agtigi

distiniilmektedir.

TFG —B1’in anormal intraselliiler sinyalizasyonunun fibroblastlarin asirt
ECM sentezini indiikleyerek ve CCN2 regiilasyonu ile HTS baslattg
diistiniilmektedir. CCN2 bag doku biiyiime faktorii olarak bilinmektedir ve hiicre
¢ogalmasi, adezyonu, gocii ve ECM iiretimi gibi 6nemli hiicresel olaylarda yer
alir(29).

Th1, Th2 ve Th3 Sistemik Cevabi ve HTS

Hipertrofik skarin, yara iyilesme siirecinde inflamasyon ile immun cevap
arasindaki komplike iliskiden kaynaklandigi diistiniilmektedir(7). Son zamanlarda
yapilan ¢aligmalar da fibrozis miktarinin inflamasyonun siddeti ile iliskili olmadg:
gOriilmistiir(20). Yara yerine erken donemde T lenfositlerin 6zellikle de CD4 T-
lenfositlerin gelmesi dikkati bunlarin iizerine ¢ekmistir. HTS dokusunda CD4+ T
lenfositler predominat olup CD8+ T lenfositler daha az izlenmektedir(27). Antijen
sunan makrofaj ve dendritik hiicreler tarafindan aktive edilen CD4+ T lenfositler
Thl, Th2, Th3, Th17 ve T diizenleyici hiicre olmak {izere 5 alt tipe diferansiye
olur(7). Thl hiicreleri IL-2, IFN-y ve IL -12 ekspresyonu yaparken Th2 hiicreleri ise
IL-4, IL-5 ve IL-10 ekspresyonu yapar. Th1l sitokinleri, anti-fibrotik olan kollajenaz
aktivitesinde artis ve matriks yapilanmasinda rol alirken Th 2 sitokinleri, ise
profibrotik olarak bilinir(20). IL-4 iin fibrozisi yonetmede, TGF-B’dan 2 kat daha
etkilidir. Ancak Th1 CD4 hiicrelerden salinan IFN-y ve IL-12 doku fibrozisini
tamamen zayiflatacak etkiye sahiptir(20).

Thl aracili anti-fibrotik etkilerin akut faz reaksiyonu ve pro-apoptotik
genlerin ekspresyonunun bu T hiicrelerinden yapildigini gdstermistir. Ilaveten Thl
sitokinleri kollajenaz aktivitesini ve matriks remodelingi artiran nitrik oksit sentaz
(NOS) ekspresyonunu aktive etmektedir(20). Hipertrofik skar wveya keloid
fibroblastlarinda kollajenaz aktivitesinde ve bununla birlikte NOS iiretiminde de
azalma goriilmektedir. Buna karsilik Th2 bagimli genler, prokollajen -1,3 ve 5,
arjinaz-1, lizil oksidaz, matriks metalloproteinaz-2(MMP-2), MMP-9 ve matriks
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metalloproteinaz doku inhibit6rii-1(TIMP1) dir. Arjinaz-1 fretiminin hiicre
boliinmesi ve kollajen sentezi igin gerekli olan poliamin ve prolin {retimini

tetikledigine inanilmaktadir(20).

Myofibroblastlarin Alternatif Prekiirsorleri Fibrositler ve HTS

Fibrositler kemik iliginden kdken alir ve periferik kan hiicrelerinin %0.1 -
0.5’ini olustururlar. Periferik kanda bulunan fibrositler hizlica yaralanma alanina
gelir ve ECM yapimi, antijen sunumu, sitokin tretimi, anjiogenezis ve yara
kapatilmas1 gibi bir¢ok alanda gorev alir. Yara iyilesmesi sirasinda TGF-B1
fibrositlerin myofibroblastalara doniismesi i¢in Smad2/3 ve JNK MAPK yolaklarini
aktive eder(7).

Matur skar dokusuna gore HTS’da fibrosit sayist daha fazla olmakla birlikte
fibrosit ve 10kositlerde bulunan 6zel bir yiizey belirleyicisi olan l6kosit spesifik
protein-1(LSP-1) izole edilmistir. Bu yiizey belirleyici 16kosit kemotaksisinde 6nemli
rol oynamakta olup normal fibroblastlarda yoktur. LSP-1 defisitli farlerde yapilan
eksizyonel yaralarin fibrosit infiltrasyonunda artis1 ile yara iyilesmesinin hizlandigi

ve ayni1 zamanda TGF-f’nin arttig1 izlenmistir(7).

Kemokinler ve HTS

Kemokinler kiiciik proteinler olup, yaralanma alanindaki hiicrelerin
kemotaksisini indiiklerler. CC, CXC, C ve CX3C olmak iizere 4 tipe ayrilir. CXC
grubuna ait olan ve CXCL12 olarak bilinen SDF-1 insanlar, domuz ve rat cildinde
eksprese edilmektedir ve perisitler, endotelyal hiicreler ve fibroblastlar tarafindan
tiretilmektedir(7). CXCR4 CXC kemokin reseptorii olup 6zellikli olarak stromal-cell
derivate factor-1 (SDF-1)’ i baglamaktadir. SDF-1/CXCR4 sinyal yolagi hemopoetik
hiicrelerin fetal karacigerinden kemik iligine go¢iinii saglar. Aym1 zamanda
anjiogenezisi uyararak progenitor hiicreleri ortamda tutar. SDF-1/CXCR4 sinyal
yolagi ile ilgili c¢aligmalar bu sinyalizasyonun akciger hasar1 ve fibrozis
patogenezinde rol aldigi gostermistir. Bu bilgiler 1s1ginda yapilan calismalarda bu
sinyalizasyon yolagmin aktive olmus CD14" CXCR4" hiicrelerin hasarli dokuya
gociinii uyararak HTS patogenezinde yer aldigi gosterilmistir. Bu gd¢ eden
hiicrelerin fibrosit ve myofibroblastlara doniiserek HTS patogenezi ile iliskili

olabilecegi diisiilmektedir(28).
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HTS formasyonu ile iliskili olabilecegi diisiiniilen diger bir kemokin ise
monosit kemotaktik protein- 1(MCP-1)’dir. CC kemokin ailesine aittir ve CCR2 ve
CCR4 olmak iizere 2 reseptorii mevcuttur. Makrofajlar, endotelyal hiicreler ve
fibroblastlar tarafindan salgilanir ve inflamatuar alana monositleri ve dendiritik
hiicreleri ¢eker. Yapilan deneysel ¢alismalarda MCP-1’in fibrozis ile iliskili oldugu
bulunmustur ve HTS fibroblastarindaki ekspresyonu normal fibroblastlardakine gore

belirgin artmis oldugu izlenmistir(7).

Dekorin ve HTS

Dekorin kiigiik bir proteoglikan olup dermal ECM’de yaygin olarak
bulunmaktadir. Kollajen fibril, fiber ve fiber-dal organizayonunu diizenler. HTS da
%75 azalmis olarak bulunmaktadir. TGF-f’ya baglanma ve onu nétralize etme
egiliminde olup bu sitokinin kollajen, fibronektin ve glikozaminglikanlarin iiretimi
tizerindeki etkilerini minimalize etmektedir. HTS’daki diisiik diizeyleri kollajen

organizasyonundaki diizensizlik ve artmis ECM iiretimi ile iligkilendirilmistir(5,7).

Apoptoz ve HTS olusumu

Erken immatur HTS hiperselliiler olup olgunlasmaya basladik¢ca apoptozun
indiiklenmesi ile fibroblast hiicre yogunlugu azalarak normal cilde benzer. Normal
yara iyilesmesinde myofibroblastlarin apoptozu 12. giinde basalar ve 20. giinde pik
yapar. HTS ve keloid formasyonunda ise fibroblast ve myofibroblastlarda apoptoz
goriilmemektedir(5).

Asirt  skarlasmada, apoptozun inhibitdrii olan p53’iin odaksal artis1
izlenmistir. Yara iyilesmesinin erken proliferasyon fazinda p53 aracili apoptozun
inhibisyonu ile olusan mekanik yiik HTS a yol agmaktadir(22). Ilaveten 6liim ligand:
olan Fas’ in HTS ve HTS fibroblastlarinda azaldigi; apoptozu 6nleyen Bcl-2 proto-

onkogenin ise yiiksek miktarda eksprese edildigi gosterilmistir.

2.3. Makrofaj Migrasyon Inhibitér Faktor Tanim

Makrofaj inhibitor faktor(MIF) ilk kez 1966 yilinda kesfedilmis olup bu
donemdeT lenfosit kaynakli immun aktiviteye sahip ve makrofajlarin rastgele
migrasyonunu Onleyen bir sitokin olarak tanimlanmistir(30,31). Yillar i¢erisinde MIF
aktivitesinin makrofajlarin fagositozu ve gecikmis tip hipersensivite ile iligkili

oldugu bulunmustur(9). Ancak daha sonraki yillarda molekiiler yapisi izole
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edilemedigi icin MIF hakkinda yeterli arastirma yapilamamis ve yaklasik 3 dekat
boyunca herhangi bir gelisme olmamistir(9). 1989 ise insan MIF ¢cDNA’s1 izole
edilmis, giiniimlizde ise MIF klonlanmis ve gelisen yontemler ile molekiiler yapisi
iyi bir sekilde karakterize edilmistir(31). Bu gelismeler 1s18inda MIF’in basit bir
sitokin olmadigi; birgok hastaligin patogenezinde rol alan pleiotropik bir molekiil
olarak yeniden tanimlanmistir(sekil2)(9,10). Proinflamatuar bir sitokin olmasi
yaninda endotoksemiyi siddetlendiren hipofiz kaynakli bir hormon oldugu
bulunmustur ve deri, beyin, bobrekler gibi bir¢ok organda 6zellikli olarak eksprese
edilmektedir(32).

MIF’ i diger sitokinlerden ayiran &nemli birkag 6zelligi bulunmaktadir(9).
Bunlardan biri tautomerase ve oxidordiiktaz aktivitesi gibi tanimlanmis en az iki
katalitik aktivitesinin olmasidir(9). Buna gore MIF enzimatik 6zellikleri olan sitokin
veya sitozom olarak isimlendirilmektedir ve enzim salgilamaktadir. Ilaveten hem
immun hem de non-immun hiicreler dahil olmak iizere gesitli periferik hiicrelerde
ozellikli olarak eksprese edilmektedir(9). En onemli gorevleri arasinda; makrofaj
fonksiyonlarmin diizenlenmesi, lenfosit immunitesi ve endokrin gorevleri yer
almaktadir. Ekspresyon profili agisidan da diger sitokinlerden ayrilmaktadir.
Sitokinler uyar1 sonrasinda salinmakta iken, MIF ¢esitli immun ve non-immun
hiicrelerde eksprese edilmektedir ve doku dagilimi kendine 6zgidiir. Bu nedenle

dolagimda bulunan MIF’ in hiicre i¢i depolardan kaynaklandig: diigiilmketedir(9).

Sekil 2.6. Makrofaj migrasyon inhibitor faktor(MIF) multifonksiyonel bir

molekildiir.
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Glukokortikoidlerin immunsiipresif ve anti-inflamatuar aktivitesinin tek zit
diizenleyicisi olan MIF 6n hipofiz bezinde kortikotrop hiicreler iginde bulunmaktadir
ve kortikotropin release hormon(CRH) uyarisi ile salinmaktadir(13,31). Ayni sekilde
CRH uyarist ile saliman ACTH ise  glukokortikoidlerin  salinimini
tetiklemektedir(Sekil 7).  Glukokortikoidler ise ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
makrofajlardan MIF salinimini uyarmaktadir(31). Proinflamatuar stokin olan MIF‘in
anti-inflamatuar 6zellikteki glukokortikoidlerin uyaris1 ile salinmasi ve onun
etkilerini inhibe etmesi ile glukokortikoidlerin tek zit diizenleyecisi olarak

tanimlanir.
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Sekil 2.7. MIF ve glukortikoid iliskisi

Genis diizenleyici 0Ozelliklerinden dolayr septik  sok, gecikmis tip
hipersensivite, ateroskleroz, romatoid artrit, sistemik lupus eritamatozis, inflamatuar
akciger hastalig1 ve kanser gibi bircok immun ve inflamatuar hastaliklarda 6nemli bir
mediator olarak gorev yapmaktadir. Bunlarin haricinde glomerulonefrit, astim,
neonatal respiratuar distres sendromu, depresif semptomlar gibi daha bircok

hastaligin patogenezini de etkilemektedir(9).
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2.3.1. Makrofaj Migrasyon Inhibitor Faktor Etki Mekanizmasi

Biyolojik gorevleri hakkinda genis bilgiye sahip olunmakla birlikte MIF in
etki mekanizmas1 hakkinda yeterli bilgiye heniliz ulasilamamistir. Normalde
sitokinler hedef hiicre membraninda bulunan reseptor araciligi ile sinyal iletimini ve
etkilerini gergeklestirirler(9). Ancak MIF i¢in bdyle bir spesifik reseptor heniiz
bulunamamigtir. MIF tarafindan olusturulan pleotropik biyolojik ve Kkatalitik
aktivitelerin  komplex  sinyal iletim mekanizmasi ile ilgili  oldugu
diistiniilmektedir(33).

MIF’ e bagh olaylarin hiicresel ERK aktivasyou ve JAB-1(c-Jun activatin
domain binding protein) aracilig: ile gelistigi diisiiniilmekle birlikte, primer sinyal
iletim mekanizmasinin bir transmembran protein araciligi ile mi, yoksa hiicre
zarmdan direk sinyal iletim mekanizmasi ile oldugu bilinmemektedir(31). Muhtemel
sinyal iletimi MIF ‘in CD74 e baglanarak reseptor bagimli MAPK” 1 aktive etmesi ile
meydana gelmektedir. Son yapilan ¢alismalarda transmembran protein olan CD44’iin
MIF-CD74 komlexinin sinyal iletiminde giiglii bir aksesuar protein olarak gerekliligi
ortaya konmustur. MIF-CD74-CD44 kompleksinin olusumu MAPK ailesinden olan
ERK1/ERK2 i aktive etmektedir. MIF, ERK1-ERK2-MAPK yolagini gegici ve kalici
fosforilasyonunu ve aktivasyonu uyarir. Aktive olmus ERK1/2 sitozolik proteinlerin
ve proinflamatuar kaskadin 6nemli bir komponeneti olan sitozplamik fosfolipaz A2
(cPLA2) nin fosforilasyonunu saglar. ¢PLA2 nin iiriinii olan arasidonik asid(AA) ise
prostoglandin ve ldkotrienlerin prekiirsoriidiir. Ayrica AA TNF-a  ve diger
sitokinlerin mRNA translasyonunu saglayan JUN N-terminal kinazi(JNK) aktive
eder(33).

CXCR2 ve CD74 etkilesimi MIF sinyal iletiminin fonksiyonel CXCR-CD74
kompleksi ile de iliskili oldugunu gosterir. Bu sinyalizasyon kalsiyum akisi, MAPK
aktivasyonu veya G, _ bagimli integrin aktivasyonu gibi hiicre ig¢i olaylar
baslatir(33).

Kleemann ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada MIF’in aktivatér
protein-1 (AP-1) in transkripsiyonel aktivitesinden sorumlu genleri JAB-1 araciligi
ile direk etkiledigi bulunmustur. AP-1 Fos ve Jun onkoproteinler ile birlikte DNA y1
baglayan transkripsiyon faktoriidiir. JAB-1 AP-1 baglanma noktalarina baglanarak

AP-1-c-jun kompleksini stabilize eder. Ayrica hiicre boliinme dongiisiinde rol alan
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protein p27kiIOl e baglanir ve parcalanmasini saglar(30). MIF’in JAB-1 e baglanmasi
p27kiIOl in par¢alanmasinin azalmasi ile sonuglanir. MIF’in asir1 ekspresyonu ise
fibroblastlarda JAB-1’ in biiyiimeyi hizlandiric1 6zelliklerini inhibe eder. AP-1’in
baz1 proinflamatuar genlerin en énemli diizenleyicisi olmast MIF’ in proinflamatuar
Ozelligini tartismaya acilmasini saglayan ilk verilerdir. Benzer sekilde baska
arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda ise MIF’in hiicre biiyiimesini
tetikleyici etkisinin bulunmasi MIF’in etki mekanizmasindaki tartismalara neden
olmaktadir. MIF’in ¢an egrisi seklinde doz bagimli etkisi onun karakteristik
Ozelliklerinden biri olarak kabul edilmektedir. Diisiik seviyesi ile yiiksek seviyesi
arasinda diizenleyeci etkisi bakimindan belirgin fark vardir(30). Bucala’nin yapmis
oldugu ¢alismada yiiksek MIF konsantrasyonlarda MIF’in tipik enzimatik etkisi ve
makrofajlardan TNF ve NO salinimini direk uyararak reseptor aracilt olmayan JAB-
1- MIF sinyalizasyonu ile iliskili oldugunu; diisiikk konsantrasyonlarda ise reseptor
aracili sinyalizasyonu kullandigimi iddia etmistir(9). Ilaveten MIF NO-indiiklii p53
iin intraselliller akiimiilasyonu siiprese eder ve bu da p53 aracili apoptozis
inhibisyonu ile sonuglanir. p53 i inhibe etmek i¢in MIF in ERKI1/2,PLA2,
siklooksijenaz 2(COX2) ve PGE2 nin seri aktivasyonuna ihtiya¢ duyar(33).
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Sekil 2.8. MIF sinyal iletim yolaklar1
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2.3.2 Yara lyilesmesi ve MIF

MIF gelismekte olan ve eriskin cildinde giiclii bir sekilde eksprese edilmekte
olup gelisim siirecinde ve homeostazide rol aldig: diisiiniilmektedir. Ekspresyonu ge¢
embriyonik donemde ilk olarak epidermis ve kil follikiillerinde daha sonra kil
follikiillerinin epitelyal kilif hiicrelerinde baslar(34). MIF’in embriyolojik donemde
eksprese edilmeye baslanmasinin tesadiif olmadigi, cilt bariyerinin olusumda kritik
bir role sahip ve skarsiz iyilesmeden kusurlu cilt onarima gegiste bir belirleyici
oldugu diistiniilmektedir(34).

Insan cildinde MIF dermal vaskiiler agmn endotel hiicrelerinde,
melanositlerde, epidermiste, proksimal tirnak matriksinde, ekrin ter hiicreleri ve
sebaseos bezlerde lokalizedir. Epidermiste oOzellikle keratinositlerde eksprese
edilmekte olup diger sitokinlerin tiretimini uyarmaktadir(34).

MIF, kutanoz yara iyilesmesi sirasinda gii¢lii sekilde uyarilir ve eksprese
edilir. Insanlarda MIF, iyilesmenin erken doneminde inflamatuar hiicreler tarafindan
eksprese edilir ve hemen sonrasinda fibroblastlar tarafindan MIF seviyesi artirilir.
Yara yerinden koken alan fibroblastlar normal fibroblastlara gére LPS’ye cevap
olarak daha fazla miktarda MIF salgilar(11,34). TNF-q, IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8, IFN-
v gibi stokinlerin ekspresyonunu etiklemesi, NO salinimi, MMP-2 ekspresyonu ve
COX-2 yolaklarini aktive etmesi nedeniyle direk proinflamatuar faktor olarak kabul
edilmektedir(11). MIF’in zarar verici pro-inflamatuar etkileri asir1 inflamasyon
tabanl patoloji sinufi ile iligkilendirilmektedir.

Trombin ve faktor Xa’nin insan dermal mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde
MIF ekspresyonunu uyardigi gosterilmistir. Trombin benzer sekilde dermal
fibroblastlarda MIF salgilanmasini indiikler. Bu bilgiler MIF in trombin ve Fxa
araciligi ile inflamatuar fazda rol oynadigim diisiindiirmektedir(34). Ilaveten MIF
ekspresyonunun spinal kord, akciger, vaskiiler, kardiyak, renal, korneal hasarlarda
lokal; travma ve yanik hastalarinda ise sistemik artis1 bildirilmistir.

MIF’in doku onarmmindaki bu yaygin ekspresyonuna ragmen yara
iyilesmesindeki spesifik rolii hakkindaki tartismalar devam etmektedir. Abe ve
arkadaslari MIF’in iyilesme iizerine etkileri hakkinda ilk bilgiyi sunanlardir.
Yaptiklar1 calismada MIF’in keratinositlerin gociinii artirtidigr ve gecikmis yara

iyilesmesini hizlandirdigim1  gostermislerdir(11). Hemen sonrasinda Zhao ve
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arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alismada MIF knockout farelerde yara iyilesmesinin
geciktigini ve diyabetik yaralara MIF uygulandiginda iyilesmesinin hizlandigim
belirtmislerdir(32). Bu bulgular birlikte ele alindiginda MIF’in yara iyilesmesinde
etkin rol aldigin1 diisiindiirmektedir. Ancak daha sonra yapilan bazi ¢alismalarda
MIF’in yara iyilegsmesini geciktirdigi bildirilmistir. Genel bakis acist ise MIF’ in yara
iyilsemesini, kontraksiyon, inflamatuar cevap ve ECM homeostazisinde rol alan

genlerin ekspresyonu ile yonettigi yoniindedir(35).

2.4 . Hipertrofik Skarda Kullanilan Deneysel Modeller

HTS insanlarda dermal hasar1 gésteren patolojik bir belirtegdir. HTS” a neden
olan molekiiler ve hiicresel olaylar detayli sekilde calisilmis olmasina ragmen
patogenezi heniiz tam anlagilamamistir ve etkin tedavisi gii¢tiir. Bunun sebebi ise
hipertrofik skar gelisimi zaman igerisinde yavasca olmaktadir ve bu sekilde insan
dokusunu sistematik olarak elde etmek zordur(36). Bu nedenle ideal bir hayvan
modeli olusturmak bu hastaligin patogenezini anlamaya yardimci olacaktir. Ancak,
insan disinda herhangi bir hayvanda hipertrofik skar gelismedigi i¢in ideal bir model
bulunmamaktadir ve istenilen arastirmalar yeterince yapilamamaktadir(37).

Ideal bir hayvan hipertrofik skar modeli insan hipertrofik skari ile ayni1 klinik
goriinlimde olmasi, histolojik, biyokimyasal, immunolojik, molekiiler biyoloji
acisindan ve klinik davranig olarak ortiismesi gerekir.

Ramos ve arkadaslariin yapmis olduklar literatiir taramasi sonucunda

glinimiize kadar tanimlanmig olan hayvan modellerini 5 gruba ayirmislardir(38):

1- Atimik fare veya rat gibi immunitesi olmayan hayvana heterolog hipertrofik

skar ve keloid implant

2- Hamster yanak posu: Heterolog keloid veya hipertrofik skarin bagisikligin

olmadig1 alana impanti

3- Guinea pig: Kimyasal aracili hasar ile hipertrofik skarlasma veya keloid

indiiksiyonu

4- Tavsan kulagr: Ozel anatomik bolgelerde hipertrofik skarlasma veya keloid

indiiksiyonu
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5- Domuz modelinde derin dermal yaralama ile hipertrofik skarlasma veya

keloid indiiksiyonu

2.4.1. Heterolog Hipertrofik Skar ve Keloidin immunitesi Olmayan
Hayvana Implant

Insan keloid dokusunun atimik fareye implanti yaklasik 20 yil &nce
tariflenmistir. Implante edilen greft(keloid dokusu)in 60 giin sonra hala
yasayabilirligini korudugu ve histolojik karakterini korudugu gosterilmistir. 1990
larin ge¢ donemlerinde ayni sekilde ratlarda bir model tanimlanmistir. Bu modelde
de implantasyondan 12 ay sonra histolojik &zelliklerini korumasina ragmen
prokollajen tip peptid 3 seviyelerinin sadece ilk 6 aydaki cerrahi 6rneklerle ayni
oldugu bulunmustur. 2004 yilinda ise genetik olarak modifiye edilen cildi
insanlastirilmis fare modeli ortaya atilmistir. Bu model biyomiihendislik ile kiiltiire
edilmis cilt esdegerinin nude fare sirtina trasplantasyonu ve rejenerasyonu temeline
baglidir. Son zamanlarda ise tam kalinlikli insan cildinin nude farelerin sirtina
implante edilmesi ile bir model olusturulmustur. 2006 yilinda Yang Y.D. ve
arkadaslar1(48) tarafindan tariflenen bu nude fare sirtinda olusturulan hipertrofik skar
modeli daha sonra 2011 yilinda Wang J.W ve arakadaslar1, 2012 yilinda Momtazi M.
ve arakadaslari(36,37) tarafindan molekiiler ve histolojik incelemeleri igeren
caligmalar 1ile gelistirilmistir. Bu modelde olusan skarin makromorfolojik ve
histolojik 6zellikleri insan hipertrofik skari ile benzer olup ortalama 135 giin devam

etmektedir.

2.4.2 Heterolog Keloid veya Hipertrofik Skarin Bagisikhigin Olmadigi
Alana impantl

Hochman ve arkadaslar1 klinik olarak aktif olan insan keloid dokusunu
hamsterlarin yanak bolgesindeki poslarin subepitelyumuna implate etmislerdir.
Greftlerin 168 giin sonra vaskiilarizasyonunu korudugu goriilmiistiir. Histolojik
incelemelerde vaskiilarizasyon artsi, inflamatuar hiicre infiltrasyonu ve kollajen
depozitlerinin ~ goriilmesi  keloid ve HTS c¢alismalarinda model olarak
kullanilabilecegini 6nermislerdir(40). Bu model atimik fare modelinden daha kolay

olusturulabilir ve daha az maliyetli olarak degerlendirilmistir(38).
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2.4.3 Kimyasal Aracih Hasar ile Hipertrofik Skarlasma veya Keloid
Indiiksiyonu

Aksoy HM.(41) tarafindan tariflenen bu modelde Guinea pigleri
kullanmilmustir. 1 grupta cilt eksizyonu ile birlikte pannikiiliis karnozus eksizyonu
yapilmis ve cilt primer siitiire edilmis. Post-op 3 hafta sonra bu insizyon hattindan
2cm ¢apinda cilt adasi eksize edilerek sekonder iyilesmeye birakilmisitr. 2. Grupta
ise ayni cerrahi islem uygulanmis ancak 3 hafta sonra cilt eksizyonu yapilmadan
derin dermal yanik olusturulmustur. 3. grupta ise bir alandan daire seklinde cilt adas1
cikarilarak bu bolgeye 48 saat araliklar ile komiir katrani stirilmistiir. Olusturulan
modellerin sadece son gruptaki 12 hayvanin 6 tanesinde hipertrofik skar olusumu
izlenmistir(41). Komir katranin toksik ve kanserojenik olmasi bu modelin
dezavantajlaridir. Modelin kabul gormesi i¢in daha c¢ok hipertrofik skar

olusturulmasi ve mortlitenin azaltilmasi onerilmistir.

2.4.4 Ozel Anatomik Bélgelerde Hipertrofik Skarlasma veya Keloid
Indiiksiyonu

Bazi cerrahi islemler sonrasinda tavsanlarin kulaklarinda olusan kabarik
skarlarin aylar boyunca izlenmesi sonucu bu modelin asir1 dermal skarlagsma
calismalarinda kullanilanbilecigini akla getirmistir. Hemen sonrasinda yapilan
deneysel calismada bu modelin insandaki hipertrofik skar ile paralel oldugu ve
hipertrofik skar patofizyolojisinin ve tedavi yontemlerinin arastirilmasinda
kullanilabilecegi kanisina varilmistir(42). Tavsan kulagi modeli hipertrofik skarin
patofizyolojisnin arastirilmasinda ilerlemeler saglasa da modeli olusturmak ig¢in
perikondriumunda alinmasimin gerekliligi ve gecikmis yara iyilsemesinin ardindan
goriilen kabarik skar olusumunda cilt hiicreleri ile birlikte kondrositlerin yer almasi
dezavatajidir. Ayrica insanlarda goriilen hipertrofik skar her zaman kikirdak tizerinde

bulunmamaktadir ve derin dermis hasarinda olusmaktadir(37,38).

2.4.5 Domuz Modelinde Derin Dermal Yaralama ile Hipertrofik
Skarlasma veya Keloid Indiiksiyonu

Koniler epidermal ekleri ve yag doku igeren cilt yapilaridir. Dermal konilerin
tist boliimii kil govdesi, ter kanallar1 ve pliosebaseoz tiniteleri igerir. Alt bolimii ise

ter bezleri, kil follikiillerinin derin kisimlar1 ile yag kubbesini icerir. Koniler ilk kez
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Shoemaker tarafindan yaklagik 100 yil 6nce tanimlanmis ve daha sonra 1953’te
Jackson tarafindan tekrar tariflenmistir. 2001 yilinda ise Matsumura ve
arkadaslar1(43) hipertrofik skar ile konilerin iligkisini gOstermistir. Yapilan bir
calismada konilerin hipertrofik skar gelismesi yoniinden yiiksek riskin oldugu yanak,
boyun, govde Onyiiz, karin, sirt, glutea, ekstremiteler ve kulak heliksi ile lobiiliinde
bulundugu; ancak, skalp, konka, alin, géz kapagi, palmar bolge gibi keloid veya
hipertrofik skarin izlenmedigi veya goriilme oranin diisiik oldugu yerlerde konilerin

olmadig1 goriilmiistiir.

I Koni sirmin

. ’4". .

A Q". )

KN
Y

Periadeneksial

A

dermis

4\

{

2% ’;‘q’v‘v
INENVYYY
Q’

Y
':"Q
LY

AR
A 0"‘0 YA
LYY

7
N

LY
"Q
.‘I‘V
4
Wk

5%
AN
Q,‘

5

!

|
|

Retikiiler
dermis

(AR YES
AN

A
A

A

Degisken
yiksekiktekl yag

kuibbesi

!‘
3

AAXANA
¢’0'0“
3 \‘f"t
A\ ¢
A !

Ny
‘Q' ‘0 ‘0 ‘0 ‘0 ‘,0 ‘Q ‘Q ‘1

AN
23N

A
L

X

'Q{‘Q4
AN

| &5
-
o
-

5

14
{

LAA

s

ler bezi

vy
YA !’0 ¥

Y

WV
VAV

L
A
A
VYWY

‘0

SV
Y
'\
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Konilerin hipodermisle birlesmesi

Konilerin derin kismi

Konilerin ylizeyel kismi

b FEoR——

Sekil 2.10. Cilt greft alinmas1 sonrasinda konilerin tanjansiyel yarada gérniimii

Koniler insan fetusu, fare ve tavsan cildinde yoktur. Ancak, koniler disi
kirmizi Duroc domuz tipinde mecuttur ve bu hayvanlarda insan hipertrofik skarina
benzer skar olusumu tanimlanmistir. 1972 ve 1976 da Silverstein ve arkadaslarinin
yapmis oldugu bir ¢alismada 12 adet kirmizi Duroc domuzunda olusturulan derin
dermal hasar sonucu 12 hayvanda da hipertrofik skar izlenmistir. Bu ¢alismadan 12
yil sonra farkli 2 grup tarafindan bu hayvanlarda insizyondan sonra 5 ay boyunca
hipertrofik skarin olustugu belirtilmistir. Ayn1 sekilde 2003’te Zhu ve arkadaslari(44)
tarafindan bu domuz modelinde cilt konilerinin oldugu ve derin dermal hasar
sonucunda hipertrofik skarlasma gosterilmistir. Bu hayvanlarda goriilen hipertrofik
skarmn insanlardaki ile ayni histolojik 6zelliklere sahip olmasina ragmen bunlarda
kollajen nodiilleri goriilmemistir. Ancak 2004-2005 te Zhu ve arkadaslar1(45) ile
Gallant-Behm(46) ve arkadaglarinin yapmis oldugu molekiiler,
immunohistolokimyasal ve biyokimyasal ¢alismalar sonunda olusturulan hipertrofik
skarin insanlardaki ile benzer oldugu gosterilmis ve daha once izlenmeyen kollajen
nodiillerinin teknik hataya bagli oldugu sonucuna varilmistir. 2006 yilinda da Stewart
ve arkadaslarimin yapmis oldugu ¢alismada da kurmizi duroc domuzlarmda olusan
hipertrofik skarin anjiogenezis ve neovaskiilarizasyon patternin insanlardaki ile ayni
oldugunu gostermesi modelin degerini daha da arttirmistir(47).

Sonug olarak her model avantaj ve dezavantajlar1 géz 6nilinde bulundurularak
caligmanin amacina gore degerlendirilmelidir. Bu ¢alismada amag hipertrofik skarin
olusumu siireci igerisinde makrofaj migrasyon inhibitor faktor ekspresyon

diizeylerinin saptanmast olmasi nedeniyle siirekliligi olan bir model segildi.
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Giliniimiizde planan ¢aligmaya uygun 2 model mevcut olup biri nude fare digeri ise
kirmizi duroc domuz modelidir. Domuz modelinin tercih edilmeme sebebi ise
hayvanlarin biiylik, bakimmin ve kontrol altinda tutmanin zor olmasidir. Secilen
model calisma siirecine uygun, bakim ve kontrolii nispeten daha rahat olan ve

glinlimiizde iizerinde ¢alismalar yapilan en giincel modeldir.
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3.GEREC VE YONTEM
3.1 Deney Hayvanlari
Calisma Eskisehir Osmangazi Unversitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’nun 274-
1/2012 sayili onayi ile 15.03.13 - 31.12.13 tarihleri arasinda Ankara Kobay Deney
Hayvanlari Laboratuar1 San. ve Tic. A.S.’de gergeklestirildi. Calismada 4-6 haftalik,
18-25 gr agirhiginda 30 adet balb-c nu/nu fare kullanildi. Farelerin 5’serli gruplar

halinde 6zel havalandirma sistemine sahip steril IVC kafeslerde bakimi yapildi.

Sekil 3.1. IVC kafesler

3.2. Anestezi ve Cerrahi Oncesi Bakim

Anestezi 40mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar, EWL Eczacibasi Warner
Lambert Ila¢ Sanayi ve Ticaret A.S., Istanbul) ve 5mg/kg Ksilazin (Rompun Bayer
Istanbul) intraperitoneal verilerek saglandi. Anestezi ve Cerrahi islem laminer hava

akiml 6zel kabinlerde uygun sterilizasyon sartlarinda gergeklestirildi.
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Sekil 3.2. Cerrahi islemin gergeklestirildigi laminer hava akimli kabin

3.3. Cilt Greftlerinin Hazirlanmasi

Abdominoplasti operasyonu yapilan hastalardan ¢ikarilan fazla cilt
dokusundan dermatom yardimi ile yaklagik 1.2 mmlik kismi kalinliklr cilt greftleri
alindi. Alinan greftler 2x1.5 cmlik pargalara kesilerek steril nemli gazli beze sarildi

ve +4 derecede muhafaza edildi.

3.4. Eksizyonel Yara Modeli

Ik kez 2006 ta Yang ve arkadaslari(48) tarafindan gelistirilen ve daha sonra
Wang J.F(36) ve Momtazi M.(37) tarafndan desteklenen nude farede deneysel
hipertrofik skar modelinin uygulanmasi planlandi. Deneklerin sirtinda 2x1.5 cmlik
tam kalinlikli cilt eksize edildi. Olusan defekte insan cildinden hazirlanan kismi
kalinlikl1 deri grefti konularak 4-0 ipek ile siitiire edildi. Greft {izerine klorheksidinli

tiil gaz ve basingli pansuman yapildi. Operasyondan 7 giin sonra pansumanlar agildi
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ve skar gelisimi gozlendi.

Sekil 3.3. Insan xenogreftin fare sirtina konulmasi

3.5 Deney Gruplar
Deneyde kullanilan fareler her grupta 5 adet olmak iizere 6 gruba ayrildi.

Kontrol grubu olarak MIF ekspresyon diizeylerinin saptanmasi i¢in insan
abdominoplasti materyalinden alinan cilt biyopsileri, histolojik olarak dermis
kalinliklik Olglim karsilagtirilmasi i¢in fare cildinden alinan biyopsi Ornekleri

kullanilmistir.
Kontrol grubu 1(K1)(n:5):insan cildinden 0.giin alman alinan biyopsi 6rnekleri
Kontrol grubu 2(K2)(n:5): Fare cildinden 0.giin alinan biyopsi 6rnekleri

Grup 1(I)(n:5): Sirtina insan cildi implate edilerek 3 giin yasatilan ve 3. giin cilt

ornekleri alinan nude fare grubu

Grup 2(11)(n:5): Sirtina insan cildi implante edilerek 21 giin yasatilan ve 21. giin cilt

ornekleri alinan nude fare grubu

Grup 3(I1)(n:5): Sirtina insan cildi implate edilerek 60 giin yasatilan ve 60.giin cilt

ornekleri alinan nude fare grubu

Grup 4(1V)(n:5): Sirtina insan cildi implate edilerek 120 giin yasatilan ve 120.giin

cilt ornekleri alinan nude fare grubu

Grup 5(V)(n:5): Sirtina insan cildi implate edilerek 150 giin yasatilan ve 150.giin

cilt 6rnekleri alinan nude fare grubu
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Grup 6(VI)(n:5): Sirtina insan cildi implate edilerek 210 giin yasatilan ve 210.glin

cilt 6rnekleri alinan nude fare grubu
3.6. Sakrifikasyon Yéntemi ve Orneklerin Toplanmasi

I. grupta yer alan 5 adet fare 3.giin, II. grupta yer alan 5 adet fare 21. giin, III.
grupta yer alan 5 adet fare 60.giin, IV. grupta yeralan 5 adet fare 120. giin, V.grupta
yer alan 5 adet fare 150. giin, VI. grupta yer alan 5 adet fare 210.giin kafeslerine eter
emdirilmis pamuk konularak sakrifiye edildi. Farelerin sirt bolgesinde olusan skar
dokusu eksize edilerek 2’ye boéliindii ve bir kismi histojik inceleme icin %10’luk
formaline konuldu; diger kism1 MIF ekspresyonu i¢in 1ml’lik eppendorf tiiplerinde
RNA later soliisyonu i¢ine konuldu. I. grupta yer alan ve 3. giin sakrifiye edilen
farelerden alinan 6rneklerde hipertrofi beklenmedigi i¢in sadece MIF gen ekspresyon

diizeylerine bakilmistir.

3.7 Histolojik Inceleme
Alinan 6rneklerin histolojik incelemeleri Eskisehir Osmangazi Universitesi

Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dali tarafindan gercgeklestirilmistir.

3.7.1 Kesitlerin Alinmasi ve Boyanmasi

Isik mikroskobunda inceleme icin 1 cm® biiytikliigiince kesilen doku parcalari
%10‘luk notral formalinde 72 saat siireyle tespit edildiler. Daha sonra bilinen izleme
yontemlerinden gecirilerek parafin bloklar haline getirildiler. Hazirlanan parafin
bloklardan polilizinli lamlara 4-5 um kalinliginda kesitler alinarak Hemotoksilen-

Eozin ve Mallory-Azan boyamalar1 yapildu.

3.7.2. Histolojik Degerlendirme

Hemotoksilen-Eozin ve Mallory-Azan ile boyanan Kkesitlerin histolojik
degerlendirmesi icin DP 70 dijital kamera ile donatilmis Olympus BX51 151k
mikroskobu (Olympus Corp. Tokyo, Japonya) kullanildi. Hipertrofik skar kalinligs;
H&E boyamalarda epidermal-dermal birleske ile dermal-yag dokusu birleskesi

arasinda kalan, randomize secilmis 5 farkli alanda 5 veya daha fazla lamda
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mikroskop sistemine bagli BAB Bs200Pro Goriintii Isleme ve Analiz Sistemi
kullanilarak degerlendirildi.

3.8. MIF Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi
Deney siiresi sonunda sakrifiye edilen fareleri, sirtinda olusan skar
dokusundan alinan orneklerden MIF ekspreyon diizeyleri Eskisehir Osmangazi

Universitesi Tip Fakiiltesi Genetik Anabilim Dal1 tarafindan ¢alistimistir.

3.8.1 Doku Eldesi (Genetik)

Alman doku 6rnekleri Real-Time PCR ¢alismalari i¢in eppendorf tiip
icerisine alind1 ve tiim dokuyu kaplayacak sekilde 1 ml RNA Later stabilizasyon
soliisyonu ilave edildi. Doku igerisine niifuz etmesini saglamak amaci ile 24 saat oda

1s1sinda bekletildikten sonra, dokular -80°C’de muhafaza edildi.

3.8.2. RNA izolasyonu
1. Skar dokusu Ornekleri , -80°C’den c¢ikartildiktan sonra, oda 1sisinda 10 dak.
¢Oziilmesi beklendi.
2. Dokular RNA later icerisinden ¢ikartilarak Magna Lyser Green Beadslere
aktarild1 ve iizerine 450 pl Tissue Lysis Buffer eklenerek, Magna Lyser (Roche)
cihazinda 6500 rpm’de 50 sn parcalanarak homojenize edildi.
3.Homojenize edilen dokular oda sicakliginda bekletildi.
4.13000 rpm de 2 dk. 4°C’ de santrifiij edildi.
5.Santriflijden sonra, en lst fazda olusan siipernatanin 350 pl’si Manga Pure
Compact numune tiiplerine aktarildi.
6.Magna Pure Compact (Roche) RNA izolasyon kitinin kullanim kilavuzuna uygun
sekilde, Manga Pure Compact ekstraksiyon cihazinda total RNA ekstraksiyonu
gerceklestirildi.

3.8.3 Total RNA Kalitesinin ve Miktarimin Spektrofotometre ve
Bioanalizer Cihaziyla Tayini

Izole edilen RNA lar kalite ve kantite agisindan degerlendirilmek iizere jel
elektroforezi (%1.5 Agaroz ) ile incelendi. Kaliteli total RNA istatistiksel olarak
dogru karsilastirilma yapilmasi i¢in gereklidir. Izole edilen total RNAlarin nanodrop

spektrofotometre cihaziyla 6l¢iimleri yapildi. A260/280 orani 1.8’in altindaki veya
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A260/230 oran1 2.0’ 1n altinda olan Ornekler calismaya dahil edilmedi. Kalite ve
miktart uygun olan 6rneklerde Bioanalizer (Agilent) cihazinda nano 6000 RNA Kiti
(Agilent) kullanilarak fragman analizi yapildi ve RIN (RNA Integrity Number)

degerleri 7-10 arasindakiler mikroarray analizine alindilar.

[FU]

i i
T T T I 1

T
25 200 500 1000 2000 2000 [nt]

Sekil 3.4. Agilent 2100 Bioanalize’ de total RNA elekroforegram goriintiisii

3.8.4. cDNA Sentezi

RNA miktarlar1 totalde 500ng olacak sekilde Rnase free distile su ile
tamamlandi. cDNA sentezi i¢in, asagidaki tabloda gosterildigi gibi toplam hacim 20
pl olacak sekilde reaksiyon karigimi hazirlandi ve ¢cDNA sentez islemi asagidaki

kosullarda gergeklestirildi;

Tablo3.1. cDNA ig¢in kullanilan karisim igerigi

Karisim Miktar(pL)

Oligo-dT Primer 1
Random hexomer 1
RNase free water

RNA 9.4

Toplam 11,4
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Karisim 65 C “de 10 dk termal cyclerda da inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi
hizli bir sekilde buz iizerine alinarak, ayri bir tiipte 8,6 pl revers transkripsiyon

karigimi ile tiim 6rneklere pipetaj yapildi.
3.8.5: Real Time-PCR

Tablo 3.2 RT-PCR i¢in kullanilacak olan karisim igerigi

icerik hacim Son
konsanstrasyon

Transcriptor High fidelity reverse 4 ul

Transcriptase reaction buffer, 1x(8MmMgCly)

5x conc. (vial 2)

Protector Rnase inhibitor, 0.5ul 20U

40 U/pl(vial 3)

Deoxynucleotide Mix, 10Mm 2 ul 1 mM(her biri)

(Vial 4)

DDT (vial 7) lul  5mM

Transcriptor high fidelity Reverse  1.1ul 10U
Transcritase (viall)

Son hacim 20 pl

Toplam 20 pl olacak sekilde 11,4 pl RNA + primer karigimi, 8,4 pl reverse
transkripsiyon karisimu ile birlestirilerek reverse transkripsiyon asagidaki kosullarda
Applied Biosystems- 9700 PCR cihazi kullanilarak gerceklestirildi.

PCR sartlar1 soyle 1di:

55°C ‘de 30 dk ,
85 °C ‘de 5dk (enzim inaktivasyonu )

Yukaridaki reaksiyon sonucunda 20 pul cDNA sentezlendi. cDNA o6rnekleri
daha verimli kullanilmak amaciyla 40 ul’ye sulandirildi (20 pul cDNA +20 pl distile
su =40 pl).

Skar dokusundaki makrofaj inhibitor faktor gen ekspresyonu Real time 480 |

cihazinda incelendi. Insan cildinden alinan biyopsi &rnekleri kontrol olarak
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kullanildi. Caligma kapsaminda GAPDH house-keeping gene ve hedef gen MIF igin

0zgii Roche Real Time Single Assay primer probe seti ile ¢alisildi.

RT-PCR Kosullar::

Probe master mix

10 ul

Real time single assay primer probe 1 ul

cDNA 5 ul
Distile su 4 pl
Toplam: 20 pl

20 ul RT-PCR reaksiyonu Real time 480 | cihazinda

gerceklestirildi:
Programs

Program Mame | preincubation

Cycles 1 Analysis Mode
Target Hold Ramp Rats

(°C) (hh:mm:ss) (*Cis)

o5 00:10:00 4.4

Program Mame  por

Cycles | 45 Analysis Mode
Target Hold Ramp Rats

(°C) {hh:mm:ss) ["Cis)

o5 00:00:10 4.4

80 00:00:30 22

72 00:00:01 4.4

Program Mame | cocling

Cycles 1 Analysis Mode
Target Hold Ramp Rats

("C) {hh:mm:ss) (*Cis)

40 00:00:30 22

Hone
Acquisitions = Sec Target
{per °C) °C)
o

Quantification
Acquisitions = Sec Target
{per °C) °C)
[u}
o
[u}

Hone

Acquisitions = Sec Target
{per °C) °C)
o

Step size
°C)
o

Step size
°C)
[u}
o

8]

Step size
°C}
o

Step Delay
[cycles)
o

Step Delay
(cycles)

Step Delay
[cycles)

Sekil.3.5. real-time PCR kosullari

3.8.6 Verilerin Analizi

asagidaki kosullarda

Acquisition
Mede

Mone

Acquisition
Mode
Mone

Mone

Single

Acquisition
Mede

Mone

MIF gen ekspresyonun kantitatif analizi i¢in amplifikasyon sirasinda

orneklerin Ct degerleri belirlenmis, house-keeping gen GAPDH segilerek 2(-Delta

Delta C(T)) metodu kullanilarak relatif quantifikasyon yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Makroskobik Bulgular

Literatiirde nude fare sirtinda olusturulan HTS modeli ile ilgili yapilan benzer
calismalarda hem kismi hem de tam kalinlikli insan deri grefti kullanilmistir.
Calismamizda 1,2 mmlik kismi kalinlikli deri greftleri kullanilmistir. Deri
greftlerinin fare sirtina tranplantasyonu sonrasinda 7. giin agildiginda greftin
yasadagi ve yumusak oldugu goriildii. 21 glin sonra epidermis ve dermisin {ist
kisimlarinin sertlestigi ve renk degisikligi oldugu goriildii. 2-aylarda transplante
edilen greftin etraftaki normal cilde gore kabarmis oldugu, maksimum kalinhiga

ulastigy, takip eden 5. ve 7. aylarda ise geriledigi gozlendi(sekill7).

O.gun 7.gun 21 gln

2.ay 4.ay 7.3y

Sekil 4.1. Olusan skarlarin makroskobik goriintimleri
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4.2. Histolojik Bulgular

Tiiysiiz farelerin (nude fare) sirt derisinden alinan parca yerine yerlestirilen
insan greftinin 21 giin, 2 ay, 4 ay, 5 ay ve 7 aylik etkilerinin yani sira kontrol grubu
olarak insan ve fare deri Ornekleri 151k mikroskobi diizeyinde incelenmistir.
Calismada fare sirtina implante edilen 3. giine ait ksenogreftte hipertrofi
beklenmedigi igin histolojik inceleme yapilmamustir. Insan ve fare cildinden alinan
biyopsi Orneklerinde keratinizasyon, dermal papilla, diizenli epidermis, dermis
tabakasinda saglikli kollajen lifler, kil kokleri ve ter bezleri gozlenmektedir(Sekil A-
B). 21 giinliik ksenograft skar dokusu incelendiginde hipertrofik skar yapisinin
olusmaya bagsladigi, kil kokii ve yag bezlerinin kayboldugu, dermal papilla
girintilerinin ise azaldig1 gozlenmistir (Sekil C). 2, 4, 5 ve 7 aylik ksenograft
hipertrofik skar dokular1 incelendiginde dermal papillalarinin, kil kdklerinin ve ter,
yag bezi gibi deri eklentilerinin tamamen kayboldugu, skar doku ¢aplarinin zamanla
kiicildigli, epidermis kalinligi ve keratin yapisinin kalinlasma gosterdigi
belirlenmistir. Mallory Azan boyamasinda ise 2, 4, 5 ve 7 aylik gruplarda hipertrofik
skar bolgesindeki kollajen demetlerinin sarmal seklini aldig1 gdzlenmistir.

Deri dl¢timlerine bakildigi zaman ise kontrol fare grubunun dermis ¢apinin
ortalamas1 308.69 pum iken 21 giinlilk ksenograft hipertrofik skar dokusu kalinlig1
1835.219 pum, 2 aylik skar dokusu kalinlig1 1340.12 pum, 4 aylik skar dokusu kalinlig
611.59 um, 5 ayhik skar dokusu kalinligi 349.1494 pm iken 7 aylik gruptaki
ksenograft hipertrofik skar dokusu kalinliginin ortalamasi 266.5317 pm’dir. Bu
degerlere bakildiginda artan siirenin aksine hipertrofik skar dokusunun kalinliginin

azaldig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.2. Hematoksilen-eozin ve Mallory Azan ile boyanmis deri kesitleri. Uygulama
yapilmamus insan (A-1, A-2) ve ¢iplak fare (B-1, B-2) derisi 6rneklerinde dermal papilla girintileri, kil kokii,
ter ve yag bezi gibi deri ekleri gozlenmektedir. 21 giinliik ksenograft hipertrofik skar dokusu grubunda ise skar

olusumu (*) gériilmekte ancak deri eklerinin kayboldugu ve dermal papilla girintilerinin ( —> )
azalmava basladi81 izlenmektedir (C-1. C-2) (x4. x10)
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Sekil 4.3. Hematoksilen-eozin ve Mallory Azan ile boyanmis deri kesitleri. 2 ay
siireyle greft uygulanmis grupta skar bolgesinde (*) dermal papillalar tamamiyle kaybolmus (
— ), epidermis kalinlig1 incelmis, keratin yapis1 azalmistir (D-1, D-2). 4 ve 5 ay siireyle greft
uygulanmis gruplarda skar bolgeleri giderek kiigtilmiis (*), epidermis ve keratin yapisi incelmis,
dermal papillalar g6zlenmemektedir ( —> ) (E-1, E-2; F-1, F-2). 7 ay siireyle greft uygulanmis
grupta ise helazon seklinde kollajen liflerden olugsmus olan skar yapisi ¢ok kiigiik bir alan

kaplamakla beraber (*), dermal papilla g6zlenemektedir (_} ). (G-1, G-2) (x4, x10).
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4.3. MIF mRNA Ekspreyon Diizeyleri

Yapilan calismada MIF’in ekspreyon diizeylerinin kontrol gruuna artis
gosterdigi, gruplarin kendi arasinda ise bifazik salinim paterni gostermistir. 3. giin
mRNA diizeylerinde kontrol grubuna gore minimal artis olurken, 21. giin belirgin bir
artis gozlenmistir. Bu artma 2. ayda tekrar azalma egiliminde iken 4. ayda

maksimum seviye ulasmis takip eden 5. ve 7 ayda ise diisme egilimi gostermistir.

5,72

kontrol 3.gln 21.gln 2.ay 4.y 5.ay 7.ay

e Seri 1

Sekil 4.4. MIF ekspresyon diizeyleri



4.3.1. MIF Gen Amplifikasyon Sonugclari

Target Amplification Curves

—Alhd —AZh2 —A341 —A442 — A543 —AB 44 —AT 4S5 — AB21 AZ 22 —A10:2-3

—A11:2-4 — 212225 —B1: 211 —B221-2 - B3 21-3 —B4 214 —BS 21-5 —B6: 21-6 —B7: 21-7 — B8 341
Bg:3-2 —B10:33 —B11:34 —B123-5 —C1:3-6 —C23-7 C3: 4-1t C4: 4-2t C5 4-5t —CB: 2-2t

—C7: 25 —C8&4-4 —CHk1 —C10k2 —C11k3 —C12k4 —D1:k5 —D2741 —D372 —D47-3
D574 —DE7S5 D751 —D&S5S-2 —D953 —DI0:5-4  DI11:55
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Cycles

4.5. Real-Time PCR’da yapilan gen amplifikasyonunun yazilim goriintiileri
MIF geninin amplifikasyonu
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4.4. Istatik Degerlendirme Sonugclar

Verilen gruplara ait istatistiksel analiz sonuglar1 Minitab 14 paket programi

yardimiyla 0=0.05 anlam seviyesinde hesaplamalar sonucu elde edilmistir
4.4.1. MIF mRNA ekspresyon diizeyleri

Herbir grubun baslangi¢ gen diizey degerlerinin grafikle gosterimi asagida
verilmektedir.

35

30

25

20

15

10

1 2 3 4 5 6 7

=0—kontrol =fll=3.glin =s=21.glin =>¢=2.ay =s=4.ay =—@=—"5.ay 7.ay

Sekil 4.6. Baslangi¢ gen diizeyleri

Gruplarin Ortalama ve Standart Sapmalar:

Her bir gruba ait ortalama ve standart sapma degerleri agagidaki tabloda
verilmektedir.

Tablo 4.1. Ortalama ve standart sapmalar

Grup ORT SS
I. Grup( kontrol

grubu) 1,39 0,84
I1. Grup(3.giin) 1,90 1,29
I11. Grup(21.giin) 4,59 5,28
IV. Grup(2.ay) 2,51 4,26
V. Grup(4.ay) 5,72 7,65
VI. Grup(5.ay) 3,62 4,06

VII. Grup(6.ay) 3,02 1,04
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Ortalama gen salinim dizeyleri

3,02

kontrol 3.gln 21.gln 2.ay 4.ay 5.ay 7.ay

Sekil 4.7.0rtalama Gen diizeyleri

Kontrol grubundaki ortalama gen salinim seviyesinin diger gruplardaki gen
salmim seviyelerine gore diisiik oldugu goriilmektedir. En yiiksek gen salinim
seviyesine V. Grup sahiptir. Bu gruplara ait ortalama gen salimim diizeyleri
arasindaki farkliligin anlamli olup olmadigina bakilmasi gerekmektedir.

Gruplar arasindaki gen salinim diizeylerindeki degisimin anlamli bir degisim
olup olmadigina karar verebilmek igin tek yonlii varyans analizi yapilmasi
gerekmektedir.

Oncelikle herbir grup (I, 1L, I, IV., V. ve VI. Gruplara ait) verisinin
normallik varsayimini saglayip saglamadigina bakmak i¢in Anderson -Darling test
istatistigi hesaplanmis ve buna ait p =0.099 cikmistir. p>o= 0.05 oldugu icin
verilerin normallik varsayimini sagladi goriilmiistiir. Sonrasinda herbir grubun
homojen varyansli olup olmadigina Levene test istatistigi hesaplanarak karar
verilmistir. Levene test istatistigi p=0,354 hesaplanmistir. p>0.05 oldugu ig¢in
gruplarin homojen varyanslt olduklarina karar verilmistir. Normallik varsayimi ve
homojen varyansa sahip olma varsayilarinin saglandig goriildiikten sonra tek yonlii
varyans analizi yapilarak L., I, IIL, IV., V. ve VL. Ve VIL gruplarina ait F test
istatistigi ve buna ait p degeri hesaplanmigtir. Tablo 4.2° de bu gruplara ait

hesaplanan istatistik degeri ve p olasilik degeri verilmektedir. p=0,661> 0,05 oldugu
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icin bu alt1 gruba ait gen salinim diizeylerindeki degisimin istatistiksel olarak anlamli

bir degisim olmadigina karar verilmistir.

Tablo4.2. Tek yonlii varyans analizi sonuglari

Grup F P
LILIILIV,V, 0,688 0,661
VILVII

Belirtilen altt grubun ¢oklu karsilagtirilmasindan sonra sirasiyla ayni
gruplarin ikili karsilastirilmalari yapilmistir. Veriler normal dagilim varsayimin
sagladigi icin ikili karsilastirmalarda Post Hoc ¢oklu karsilastirma testlerinden Tukey
test istatigine iligkin olasilik degerleri hesaplanmustir.



Tablo 4.3. Gruplar arasi ikili karsilastirma sonuglari
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Grup

NOouoph,WNE NOPOWOUNE NOUWNE NOUBRNE NOUUPRWE JSOOUPMWN

Tablo 4.3’deki p olasilik degerleri p>0.05 oldugu goriilmektedir. Bu da

0,998
0,999
0,998
0,536
0,947
0.992
0,998
1,000
1,000
0,781
0,997
1,000
0,999
1,000
1,000
0,758
0,995

1,00
0,998
1,000
1,000
0,797
0,998

1,00

0,536
0,781
0,758
0,797
0,958
0,908

0,947
0,997
0,995
0,998
0,958
1,000

gruplarin ikiserli karsilastirilmalarinda da gen salinim diizeyleri arasindaki degisimin

istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriilmektedir.

Asagida sirastyla I. grubun sirasiysa ILIILIV,V ve VL. grup ile birlikte

grafikleri verilmistir.
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Gen salinim duzeyleri

== kontrol =fll=3.glin

Sekil 4.8. 3. giine ait MIF mRNA ekspresyonunun kontrol grubu ile karsilagtrilmasi

Gen salinim duzeyleri

=¢=—Fkontrol =ll=21.glin

Sekil 4.9. 21. giine ait MIF mRNA ekspresyonunun kontrol grubu ile karsilastriimasi
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Gen salinim duzeyleri
== kontrol =ll=2.ay
10,1
0,86
86
.’—U,JU ‘ ,',,Z
00783 - ,95 1
1 2 3 4 5

Sekil 4.10. 2. aya ait MIF mRNA ekspresyonunun kontrol grubu ile karsilagtrilmasi

Gen salinim duzeyleri

== kontrol =ll=4.ay

Sekil 4.11. 4. aya ait MIF mRNA ekspresyonunun kontrol grubu ile karsilagtrilmasi
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Gen salinim diizeyleri

== kontrol =ll=5.ay

Sekil 4.12. 5.aya ait MIF mRNA ekspresyonunun kontrol grubu ile karsilastrilmasi

Gen salinim duzeyleri

=¢—kontrol =—ll=7.ay

Sekil 4.13. 7.aya ait MIF mRNA ekspresyonunun kontrol grubu ile karsilagtrilmasi



4.4.2. Histolojik Dermal Kalinhk Ol¢iim Analizi
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Her bir grubun sirtinda olusan yara kalinliklarinin birlikte grafikle gésterimi

asagida verilmektedir.

6000

5000 -
=0=7.ay

4000 -

A If* == 5.ay

3000 4.ay
w=fe=2.ay

2000 =fi=21.glin
=¢=kontrol

1000

O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

1234567 8 9101112131415161718192021222324

Sekil 4.14. Farelerin sirtinda olusan skarlarin kalinlik dlgtileri

Gruplarin Ortalama ve Standart Sapmalar:

Her bir gruba ait ortalama ve standart sapma degerleri asagidaki tabloda

verilmektedir.

Tablo4.4. Grup ortalama ve standart sapmalart

Grup ORT SS
Kontrol grubu 308,7 47,37
21 giinliik

grup 1835,2 73,6
2 aylik grup 1310,1 37,0
4 aylik grup 611,6 21,09
5 aylik grup 349,1 49,9
7 aylik grup 266,5 50,6
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ortalama skar kalinliklari

=—@=Seri 1

kontrol 21.gln 2.ay 4.ay 5.ay 7.ay
grubu

Sekil 4.15. Farelerin sirtinda olusan ortalama yara kalinliklar: degisimi

Gruplara gore farelerin sirtinda olusan ortalama yara kalinlik 6l¢iilerine
bakilinca en biiyiik yara kalinligina sahip olan 21 giinliik fare grubudur. 21 giinliik
gruptan sonra ele alinan fare gruplarinda olusan ortalama yara kalinliklarinin azaldigi
goriilmektedir. En diislik ortalama yara kalinligina sahip fare grubu 7 aylik gruptur.

Bu fare gruplarmin sirtinda olusan yara kalinliklarindaki degisimin
istatistiksel olarak anlamli olup olmadigina bakilmasi gerekmektedir. Bunun igin
oncelikle gruplara ait verilerin normallik varsayimimi ve homojen varyans
varsayimini  sagladiklart goriilmiistiir. Gerekli varsayimlar saglandiktan sonra
gruplarin sirtinda olusan yara kalinliklarindaki degisimin anlamli olup olmadigina
bakmak i¢in tek yonlii varyans analizi yapilarak F test istatistigi ve buna ait p olasilik
degeri hesaplanmigtir. Tablo 4.5 te bu gruplarin sirtinda olusan yara kalinliklarinin
anlamli olup olmadigini anlamak i¢in hesaplanan istatistik degeri ve p olasilik degeri

verilmistir.

Tablo 4.5.Tek yonlii varyans analizi sonuglart hesaplanan degerler

Grup F P
Kontrol grubu,
21 glinliik, 2
aylik, 4 aylik, 5 3055,65 0,0001

aylik, 7 ayhk



53

Tek yonlii varsans analizi sonucu elde edilen p=0.0001 < 0,05 oldugu i¢in
fare gruplarimin sirtinda olusan yara kalinliklarindaki farkliligin istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriilmiistiir. Bu farkliligin hangi gruplardan kaynaklandigini ya da
hangi gruplar arasinda anlamli bir degisim oldugunu gdstermek i¢in Post Hoc ¢oklu
karsilastirma testlerinden Tukey test istatistigine iligkin olasilik degerleri

hesaplanmustir.

Tablo 4.6. Gruplar arasi ikili karsilastirma sonuglari

Grup P
21 ginluk grup 0,00
2 aylik grup 0,00
Kontrol Grubu 4 ayhk grup 0,00
6 aylik grup 0,10
7 ayhk grup 0,07
Kontrol grubu 0,00
2 aylik grup 0,00
21 giinlik 4 ayhk grup 0,00
grup
S5aylik grup 0,00
7 aylik grup 0,00
Kontrol grubu 0,00
2 aylik grup 21 giinlik grup 0,00
4 ayhk grup 0,00
5 aylik grup 0,00
7 ayhk grup 0,00
Kontrol grubu 0,00
21 giinlik grup 0,00
4 aylik grup 2 ayhk grup 0,00
5 aylik grup 0,00
7 ayhk grup 0,00
Kontrol grubu 0,11
21 giinlik grup 0,00
5 aylik grup 2 ayhk grup 0,00
4 ayhk grup 0,00
7 ayhk grup 0,00
Kontrol grubu 0,07
21 giinlik grup 0,00
7 aylik grup 2 aylik grup 0,00
4 ayhk grup 0,00

5 aylik grup 0,00
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Tablo 4.6’ da biitiin gruplarin tek tek diger gruplarla olan karsilastirilmalar
sonucu hesaplanan p olasilik degerleri verilmektedir. Oncelikle kontrol grubunun
sirtinda olusan yara kalinlig1 sirasiyla 21 giinliik grup, 2 aylik grup, 4 aylik grup, 5
aylik grup ve 7 aylik gruplarindaki farelerin sirtinda olusan yara kalinliklar ile
karsilastirilmistir. Bu karsilastirilmalarda, kontrol grubundaki farelerin sirtinda
olusan yara kalinliklar1 ile 21 giinliik grup, 2 aylik grup ve 4 aylik gruplarindaki
farelerin sirtinda olusan yara kalinliklar1 arasindaki degisimin istatistiksel olarak
anlamli oldugu ve bunlarin her biri i¢in hesaplanan p= 0.000 < 0,05 oldugu
goriilmektedir. Kontrol grubu sirasiyla 5 aylhk grup ve 7 ayhk grup ile
karsilastirilmistir ve bunlar i¢in hesaplanan olasilik degerleri p= 0,10 ve p= 0.07’ dir.
Bu olasilik degerleri p> 0.05 oldugu icin kontrol grubu ile 5 aylik grup ve kontrol
grubu ile 7 aylik gruplarindaki farelerin sirtinda olusan yara kalinliklari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig1 gortilmiistiir. Benzer sekilde diger
gruplarinda birbirleriyle karsilagtirilmalart Tblo 4.6” da verilmistir ve diger gruplarin
sirtinda olusan yara kalinliklarindaki degisimlerin anlamli oldugu goriilmiistiir p=

0.00 < 0.05.
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5. TARTISMA
Bu c¢aligma hiperrofik skar gelisim siirecinde MIF diizeylerini gosteren ilk

calismadir. Yara iyilesmesinin inflamatuar fazinda etkili oldugu diisiiniilen ve
fibrozis ile iligkili bir¢ok hastalifin patogenezinde temel rolii olan MIF’in
fibroproliferatif hastaliklarin dermal formu olan HTS’da da rolii olabilecegi
distintilmustiir. Yara iyilesmesi siirecinde uzamis inflamatuar cevap fibrozis ile
sonuglanir ve bu cevabin ciltteki karsiligi dermal fibrozis iken akciger, karaciger,
barsaklar ve eklemlerde meydana gelmesi ciddi morbidite ve hatta mortalite ile
sonuglanir(50). Bazi yazarlara gore uzamis inflamatuar cevap fibrozis ve asirt skar
olusumunun en &nemli nedenidir. Inflamasyon ve fibrozis arasindaki bu net iliski
embriyonik ¢aligmalar ile ortaya konmustur(49). Yara iyilesme siirecinde inflamatuar
hiicre gogiiniin olmamasi embriyonun skarsiz iyilesmesini saglamaktadir(49). Buna
karsilik bazi yazarlar ise inflamasyonun fibrotik cevap olusmasinda tek 6nemli
basamak olmadigina inanmaktadirlar ve bu hipotezlerini fibroploratif hastaliklarda
tek basina kullanilan anti-inflamatuar ajanlarin etkili olmamasi1 ancak immunsiipresif
ajanlar ile kombine edildiginde iyi sonug¢ vermesi ile desteklemektedir(20). ilaveten
Gawronska-Kozak ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir ¢alismada nude/nu farelerde
Olusturulan yaralarin insan fetusuna benzer sekilde skarsiz iyilestigini gosterilmis
olup bu olay doku rejenerasyonunda immunojenik cevabin etkili olabilecegini
diisiindiirmiistiir. Bu diisiiceyi destekleyen en 6nemli bulgu ise insan fetusunun 3.
trimestera kadar rejenerasyon kapasitesinin devam etmesi sonrasinda skar olusturma
egiliminin olmasi ve ayn1 donemde olgun T hiicrelerinin belirmesidir(51). Abartili
yara iyilesmesi olarak nitelendirilen hipertrofik skar olusumunun pozitif ve negatif
etkili sitokinler ve ECM sentezi ile yikimi arasindaki dengelerin bozulmasi ile
meydana geldigi diisiilmektedir(29).

Skarsiz iyilesme ve hipertrofik skar olusumu ile ilgili yapilan c¢alismalarda
tizerinde en ¢ok durulan sitokin TGF-f, multifonksiyonel bir protein olup hiicre
biiyiime ve farklilasmasinin diizenlenmesi, normal yara iyilesmesinde ekstraselliiler
matriks tretimi gibi gorevlerde yer alir(57). Bir¢ok hiicre ¢esidi tarafindan
tretilmekte olup fibroblastlar iizerindeki fibrojenik aktivitesinden dolayr doku
fibrozisinde major rol alir(8,57). TGF-B ailesinin alt formu olan TGF-B1’in skar

formasyonundaki 6nemli roliinden yola ¢ikilarak H Washio ve arkadaslarinin(57)
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yapmis olduklar1 ¢alismada olusturulan HTS’da TGF-B1 mRNA ekspresyonun 3.
giin pik yaptig1 ve sonrasinda azaldigi izlenmistir. Ayn1 ¢calismada AP-1 baglanma
noktasina spesifik pirol-imidazol poliamidi kullanilarak TGF-B1 promoter aktivitesi
inhibe edilmistir. Poliamid ile inhibisyonun makroskobik olarak hipertrofik skar
olusumunun hemen hemen tamaminin 6nlendiginin gézlenmesinin yanisira TGF-f1,
CTGF, kollajen tip 1 ve fibronektin mRNA ekspresyon diizeylerinin de belirgin
sekilde inhibe oldugu goriilmistiir(57). Kleemaann ve arkadaglarinin yapmis oldugu
calismada ise MIF JAB-1 araciligi ile AP-1’in, transkripsiyonundan sorumlu oldugu
genlerin ekspresyonunu direk etkiledigi bildirilmistir(58). Hu Xiaolong ve
arkadaglarinin(29) CCN2(CTGF)’in  hipertrofik  skarda  kullandig1  sinyal
mekanizmasi ile ilgili ¢alismada CCN2’nin ERK ve JNK yolaklarini kullandigi,
bunlarin inhibisyonu ile asir1 fibrotik cevabin Onlenebilecegini 6ne slirmiislerdir.
Nitekim yapilan ¢alismalarda MIF’in inflamatuar cevaptaki muhtemel etki
mekanizmas1 ERK ve JNK iizerinden olmaktadir. Leung JCK ve arkadaslarinin(67)
IgA nefritlerinde yaptiklart ¢alismada anti-MIF uygulanan grupta TGF-B1
diizeylerinin diismiis oldugu gorilmiistiir. Glomerulosklerozda TGF-B1 ve MIF
yiiksek diizeyde bulunmasi ve HTS mekanizmasinda {izerinde en ¢ok durulan TGF-
B1, CNN2, kollajen tip 1 molekiillerinin MIF ile ayni sinyal kaskadini kullanarak
fibrotik cevapta etkili olmalari, MIF’in de HTS olusmasinda rol alabilecegi
diistiniilmiistiir(13,52,59).

HTS olusumuda suglanan diger bir mekanizma ise p53 aracili apoptozun
inhibisyonudur. Apoptozun gerceklesmemesi HTS da gozlenen hiperselliliriteye
neden olmasmin yanisira nétrofil ve makrofaj gibi inflamatuar hiicreler ve
fibroblastlardan sitokin saliniminin devam etmesine yol a¢gmakta ve inflamatuar
cevabin uzmasina neden olmaktadir(64). Pro-inflamtuar sitokin olan MIF’in ise
cesitli hiicre tiplerinde (notrofil, makrofaj vb.) p53 aracili apoptozu inhibe ettigi
yapilan c¢aligmalarda gosterilmistir(13,33). Ayrica Kim YJ ve arkadaslarinin(65)
yapmis olduklar1 ¢alismada ise sistemik sklerozlu hastalarin dermal fibroblastarinda
MIF aracilign ile bel-2, ERK ve Akt sinyal yolaklarinin aktive olmasi ile apoptozun
azalmis oldugu ve bu hastalarda goriilen dermal fibrozisin buna bagli olabilecegi
bildirlmistir. Bu da MIF’in bcl-2 yolagini da kullanarak hipertrofik skar gelisim

mekanizmasinda rol oynadigini diisiindiirmektedir.
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HTS olusumunda etkili oldugu diistiniilen diger bir mekanizma ise MMP’ lar
arasindaki dengenin bozulmasidir. MMP-2 yara iyilesmesinin ge¢ doneminde etkili
olmaktadir ve denatiire kollajen yikimini saglarken MMP-9 ise erken donemde etkili
olup natif kollajen tip IV ve V’in yikimindan sorumludur. HTS’larda yapilan
caligmalarda ise MMP-1 ve 9 azaldigi, MMP-2 diizeylerinin artmis oldugudur(5,20).
Buna karsilik skarsiz iyilesme modellerinde MMP 9 ve 13 diizeylerinde erken ve geg
dénemde olmak iizere bimodal artis1 goriilmiistiir(60). Pro-inflamatuar sitokin olan
MIF’in MMP-1, 9, 13’1 aktive etmesinin yanisira romatoid artrit sinovial sivilarinda
MMP-2 diizeylerinin MIF tarafindan arttirildigi gosterilmistir. Skarsiz iyilesmede
MMP- 9 ve 13 diizeylerinin yiiksek olmas1 buna karsilik fibrotik bir molekiil oldugu
diistiniilen MIF’in bu proteinlerin artisin1 tetikleyemesi MIF’in etki mekanizmasi
konusunda celiskili sonuc¢lar dogurmaktadir. Calismamamizda ise MIF ekspresyon
diizeylerindeki artis remodeling fazinda daha belirgindir. Saliniminda MIF’in etkili
oldugu bilinen ve HTS 1n erken doneminde etkili olan ve diisiik diizeyde bulunan
MMP-9 ile korele olarak ¢alismamizin erken déneminde MIF diizeylerinde belirgin
artis izlenmemistir. Ayn sekilde ge¢ donemde artis1 belirgin olan MIF ekspresyon
diizeyleri ile HTS’da artis1 goriilen MMP-2 arasindaki iligkiyi desteklemektedir.

Fibroprolifratif skar olusumunda etkili oldugu diisiiniilen mekanizmalardan
biri de derinin néro-immun-endokrin fizyolojisinin yaralanmaya verdigi cevaptir(54).
Deri periferik duyu sinir sistemi, otonomik sinir sistemi ve santral sinir sistemi ile
iligkilidir(70). Periferik sinirler ve immun sistem arasindaki iliski ndromediatdrler
salan ve onlar spesifik reseptorlerde aktive eden farkl: tiplerdeki kutanéz sinir lifleri
araciligr ile diizenlenmektedir. Deride bu sinir liflerinin baglandigi reseptorleri
bulunduran hedef hiicreler arasinda keratinositler, mast hiicreleri, Langerhans
hiicreleri, mikrovaskiiler endotelyal hiicreler, fibroblastlar ve immun hiicreler yer
almaktadir(68). Bu hiicrelerden salinan néropeptidler duysal sinirlerin aktivasyonuna
neden olur ve bu da norojenik inflamasyon olarak adlandirilir(69). Norojenik
inflamasyonda akson-refleks hipotezine gore dokunun hasarlanmast duyusal sinirler
araciligi ile dorsal kok ganglionlarina ve santral sinir sistemine ulastirilir(70). Santral
sinir sisteminde bu uyar1 hipotalamus/hipofiz aksmi aktive eder ve
adrenokortikotropin hormon(ACTH), melonosit uyarict hormon(MSH), hipofiz
adenilat siklaz aktive edici polipeptid(PACAP) veya MIF salimimini uyarir(54,70).
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Bu noéromediatorlerin etkisi ile salimman norepinefrin ve kortizol lenfositler,
graniilositler ve makrofajlar gibi immun hiicreleri etkilemektedir. Bu immun
hiicrelerden salinan sitokinler, kemokinler ve noropeptidler derinin inflamatuar
cevabini diizenler(70). Derinin bu néro-immun endorkin iligkisinin ortaya ¢ikmasi
son zamanlarda kutandz patolojilerde bu aksinda roliiniin olabilecigini giindeme
getirmistir. Lydaia M. ve arkadaslarinin(54) yapmis oldugu literatiir ¢caligmasinda
yara iyilsemesi siirecinde noronal dengesizligin patolojik skar olusumunda iki tip
sonuca neden olmaktadir; birincisi artmig sinir lifleri, pro-inflamatuar néropeptidler
ve ekstraselliiler matriks ile karakterize olan fibrproliferatif skarlar, ikincisi ise bu
parametrelerin azalmasi ile karakterize olup yanik yaralarinda goriilmektedir. 2004
yilinda Zhi Liang ve arkadaslarinin(72) kirmizi duroc domuzlarinda yapmis olduklari
hipertrofik skar modelinde olusan hipertrofik skarlarda sinir yogunlugun artmis
oldugunu gostermisglerdir ve bu kutanoz sinir sisteminin asir1 skar olusumunda etkili
olabileceginin bir gostergesi olarak kabul edilmistir. Heniiz hipertrofik skar ve
MIF’in nérojenik inflamasyondaki rolii ile ilgili bir ¢alisma olmamasina ragmen
MIF’in multiple skleroz(MS)lu hastlarin aktif MS lezyonlarinda MIF diizeyinin
artmig olmasina ilaveten IL-6, IL-1B, TNF-a ve iNOS sentazin artmis oldugu ve
noroinflamsyonda onemli role sahip bir transkriptor faktorii indiikledigi
goriilmustiir(71). Yukarida da bahsedildigi lizere bu aksta rol alan MIF’in norojenik
inflamasyon yolaginda da direk veya indirekt yolla etkili olabilecegini
diistindiirmektedir.

HTS gelisim mekanizmasinda MIF’in rolii hakkindaki geligkili sonuglar yara
iyilesmesi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda da goriilmiistiir. Zhao ve arkadaslarinin(32)
MIF defektif farelerde olusturduklar1 eksizyonel yara modelinde yara iyilesmesinin
geciktigini ve yine diyabetik ve MIF defekif farelerde olusturulan yaralarin MIF-
emdirilmis jelatin bantlar uygulanmas: ile yara iyilesmesinin hizlandigim
bildirmislerdir. Buna karsilik yapilan bazi ¢alismalarda MIF geninin defektif olmasi
tek basmna insizyonel yara iyilesmesini artirmadigi veya inhibe etmedigi
yoniindedir(62). Bunun olast nedeninin ise yara modellerinin insizyonel veya
eksizyonel oldugudur. Ashcroft /Hardman calisma gruplarinin bu ¢eliskiyi ortadan
kaldirak i¢in yapmis olduklar1 ¢alismada hem insizyonel hem de eksizyonel yara

modelleri kullanilmislardir(35,66). Bu ¢eliskili sonug¢larin kullanilan rekombinant
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MIF ve anti-MIF antikorlarina, yara modeline, verilis sekline, dozuna ve uygulanma
zamant ile ilgili oldugunu bildirmislerdir. Bu sonuglara ragmen teknik degisiklerin
bu kadar farkli sonu¢ vermesi hala bir tartisma konusudur. Bu tartismali sonuglara
ragmen herkes tarafindan kabul goren hipotez MIF’in yara iyilesmesini onemli bir
diizenleyicisi oldugu yara iyilesmesinde etkili olan birgok genin direk ekspresyonunu
etkilemekte ve ilaveten hiicre gogalmasi, farklilagmasi apoptozis mekanizmalarini da
direk etkilemektedir(35).

Calismamizda hipertrofik skar gelisim siirecinde MIF  ekspresyon
diizeylerinin saptanmasi hedeflenmis olup bu amagla daha 6nce Yang ve arkadaglar
tariflenen ve sonrasinda Wang ve arkadaslari(36) ile Momtazi ve arkadaslari(37)
tarafindan detayli bir sekilde calisilan nude fare modelinde olusan hipertrofik skar
modeli kullanilmistir. Bu hayvan modelinin insandaki hipertrofik skar ile benzer
Ozellikleri tagimasi ve uzun siire hipertrofik degisikleri korumasi nedeniyle tercih
edilmistir. Bu konuda yapilan calismalarda transplante edilen ksenogreftler kismi
kalinlikl1 ve tam kalinlikl1 olarak kullanlmistir. Calismamiz 6nesinde yaptigimiz pilot
calismada 0,4mm’lik, 1,2mm’lik kismi kalinlikli ve tam kalinlikli deri greftlerinin
adaptasyonu ve takiplerinde HTS gelisme potansiyali 1,2 mm’lik kismi kalinlikli deri
grefti kullanilan grupta daha belirgin olmasi lizerine ¢alismamizda 1,2 mm’lik kismi
kalinlikli deri grefti kullanilmistir. Olusan skarlar histolojik inceleme ile
gosterilmistir. Literatiirde yaymlanan benzer ¢alismalarda nude fareninin derisi temel
almarak HTS karsilastirilmasi yapilmistir(36,37). Bu calismalar referans alinarak
histolojik inceleme i¢in kontrol grubu nude fare cildinden alinan 6rneklerin dermis
kalinlig1 kullanilmistir. Calismamizda makroskobik ve histolojik olarak ksenogreftin
etraf normal deriden daha yiiksek oldugu gorilmiistir. Nitekim yapilan
karsilastirmada literatlir ile uyumlu olarak skar kalinliginda artis gozlemistir ve
skarin 7 ay boyunca kalict oldugu goriilmiistiir. 7. ayda ise skarin iyice azaldigi
gozlenmistir. Bu bulgu Yang ve arkadaslarinin(48) 2006 yilinda tarifledikleri nude
fare hipertrofik skar modeli ile benzerdir. Onlarin yapmis olduklari ¢calismada olusan
hipertrofik skarlarin 6. ayda yumusadigi, skar dokusun azaldig1 ve diizensiz kollajen
yapisinin  kaybolmaya basladigi goriilmiistiir. Benzer degisikler Wang ve
arkadaglarinin(36) yapmis oldugu c¢alismada da gosterilmistir. 21. giindeki histolojik

degisikler bu ksenogreftin fare sirtina adapte oldugu, greftin yasadiginin ve
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hipertrofinin yeni yeni basladiginin gostergesidir. 21. giine ait bulgular arasindaki kil
kokii ve yag bezlerinin kayboldugu, dermal papilla girintilerinin ise azalmast bunun
kanitidir.

Histolojik olarak hipertrofi ile uyumlu oldugu goriilen bu skarlardan MIF
ekspresyon diizeylerine bakilmistir. MIF ve asirt skar olusumu ile ilgili bulunan tek
calisma Ong ve arkadaslarina ait olup MIF diizeylerinin keloidlerde normal cilde
gore daha yiiksek oranda oldugunu gosteren g¢alismadir(56). Calismamizda da MIF
ekspresyon diizeyleri hipertrofik skar gelisimi siirecinde kontrol grubu olarak
kullanilan normal cilde gore yiiksek bulunmustur. 3. giinde belirgin artis olmamakla
birlikte 21. giinde bu artis nerdeyse 3 kat olmustur ve 2. ayda ise kontrol grubuna
gore yliksek olmasina ragmen artista azalma goriiliirken 4. ayda maksimuma ulagmas,
5. ve 7. aylarda diisme egiliminde olup salinim diizeyleri arasinda belirgin fark
gozlenmemistir. Caligmamizda gozlenen bu bifazik salinim paterni R. Abe ve
arkadaglarinin(11) yaptiklari yara iyilesmesi ile ilgili ¢alismada iyilesmenin erken
déneminde gozlenmislerdir. Yaralanmadan 1 saat sonra MIF mRNA ekspresyonu
artmaya basladigi ve 3. saatte maksimuma ulastigi; 6. saatte hizlica diistiigi,
ardindan MIF ekspresyonun 24. saatte tekrar artmaya bagladigi ve 48. saatte tekrar
distigii gortilmiistiir. MIF’in bu ¢an egrisi seklinde salinimi onun karakteristik
Ozelliklerinden biri olup diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarinin hiicresel olaylarda
birbirinden farkli diizenleyici etkisi olabilecegini diisiindiirmistir(30).  Ancak
calismamizda gozlenen bu artiglar yapilan istatiksel degerlendirmede anlamli
bulunmamistir. Calismada HTS’deki MIF diizeyleri ile kontrol grubu olarak
kullanilan normal derinin MIF degerleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
olmamasi1 gruplardaki denek hayvan sayisimin azhigina bagli olabilecegi
diisiiniilmiistiir. Ilaveten anlamli diizeyde olmayan bu artisin ayn1 zamanda MIF’in
HTS olusumunu diisiik diizeylerde tetikleyebilecegini de diisiindiirmiistiir. Nitekim
yapilan calismalarda MIF’in asir1 ekspresyonun proinflamatuar 6zelligini inhibe
ettigi iddia edilmistir(30).

Giliniimiize kadar HTS’a ait kollajen, fibroblast ve biiylime faktorleri
hakkinda bir¢ok ¢alisma yapilmis olmasina ragmen hala patofizyolojisi tam olarak
anlasilamamistir ve bu nedenle de tam bir tedavisi bulunamamistir(55). Gauglitz ve

arkadasglarmin 2009 yilinda yayimnladiklari ¢alismada HTS’larin cerrahi sonrasi
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goriilme insidansi %40 ile70 arasinda iken bu oran yanik travmalarinda %91 olarak
belirtilmistir(5). Lawarence ve arkadaslarmin(63) 2012 yilinda yayinlamis oldugu
calismada ise yanik travmalarinda bu oran %32-71 arasinda degismektedir. insidansi
bu kadar yiiksek olan fibroproliferatif skarlarin agri, kasinti, iilserasyon, eklemlerde
fonksiyon kayb1 gibi fiziksel etkilerinin yanisira boyutlarina bakilmaksizin hastalar
tizerinde Onemli estetik, sosyal ve psikolojik etkileri olmaktadir(54). Bu nedenle
etkin bir tedavi bulma veya onleme amagli yapilan caligmalar devam etmektedir.
Molekiiler ve genetik alanda teknolojik gelismelere ragmen hipertrofik skarin
insanlara 6zgli olmasi ve uzun siirede meydana gelmesi altta yatan mekanizmay1
¢ozmeyi zorlastirmaktadir. Bu amagla giiniimiize kadar birgok hayvan modeli
tanimlanmis, hiicre kiiltiiri ortamlarinda Ozellikle fibroblastalarin davranislari
arastirilmis, bircok biiyilime faktorii ve sitokinlerin etkileri ortaya konmustur.

Yukarida da bahsedildigi gibi giiniimiize kadar tanimlanan olas1 hipertrofik
skar gelisim mekanizmalarinin hepsinde MIF bir sekilde yer almaktadir. T.
Shimizu’nun(53) yapmis oldugu calismada trombin ve FXa nin insan dermal
endotelal hiicrelerinde MIF in ekspresyonunu indiikledigini gostermislerdir. Bu da
MIF in trombin ve FXa araciligi ile inflamatuar fazda rol oynadigini
diistindiirmektedir. Chesney ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada ise MIF’in
anjiogenezi indiikledigi ve VEGF ekspresyonunu arttirdigini gostermiglerdir. Bu
sonuglar ele alindiginda MIF in yara iyilesmesinin anahtar rolii olan
neovaskiilarizasyon ve graniilasyon dokusunun olugmasinda rol aldigimm
diistindiirmektedir. Bunlara ilaveten p53 inhibisyonu ile hiicre apoptozunu inhibe
etmesi, Th 2 cevabin tetiklemesi ile immunolojik cevapta rol almasi(52), TNF-a
artis1 ile birlikte inflamatuar cevabi siddetlendirmektedir. ilaveten embriyonik
donemde skarsiz iyilesmeden skar olusturarak iyilesme donemine gegis zamani
MIF’in eksprese edilmeye basladigi zamanla aynmi olmasi sadece bir tesadiif
olmadigini gostermektedir(34). Yara iyilesmesinin tiim fazlarinda etkili olan MIF’in
hipertrofik skarda da anahtar role sahip olabilecegini diigiindiirmektedir. Fibrozis ile
seyreden ARDS, glomeruloskleroz, sistemik skleroz, ateroskleroz da MIF’in 6nemli
role sahip oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir(30, 53, 73).

Calismamizda olusturulan HTS 6rneklerinde MIF diizeylerinin artmis olmasi

MIF’in HTS gelisiminde rolii olabilecegini desteklemektedir. Ancak yukarida da
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bahsedildigi tlizere MIF bir¢ok mekanizmayr etkilemektedir. Fibrotik cevabi
indiikledigini gosteren ¢aligmalarin yani sira tam tersi eksikliginde yara iyilesmesini
geciktirdigini gosteren bulgular da mevcuttur. Bu zit sonuglar MIF’in diisik ve
yiiksek konstrasyondaki etkinliginin farkli oldugunu desteklemektedir. Nitekim
calismamizda da MIF diizeylerinde sistematik bir artis veya azalma yerine bifazik
arttg goriilmistir. MIF’in asir1 ekspresyonu JAB-1 aracili AP-1 kompleksini
destabilize ederek proinflamatuar etkisini inhibe ettigi diistiniilmektedir(30). Bu da
calismamizda MIF diizeylerinin erken donemde diisiik olmasi ile MIF’in inflamatuar
cevapta etkili oldugunu desteklemektedir. Ge¢ donemdeki MIF artislarinin ise bu
donemde artis1 ile HTS’da etkili olan MMP-2 ile korele oldugu diisiilmektedir.
Sonug olarak MIF’in HTS’1n biitiin donemlerini etkiledigi ve HTS da anahtar role

sahip oldugu diistiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER
Calismamiz hipertrofik skar ve MIF iligkisini gosteren ilk ve 6n calisma

niteligindedir. Caligmada olusturulan HTS dokularinda MIF ekspresyonunda bifazik
art1s oldugu bunun literatiir ile uyumlu oldugu goriilmiistiir. Yapilan diger calismalar
ile karsilastirmalar temel alindiginda ise MIF’in HTS olusumunda anahtar role sahip
oludugunu diistindiirmiistiir. Ancak giinlimiize kadar agiklanan tiim hipertrofik skar
mekanizmalarinda yer alan ve yara iyilesmesinde anahtar role sahip olan MIF’in
hipertrofik skardaki gercek rolii hakkinda daha detayli calismalar yapilmasi
gerekmektedir. Boylelikle MIF’in hangi konsantrasyonda hangi mekanizma

tizerinden etkili oldugunu bulunarak HTS tedavisi veya dnlenmesi saglanabilir.
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