T.C.
CUKUROVA UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
PLASTIK REKONSTRUKTIF
VE ESTETiK CERRAHI
ANABILIM DALI

TAVSAN KULAGI MODELINDE MULTi TARGET
TIROZIN KiNAZ iNHIBITORU REGORAFENIB'IN
HIiPERTROFIK SKAR UZERINE ETKIiSI

Dr. Ozgiin ilke KARAGOZ CEYLAN

UZMANLIK TEZi

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Erol KESIKTAS

ADANA - 2022



CUKUROVA UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI
PLASTIK REKONSTRUKTIF
VE ESTETiK CERRAHI
ANABILIM DALI

TAVSAN KULAGI MODELINDE MULTI TARGET
TIiROZIN KiNAZ iNHIiBITORU REGORAFENIB'IN
HiPERTROFIK SKAR UZERINE ETKIiSI

Dr. Ozgiin ilke KARAGOZ CEYLAN

UZMANLIK TEZi

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Erol KESIKTAS

Bu tez, Cukurova Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Fonu tarafindan

TTU-2021-14324 no’lu proje olarak desteklenmistir.

ADANA - 2022



TESEKKUR

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Plastik Rekonstriiktif ve Estetik Cerrahi
Anabilim Dali’nda yapmis oldugum asistanlik egitimim boyunca kendisinden gerek
mesleki gerek insani olarak ¢ok sey O0grendigim, her zaman o6rnek alacagim sonsuz
saygl duydugum degerli hocam ve tez damigmanim Sayin Prof. Dr. Erol KESIKTAS a
siikranlarim1 sunarim.

Yine bu siirecte birlikte ¢alisma sansina eristigim; emegini ve hosgoriisiinii hi¢gbir
zaman esirgemeyen, Ust diizey bilgi ve deneyimlerini paylasarak mesleki gelisimime
¢ok biiyiik katkilari olan Sayin Prof. Dr. Metin YAVUZ’a sonsuz tesekkiir ederim.

Asistanlik egitimim boyunca cerrahi disiplini ve cerrahi 6zgiiveni asilayan, her
tirlii destegi sunan, zamanin1 ve emegini esirgemeyen, her zaman arkamizda duran
Dog. Dr. Eyiiphan GENCEL’e, Dog. Dr. Cengiz ESER’e, Dr. Ogretim Uyesi ibrahim
TABAKAN’a ve Dr. Ogretim Uyesi Omer KOKACYA’ya sonsuz tesekkiir ederim.

Birlikte caligmaktan keyif aldigim beraber yol aldigimiz arastirma gorevlisi
arkadaslarima ve tiim diger personel arkadaslarima tesekkiir ederim.

Tezimin fikir asamasinda ve var olmasinda biiyiik katkis1 olan, mesleki bilgisini
ve destegini esirgemeyen Prof. Dr. Oguz KARA’ya sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tezimin deneysel asamasinda histopatolojik ve elektron mikroskobik incelemeleri
titizlikle yapan, hem mesleki olarak hem de arkadasliklariyla bana destek olan Dr.
Ogretim Uyesi Yurdun KUYUCU ve Ars. Gr. Dilek SAKER e sonsuz tesekkiir ederim.

Hayvan temini, bakimi, deney asamasindaki yardimlari icin SABIDAM ekibine
tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca her zaman yanimda olan, beni bu giinlere getiren sevgili
anneme ve babama ayrica beni hep destekleyen seven, sayan, her an benimle olan
sevgili esim Cem’e sonsuz tesekkiir ederim.

Dr. Ilke Karagoz



ICINDEKILER

TESEKKUR......cciuitititetetetetesesesesesesesesesesesssesssesesssesesesesesesesssesssssesesssesesesesssssesssssesssssesens 1|
ICINDEKILER .....coctitititetctetete ettt ettt ettt ettt bttt sttt ettt tssesssesesesesnns Il
SEKILLER DIZINT ..ottt Vi
TABLOLAR DIZINT ...t VII
KISALTMALAR LISTESI ..ottt VI
OZET .ottt X
F AN S I 2 ¥ ST Xl
LUGIRIS et e et r e 1
2. GENEL BILGILER ..ottt 3
0 R I ' 1 Lo RSP 3
2.2. Deri Anatomisi V& FIZYOIOJIST ........ccuiiiiiiiiiiiie it 5
2.3, Yara IYIl@SMESi.......cvcvivireriieiecie ettt 7
2.3.1. INflamasyon FaZ1 ..........ccccceuireveiiiiieiie et 7

2.3. 1.1 HEBMOSTAZ ...ttt 8
2.3.1.2. INfIAMASYON ..vvevevieecvereieicetcte ettt 8
2.3.1.2.1. NOOTIICT....veeee e 9
2.3.1.2.2. MaKIOTajIar.........c.coveiiiiece e 9
2.3.1.2.3. LENTOSIHIEN ... 10

2.3.2. Proliferasyon fazi.........ccocovoiiiiiiiiiiii e 11
2.3.2.1. FIDrobIastlar.........cccooeiieie e 11
2.3.2.2. KEratiNOSILIEE ..ottt 12
2.3.2.3. Endotel hiicreleri ve ANjiOgeNez.........cccovvevuiiviiieiiiiiiieiiseseeesee s 12
2.3.2.4. EKStraselliler MAtris ........cccuveeiiiiieeiiiiiie e siiie e e snee e e ssinne e e e inre e e e snraee e 13
2.3.2.5. Graniilasyon DOKUSU........c.cooieiiiiiiiiiieee s 14

2.3.3. Olgunlasma Fazi ve Yeniden Sekillendirme ............cccccoevviniiiiiiiiinnienneenne 14

2.4, PAtOIOJIK SKAI ......ooiiiiiiiciie st 15
2.4.1. HIPertrofik SKar........c.cooviiieiieie et 17
2.4.2. KEIOH ... 23

2.5. Hipertrofik Skar ve Keloid Tedavi Protokolleri...........cccooeieiiiiiiniicieen, 26



2.5. 1. Cerrahi TOAAVI «...coeeeeee e 27

2.5.2. intralezyonel Kortikosteroid EnjekSiyonu..........cccevveevevceeisierericeeiescnesnnnns 27
2.5.3. Silikon Jel Uygulamast.......cucoiuiiiiiieiiiiieiiiie s 28
2.5.4. BaSING TEAAVIST ...uvviiiiiiiieeiiiiie e et e et e e st e e e s e e e e sirr e e e e snae e e e e enees 29
2.5.5. RAAYOTEIADI. .....eiviiiieiieiee et 29
2.5.6. LazZer TEAAVIST ....ccveiviieiiiiiiicice e 30
T B 1) V(0] (=] - o | USROS PSRRI 30
2.5.8. Interferon Tedavisi (IFN) .......cccceereveeeeeesee ettt 31
2.5.9. IMiqUIMOd TedAVISi.....c.cevireireiieereiceeieecie ettt 31
2.5.10. RetiNOIK ASIt TEUAVIST .......evieiirieeiiiiieiscniee e 31
2.5.11. 5-FIorourasil (5-FU) ....cccciiiiiiie e 32
2.5.12. Diger Tedaviler.......cccviiiiiiiiiieiie et 32
2.6. Bu Calismada Kullanilan Medikal Ajanlar...........coccoeveriieiiiniiciieenesee e 33
2.6.1. REQOIAFENID ..o.viiiiicieie e 33
2.6.1.1. Etki MeKaniZmast ..........ccccueiiiiieiiiieiiie e 34
2.6.1.2. Farmakokinetik ve ElIMINasSyONnU .........ccccceieeiieieiiee i 34
2.6.1.3. PreKINIK VeI . ....ociiiiiiciiiiceee e 35
2.6.1.4. KIINIK VEIT oot 35
2.6.1.5. TOKSISItE ANANIZI ....c.oviiiiiiiiieecce e 36
2.6.1.5.1. Dermatolojik TOKSISITE.......cccveiviiieiieeie e 36
2.6.1.5.2. Hipertansiyon, Kardiyak Iskemi, Infarkt ..........c.cccocovviiiirriiniennn. 37
2.6.1.5.3. HepatOtOKSISITE .......cviiiiiiiieiiieeee e 37
2.6.1.5.4. Gastrointestinal Perforasyon ve Fistlil ..........cccooeviiiiiiiniiiiniennn, 37
2.6.1.5.5. HEMOIAJi...cuviiiieiiiicit e 37
2.6.1.5.6. Embriyo-Fetal TOKSITE .......ccovviiiieiieiiecie e 38

2.6.2. Triamsinolon ASELONI ........ccooviiiiiiiice e 38
3. GEREC VE YONTEM .....coceiieieieieieetetee e te e ettt ettt seaesens 39
3.1, Cerrahi YONEOIM .. ceeutiiiiiieiie ittt st e e 40
3.2, CaliSmMa GIUPIATT ...coviiiiieiii e 43
3.3. Elektron Mikroskobik YONtemler ..........cccocoveriiiiiiiiiiiien e 44
3.4. Isik Mikroskobik YONtemMIer..........ceeiiiuiiiieiiiiii e 46
3.5. Skar Elevasyon Indeksi (SEL) .......coeeuiiiiiieeieieeeeee et 46



3.6. Immiinohistokimyasal YONtEmIEr ............ccceveverieereiireriseeesiee e, 47

3.7. Immiinohistokimyasal Skorlama YOntemi............cccoveuevrvererreererceenseereseeeennen, 48

R IR T (L5 Tc) B )L 15 49
A, BULGULAR. ..ottt ettt sttt sne st senennas 50
4.1, KIINIK BUIQUIAL ... 50
4.2. Histopatolojik BUIQUIAK............ccooiiiiiiie s 51
4.2.1. Skar Elevasyon Indeksi (SEI).......ccceceseeeesieeeeeeee e, 51
4.2.1.1. SNAM GIUDU ...t 52
4.2.1.2. KONEIOI GIUDU ..o 54
4.2.1.3. Triamsinolon ASetonid GrubU .........ccccevveiiiieiiieniie e 55
4.2.1.4. Regorafenih Grubu .......ccccceooi i 57

4.2.2. Elektron Mikroskobik Bulgular.............c.cocoieiiic e 59
4.2.2.1. SNAM GIUDU ..ovvieiiice e e 59
4.2.2.2. KONEIOI GIUDU .. .coiiiiiiiieciieie et 61
4.2.2.3. Triamsinolon ASetonid GrUDU .........cccooeriiiiiiiinieieiese e 63
4.2.2.4. Regorafenih Grubu ...........c.oovoiiiiiiec e 65

4.3. immiinohistokimyasal BUIGUIAT ...............ccccevviieviveriiieiieeere e 67
4.3.1. SNAM GIUDU ..o 68
4.3.2. KONTIOI GIUDU ... 70
4.3.3. Triamsinolon ASetonid GrUDU .........ccoieiiiiiinisieiee e 71
4.3.4. Regorafenib GrubU .........cccoooiiiiii e 73

4.4. immiinohistokimyasal SKOTIAMA..............cccecerrvierirereiieieeeeie e 74
4.4.1. VEGF Immiinreaktivitesi Istatistiksel ANaliZi ...........cccoevvvrvrvreeireneiseeeenns 74
4.4.2. a-SMA Immiinreaktivitesi Istatistiksel ANAlZi.........c.cococeeveveeeeeeeseeenae, 75

5. TARTISMA ..ottt n e ee et e e 77
6. SONUC VE ONERILER .......c..ooooeiieieeeeeeeeee e es e eeeseee e ee e 94
T KAYNAKLAR et e e e e e e e e e e s rr e e e e anneeas 96



Sekil No
Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.
Sekil 6.
Sekil 7.
Sekil 8.
Sekil 9.

Sekil 10.
Sekil 11.
Sekil 12.
Sekil 13.
Sekil 14.
Sekil 15.
Sekil 16.
Sekil 17.
Sekil 18.
Sekil 19.
Sekil 20.
Sekil 21.
Sekil 22.
Sekil 23.
Sekil 24.
Sekil 25.
Sekil 26.
Sekil 27.
Sekil 28.
Sekil 29.
Sekil 30.
Sekil 31.
Sekil 32.
Sekil 33.
Sekil 34.
Sekil 35.
Sekil 36.
Sekil 37.
Sekil 38.
Sekil 39.
Sekil 40.
Sekil 41.
Sekil 42.
Sekil 43.
Sekil 44.
Sekil 45.
Sekil 46.
Sekil 47.

SEKILLER DiZINi

Sayfa No

Smith PAPIFTISTE ..o 3
YOrUDA NEYKEIT ... 4
Derinin Katmanlary .............cccocoiiiiiiiiii 5
Patolojik skar 6rnekleri A)Hipertrofik skar B)Keloid ...............c.ccooeiiniiniiiiinicne 16
Regorafenib (BAY 73-4506, Stivarga®).............cccocereiiiirieiiiieieseseese et 33
Regorafenib’in etki mekanizmasi (Goel, 2018)...........cccccooiiiiiiiiiiine e 34
Triamsinolon Asetonid (Kenakort-A Retard 40 mg ampul, Deva®).............ccccooeveienennnn 38
Kullanilan deney hayvam (Yeni Zelanda tavs§ant) ..............cococoviiiiiiiiiiiiiin e 39
Ketamin hidrokloriir (Ketasol®, Richter Pharma ag), Ksilazin hidrokloriir

(Xylazinbio®, BIOVEta).............cccuoiiiiiiiiiiiiie e 41
Operasyon éncesi tavsan kulagimin goriiniimii..................cccooeviiiinni e 41
Kullanilan cerrahi malzemeler ...............c.cooiiiiiiiiiiiiiiii e 42
Defektlerin oluSturtuIMASI..........coccviiiiiiiiiiiiii e sae e b e 42
16. giin hipertrofik skar olusumunun g6zZIenmesi ................ccccceeiieiiiiiiiincne e, 43
Skar elevasyon indeksinin hesaplanmasi ...............ccccoooiiiiiiiii 47
Kontrol grubu 44, Glin .............ccooiiiiiii 50
Triamsinolon asetonid grubu 44. Gl ............ccooceiiiiiiiiiii e 51
Regorafenib grubu 44. GiiN..............cccoooiiiiii 51
Sham grubu 151k mikroskobik goriiniimii (H&E). ..........c.cocooiiiiiiiiiinicceen 53
Sham grubu 151k mikroskobik goriinimii (MT)...........ccoooiiiiiiiiiiiieeee e 53
Kontrol grubu 151k mikroskobik goriiniimii (H&E). ............c.cocooiiiiiiiinii e 54
Kontrol grubu 151k mikroskobik goriiniimii (MT) ...........cccoooviiiiiiiiii e 55
Triamsinolon Asetonid uygulanan grubun 151k mikroskobik goriiniimii (H&E). ............... 56
Triamsinolon Asetonid uygulanan grubun 151k mikroskobik goriiniimii (MT)................... 57
Regorafenib uygulanan grubun 151k mikroskobik goriiniimii (H&E)..............ccccoooinennn. 58
Regorafenib uygulanan grubun 151k mikroskobik goriiniimi................ccccooiiiiiniiiinnnn 58
Sham grubu elektron mikroskobik goriintimii. ..............c.ccoooeiiiiiiiiiiiie, 60
Sham grubu elektron mikroskobik goriintimii...............c.ccoooeiiiiiiiiiiiie, 60
Kontrol grubu elektron mikroskobik goriiniimil. .................cccocoiiiiiiiii 62
Kontrol grubu elektron mikroskobik goriiniimil. .................cccoooviiiiiii 62
Kontrol grubu elektron mikroskobik goriiniimii.................ccoooviiiiii 63
Triamsinolon Asetonid uygulanan grubun elektron mikroskobik goriiniimii .................... 64
Triamsinolon Asetonid uygulanan grubun elektron mikroskobik goriiniimii .................... 64
Regorafenib uygulanan grubun elektron mikroskobik goriiniimii. ..................occoooein 65
Regorafenib uygulanan grubun elektron mikroskobik goriiniimil. .................ccoccoviienens 66
Regorafenib uygulanan grubun elektron mikroskobik goriiniimil. .................ccoccoviiennens 66
VEGF immiinoreaktivitesi. ...............cccocoiiiiiiii 67
0-SMA immiinoreaktivitesi. ... 68
Sham grubunda VEGF immiinoreaktivitesi...............c.cccocconiiniiniiiiiee, 69
Sham grubunda a-SMA immiinoreaktivitesi. ..............c.coooviiiiiinin e 69
Kontrol grubunda VEGF immiinoreaktivitesi. .................c.ccoooiii 70
Kontrol grubunda a-SMA immiinoreaktivitesi................cccoooniniini e 71
Triamsinolon Asetonid uygulanan grupta VEGF immiinreaktivitesi. ...................ccc.c.c..... 72
Triamsinolon Asetonid uygulanan grupta a-SMA immiinreaktivitesi................................ 72
Regorafenib uygulanan grupta VEGF immiinoreaktivitesi....................c.oco 73
Regorafenib uygulanan grupta a-SMA immiinoreaktivitesi................ccccocceviiiniiiiiinninns 74
VEGF i¢in immiinohistokimyasal skorlama. ... 75
o-SMA icin immiinohistokimyasal skorlama. ...................cc.coiii 76

\



TABLOLAR DiZIiNi

Tablo No Sayfa No
Tablo 1. Isik mikroskobik doku taKip iSIemi ............ccooiiiiiiiiiiiiiiicee s 46
Tablo 2. Semikantitatif kollajen yogunlugu skorlamasi ................cccccvviiiiininiininiees 47
Tablo 3. Skar elevasyon indekslerinin gruplara gore karsilastirilmasi.............cocoocoovvennncnnnnnenn, 52
Tablo 4. Kollajen yogunlugunun gruplara gore Karsilagtirtlmast .............ccoceoeivenniniensncnenenens 59

Vil



ul

5-FU
ACE-I
ARB
CORRECT

CTGF
DPPIV
ECM
EGF
eNOS
FAF
FAP-q,
FDA
FGFR
GIST
GM-CSF
H&E
HCC
HGF
HIF1l-a
IFN
IGF-1
IL
iNOS
kg
KGF
MCP-1
mg

ml
MMP
MT
NO
NOS
PDGFR
PF4
PKB
PNL
SDF-1

KISALTMALAR LISTESI

Mikrolitre

5—Florourasil

Anjiotensin Déniistiiriicii Enzim Inhibitorii
Anjiotensin Reseptor Blokdrii

Daha Once Tedavi Gormiis Metastatik Kolorektal Karsinomda Regorafenib
Monoterapisi
Bag Dokusu Biiylime Faktorii

Dipeptidil Peptidaz IV

Ekstraseliiler Matris

Epidermal Biiylime Faktorii
Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz
Fibroblast Aktivator Faktor

Fibroblast Aktivasyon Proteini Alfa
Gida ve Ilag Dairesi

Fibroblast Biiylime Faktorii Reseptorii
Gastrointestinal Stromal Timori
Graniilosit-Makrofaj Koloni Stimiilan Faktor
Hematoksilen-Eozin

Hepatoseliiler Karsinom

Hepatosit Biiyiime Faktori

Hipoksi Ile indiiklenebilir Faktér 1-Alfa
Interferon

Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1
Interlokin

Indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz
Kilogram

Keratinosit Bilylime Faktorii

Monosit Kemoatraktan Protein-1
Miligram

Mililitre

Matris Metalloproteinaz

Masson Trikrom

Nitrik Oksit

Nitrik Oksit Sentaz

Trombosit Kaynakl1 Biiylime Faktorii Reseptorii
Platelet Faktor 4

Protein Kinaz B

Polimorfoniikleer Lokosit

Stromal Hiicre Kaynakli Faktor-1

VIl



SEi
TGF-p
TIMPs
TNF-a
VEGFR
a-SMA

Skar Elevasyon Indeksi

Transforme Edici Biiylime Faktorii-Beta
Metalloproteinaz Doku Inhibitorleri

Timor Nekroz Faktor-Alfa

Vaskiiler Endotelyal Biiyliime Faktorii Reseptorii
Alfa Diiz Kas Aktin



OZET

Tavsan Kulagi Modelinde Multi Target Tirozin Kinaz Inhibitorii Regorafenib'in
Hipertrofik Skar Uzerine Etkisi

Giris ve Amac: Hipertrofik skar, yara iyilesmesindeki anormal yanit sonucu
ortaya cikan, kisileri fonksiyonel ve kozmetik agidan olumsuz etkileyebilen asir1 iz
gelisimi ile karakterize bir durumdur. Cerrahi eksizyon, steroid enjeksiyonu,
radyoterapi, lazerler ve basi tedavisi gibi bir¢ok tedavi yontemi mevcut olmakla birlikte
bu yontemler her zaman tatmin edici sonu¢ saglamaz. Hipertrofik skar olusumunu
onlemek ve tedavi etmek i¢in alternatif tedavilerin arastirilmasina ihtiyag vardir.
Regorafenib; anjiojenik, stromal, onkojenik reseptor tirozin kinazi hedefleyen g¢oklu
tirozin kinaz inhibitoriidiir. Metastatik kolorektal kanserde, hepatoseliiler karsinomda ve
gastrointestinal stromal tiimdérde kullanilmaktadir. Asir1 yara iyilesme siirecindeki
mikrogevre ile timor mikrogevresi benzerlik gosterdiginden bu ¢alismada
Regorafenib’in hipertrofik skar lizerindeki etkisini arastirmak amaglanmistir.

Gereg ve Yontem: Agirliklari 2000-2600 gr olan Yeni Zelanda tipi 16 adet erkek
tavsan; sham grubu, kontrol grubu, Regorafenib grubu ve intralezyonel Triamsinolon
asetonid grubu olmak iizere 4 gruba ayrildi. Sham grubuna hig¢bir islem yapilmadi.
Diger gruplarda her bir tavsan kulaginin ventraldeki kilsiz yiizeyine steril kosullarda
birbirlerine esit aralikli 4 adet 6mm capli sirkiiler eksizyonel yaralar olusturularak
hipertrofik skar modeli tasarlandi. 16. giinde epitelizasyon tamamlandi, hipertrofik skar
formasyonlart gézlendi. Sham grubundaki tavsanlara herhangi bir tedavi uygulanmadi.
Kontrol grubunda hipertrofik skarlar tedavisiz takip edildi. Regorafenib grubuna 21 giin
boyunca Regorafenib 10 mg/kg dozunda oral yolla verildi. Triamsinolon asetonid
grubuna intralezyonel Triamsinolon asetonid enjeksiyonu uygulandi. Tedaviler
baslandiktan 4 hafta sonra hipertrofik skarlar ve skarlardaki gerilemeler Kklinik olarak,
elektron mikroskobisi ile ve 151k mikroskobisi ile incelendi. Skar elevasyon indeksi,
kollajenizasyon ve immiinohistokimyasal olarak vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
(VEGF) ve alfa- diiz kas aktin (a-SMA) diizeyleri degerlendirildi.

Bulgular: Makroskobik bakida hipertrofik skarlarin tedavisiz takip edildigi
kontrol grubunda skarlar palpasyonla sert, ciltten kabarik nodiiler sekilde ve hiperemik
gozlendi. Triamsinolon asetonid ve Regorafenib grubundaki skarlarin palpasyonla daha
yumusak, diiz ve renginin daha soluk oldugu goriildi. Histopatolojik olarak skar
elevasyon indeksi ve kollajenizasyon Regorafenib ve Triamsinolon asetonid gruplarinda
kontrol grubuna gore anlamli dlglide diisiik bulundu. VEGF ekspresyonu Triamsinolon
asetonid ve Regorafenib gruplarinda sham grubuna benzer sekilde kontrol grubuna gore
anlamli 6l¢iide diisik bulundu. a-SMA  ekspresyonu Regorafenib grubunda,
Triamsinolon asetonid ve kontrol grplarna gore anlamli dlglide diisiik bulunurken,
hicbir cerrahi islem ve tedavi uygulanmayan sham grubuyla aralarinda anlamli fark
olmadig1 gozlendi.



Sonug¢: Tavsan kulagi hipertrofik skar modelinde Regorafenib’in Triamsinolon
asetonide benzer sekilde hipertrofik skar lizerinde iyilestirici etkisi oldugu goriilmiistiir
ve bu iyilesme histopatolojik olarak da desteklenmistir. Skar elevasyon indeksi,
kollajenizasyon ve VEGF diizeylerinde Triamsinolon asetonid ve Regorafenib gruplar1
arasinda anlamh fark goriilmemistir ve her iki grupta da kontrol grubuna gore anlamli
Olgiide diisiis gozlenmistir. a-SMA diizeyi Regorafenib grubunda kontrol ve
Triamsinolon asetonid gruplarina gére anlamli olarak daha diisiik bulunmustur. Bu
bulgular Regorafenib’in hipertrofik skar tedavisinde yeni bir modalite olabilecegini
gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Hipertrofik skar, Regorafenib, Triamsinolon asetonid.
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ABSTRACT

Effect Of Multi Target Tyrosine Kinase Inhibitor Regorafenib On Hypertrophic
Scar Model In The Rabbit Ear

Introduction and Aim: Hypertrophic scar is a condition that occurs on the skin
as a result of an abnormal response in wound healing and is characterized by the
development of excessive scars that can negatively affect people functionally and
cosmetically. Although there are many treatment methods such as surgical excision,
steroid injection, radiotherapy, lasers and pressure therapy, these methods do not always
provide satisfactory results. There is a need to search alternative treatments to prevent
and treat hypertrophic scar. Regorafenib is a multiple tyrosine kinase inhibitor targeting
angiogenic, stromal, oncogenic receptor tyrosine kinase. It is used in metastatic
colorectal cancer, hepatocellular carcinoma and gastrointestinal stromal tumor. In this
study, it was aimed to observe the effect of Regorafenib on hypertrophic scar, since the
microenvironment in the excessive wound healing process and the tumor
microenvironment are similar.

Materials and methods: 16 New Zealand type male rabbits weighing 2000-2600
g; were divided into 4 groups as sham group, control group, Regorafenib group and
intralesional Triamcinolone acetonide group. No action was taken on the sham group. In
other groups, a hypertrophic scar model was designed by creating 4 equally spaced
circular excisional wounds of 6 mm diameter on the ventral hairless surface of each
rabbit ear under sterile conditions. On the 16th day, epithelialization was completed and
hypertrophic scar formations were observed. Rabbits in the sham group did not receive
any treatment. In the control group, hypertrophic scars were followed without treatment.
Regorafenib was given orally to the regorafenib group at a dose of 10 mg/kg for 21
days. Intralesional injection of Triamcinolone acetonide was applied to the
Triamcinolone acetonide group. 4 weeks after the treatment was started, hypertrophic
scars and regression of the scars were examined clinically, by electron microscopy and
light microscopy. Scar elevation index, collagenization, and immunohistochemically
vascular endothelial growth factor (VEGF) and alpha-smooth muscle actin (a-SMA)
levels were evaluated.

Results: In macroscopic examination, in the control group, in which hypertrophic
scars were followed without treatment, the scars were hard, nodular and hyperemic on
palpation. The scars in the Triamcinolone acetonide and Regorafenib groups were found
to be softer, flatter and paler in color. Histopathologically, scar elevation index and
collagenization were found to be significantly lower in Regorafenib and Triamcinolone
acetonide groups compared to the control group. VEGF expression was found to be
significantly lower in the Triamcinolone acetonide and Regorafenib groups, similar to
the sham group, compared to the control group. While a-SMA expression was found to
be significantly lower in the Regorafenib group compared to the Triamcinolone
acetonide and control groups, there was no significant difference between the sham
group, which did not undergo any surgical procedure or treatment.

Xl



Conclusion: In the rabbit ear hypertrophic scar model, Regorafenib was found to
improve scar appearance similar to Triamcinolone acetonide, and this improvement is
also supported histopathologically. There was no significant difference in the scar
elevation index, collagenization and VEGF levels between the Triamcinolone acetonide
and Regorafenib groups, and a significant decrease was observed in both groups
compared to the control group. The a-SMA level was found to be significantly lower in
the Regorafenib group than in the control and Triamcinolone acetonide groups. These
findings suggest that Regorafenib may be a new modality in the treatment of
hypertrophic scars.

Keywords: Hypertrophic scar, Regorafenib, Triamcinolone acetonide
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1.GIRIS

Yara iyilesmesi, bir organ ya da dokudaki hasarlanmanin onarimi ve yeniden
diizenlenmesidir. Dermis hasar1 sonucu fizyolojik yara iyilesmesinin abartili
sonuclanmasiyla asir1 skar gelisimi meydana gelir. Dermal yaralanmanin ardindan
olusan hipertrofik skar insanlart olumsuz etkileyen 6nemli bir klinik problemdir.
Hipertrofik skar; cerrahi, travmatik yaralanmalar veya yaniklardan sonra gelisebilir ve
etkilenen bireylerde fonksiyonel, psikolojik ve estetik acidan olumsuz sonuglara neden
olabilir. Hipertrofik skar gelisen hastalarda depresyon ve anskiyete gibi psikolojik
problemlere siklikla rastlanabilmektedir. Aynm1 zamanda hipertrofik skar agri, kasinti
gibi yakinmalara ve kontraktiir olusumu gibi fonksiyonel kisitliliklara sebep olarak
yasam kalitesini olumsuz etkilemektedir.

Asirt skar olusumunun klinik olarak goriilen iki farkli tiirii; hipertrofik skar ve
keloidlerdir. Hipertrofik skar fibroproliferatif bir bozukluk olup, klinikte ciltten kabarik,
kizarik, kasmtili ve agrili lezyonlar ile karakterizedir. Eklem bolgelerini de igine
aldiginda kontraktiirlere neden olmaktadir. Hipertrofik skar icin cerrahi eksizyon,
intralezyonel steroid enjeksiyonu, basi uygulamasi ve lazerleri igeren bir¢ok tedavi
modalitesi bulunmaktadir. Ancak bu tedavi yontemleri asirt skar olusumunu onlemede
ve saglikli cilt dokusunun olusumunda tam olarak yeterli degildir. Hipertrofik skar ve
keloidin eksizyonu sonrasinda siklikla rekiirrens goriilmektedir. Bu nedenle uygulamasi
kolay, agrisiz ve etkili alternatif tedavi yontemlerinin arastirilmasina ihtiyag vardir.t

Regorafenib, onkogenezde, timdr anjiyogenezinde ve timdr mikrogevresinin
modiilasyonunda rol alan ¢oklu protein kinazlarin aktivitesini bloke ettigi gosterilen bir
oral ¢coklu kinaz inhibitériidiir. Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii reseptorii (VEGFR)
ve tirozin kinaz, timor anjiyogenezinde dnemli roller oynar. Oral multikinaz inhibitorii
olan Regorafenib, biyokimyasal ve hiicresel kinaz fosforilasyon yollarinda endotel
hiicre kinazlarin1 gii¢lii bir sekilde inhibe eder. Ayrica, Regorafenib diger anjiyogenik
kinazlar1 (VEGFR1-3, trombosit kaynakli biiyime faktorii reseptoric (PDGFR),
fibroblast biiytime faktorii reseptorii (FGFR)-1) ve mutant onkojenik kinazlar KIT, RET
ve B-RAF'1 inhibe etmektedir. Regorafenib daha once anti-VEGF veya anti-epidermal

biiyiime faktorii (EGF) tedavisi ile veya bu kemoterapi olmadan standart kemoterapi ile



tedavi edilmis metastatik kolorektal kanserler i¢in kurtarma tedavisi olarak Eyliil 2012
tarihinde, Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmlstlr.2 Metastatik
kolorektal kanserinde, hepatoseliiler karsinomda ve gastrointestinal stromal tiimorde
oral multikinaz inhibitorii olarak kullamlmaktadir.®

Kanser hastalarinda genel sagkalimi azaltan ve ila¢ direncini artiran timor
mikrogevresinin olusumunda yer alan anahtar sinyal molekiilleri, doku rejenerasyonu ve
yara yOnetiminde de yer almaktadir. Yayinlanmig veriler, timdr ve yara iyilesmesi
siirecindeki mikrogevreler arasinda dikkate deger benzerlikler gostermektedir.*

Asirt yara iyilesme siirecindeki mikrogevre ile timor mikrogevresi benzer
oldugundan ¢alismamizda Regorafenib’in hipertrofik skar iizerindeki etkisini deneysel

olarak arastirmak amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Bilinen en eski tibbi dokiiman, 1862'de arkeolog Edwin Smith tarafindan Teb
sehrinde bulunan cerrahi papiriistiir. M.O. 1700°1ii yillarda yazilmis olan bu papiriiste,
48 cerrahi vaka, batil inanglar yerine gozlem ve mantiksal ¢ikarimlara dayanarak
tanimlanmistir. Smith papiriisii 45. vakada ‘gdgsiindeki genis, yayilan ve sert siglik’

olarak, yazili tarihte ilk kez patolojik skar tariflenmistir.” (Sekil 1)

Sekil 1. Smith papiriisii

Bat1 Nijerya'daki antik Yoruba halkinin M.S. 10. ylizyilda keloidlere ¢ok sayida
ornekleri mevcuttur. Yorubalilar, yiizlerinde keloidal formlar olusturarak bunu

ritiiellestirmisler ve ayrica bunu heykel sanatlarinda kullanmuslardir.® (Sekil 2.)



Sekil 2. Yoruba heykeli

Homeros Ilyada eserinde (M.O 1000) 147 tane yarayr tanimlamistir. Yaralilar
cadirda, hikayeler esliginde sarap icerek, ke¢i peyniri ve arpa yiyerek ve giizel kadinlar
tarafindan yaralar1 sicak su ile yikanarak tedavi edilmistir. Ancak yaralilarin %77,6’s1
lmiistiir. Oliimlerin muhtemel nedeninin kanama oldugu diisiiniilmektedir.”

Hipokrat (M.O 460-370) yaralarin kuru tutulmas: gerektiginden bahsetmis, kuru
ve temiz pansuman yapilmasinim, immobilizasyonun, cerrahin el temizliginin dnemini
belirtmistir.® Ambroise Pare (1510-1590) orduya cerrah olarak girdigi donemde bir¢ok
askeri yumurta kabugu, giil yag1 ve recine ile hazirladigi pansuman ile tedavi etmistir.>®

Rudolph  Wirchow (1821-1902) mikroskop ile incelemesi esnasinda yara
tyilesmesinde hiicresel olaylarin ve 6zellikle fibroblastlarin etkili rol oynadigini ortaya
cikarmigtir. 1910 yilinda Nobel &diillii Alexis Carrel yaptigi hayvan g¢aligmalarina
dayanarak yara iyilesmesini sessiz, graniilamatdz reaksiyon, epidermalizasyon ve
skatrisyel olmak tizere dort evrede degerlendirmistir.10

1806'da Alibert, Yunanca ‘chele’ den tiiretilmis ve ‘yenge¢ pengesi’ anlamina
gelen ‘cheloide’ terimini kullanmustir.™*? Keloidin pence Qibi uzantilar1 ve yengeg
benzeri yanal hareketlerle karakterize biiylimesi yenge¢ pencesine benzetilebilir.
Alibert’ in dermatolojik metninin 1825 yilinda yayimlanan ikinci baskisinda ‘Les
cancroides o kelloides’ bashkli bir bolim a¢ilmis ve giliniimiiz terminolojisini
olusturmustur.™

Cosman 1961°de keloidlerin ilk sistemik incelemesinde keloidin goriiniimii,
ozellikleri ve tedavisini dokiimante etmistir."* 1962 yilinda Mancini ve ve 1970 yilinda

Peacock patolojik skarlari, keloid ve hipertrofik skar olarak 2 ayr1 baslikta



simiflandirmistir. Buna gore her ikisi de ciltten kabariktir; fakat hipertrofik skarlar yara
siirindan tagsmazken keloidler yara sinirindan disari tasmaktadir.”>'®

Ozetle ilk yara ve yara tedavileri 5000 yil énce tariflenmistir. O zamandan bu
yana yara bakimi nesilden nesile aktarilmistir. Son yiizyil i¢inde teknolojik gelismelerle
birlikte yara iyilesmesinde ve yara bakiminda da ilerlemeler olmaktadir. flerlemenin
gelecekte de devam etmesini saglamak ve yeni tedavilere yon vermek igin yara

tedavisinde tiim basari ve basarisizliklart ile tarihsel yonleri bilmek dnemlidir.'’

2.2. Deri Anatomisi ve Fizyolojisi

Deri, ektodermal kaynakli epidermis ve mezodermal kaynakli dermisten olusan
viicudun en biiyiik organidir. Duyu cisimcikleri, ter bezleri, yag bezleri ve kil kokleri
gibi 6zel yapilar bulundurur. Deri, duyu organi olmasinin yani sira; viicudu mekanik,
kimyasal, 1s1, 151k ve osmotik etkilerden korur, viicut sicakligini dengelemeye yardimci
olur, D vitamini sentezler ve ¢esitli maddelerin viicuttan atilmasini saglar. Deri,
epidermis, dermis ve hipodermis olmak iizere ii¢ tabakadan meydana gelmektedir.'®

(Sekil 3)
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Sekil 3. Derinin katmanlari®®

Epidermis, en dis tabakadir ve keratinize ¢ok katli yass1 epitelden olusur. Damar

yapisi igermez, bu nedenle dermisten difiizyon ile beslenmektedir. Epidermisin, en alt



tabakasindaki dermis ile komsu olan hiicreleri canlidir, yiizeyel tabakalara dogru bu
hiicreler sekil degistirir ve canliligini yitirir. Epidermis, 5 tabakadan olusmaktadir.

Bunlar derinden yiizeyele dogru;

1. Stratum bazale

2. Stratum spinozum

3. Stratum graniilozum
4. Stratum lucidum

5. Stratum korneum’dur.

Epidermisin en diginda yassi, ¢ekirdeksiz, keratinden zengin ‘stratum korneum’
tabakasi vardir. Bu hiicreler keratini salgiladiktan sonra boynuzsu hiicrelere doniisiirler
ve ylizeyden dokiilmeye baslarlar. Stratum korneum tabakasinin altinda bulunan
‘stratum lusidum’ tabakasi ayak tabani ve avug ici derisinin epidermisinde yer alir.
Bunun altindaki ‘stratum graniilozum’ tabakasi, sitoplazmalarinda keratohyalin bulunan
hiicrelerden olusur. Ayrica lipit iceren ve hiicreler arasi boslukta bariyer gorevi yapan
graniiller bulundurur. D vitamini sentezi bu tabakada gergeklesmektedir. Stratum
granillozumun altinda ‘stratum spinozum’ tabakasi bulunur. Bu tabakadaki hiicreler
poligonaldir ve sitoplazmalar1 tonofibrillerle doludur. Siirtiinme ile baskiya kars1 direng
olustururlar. Bu yilizden ayak tabaninda daha fazla miktarda bulunur. En alt tabaka
epidermisin en derin tabakasi olan ‘stratum bazale’dir. Bu tabaka yogun mitotik
aktiviteye sahip olup epidermisin siirekli yenilenmesinden sorumludur. Epidermis,
lokalizasyon ve yasa bagli olarak degismekle beraber her 15-20 giinde bir
yenilenmektedir. Spinozum ve bazale tabakalari hiicre liretiminden sorumludur, ayrica
bu tabakalarda melanin iireterek deriye rengini veren melanositler ve immiinolojik
savunmada gorev alan dendritik hiicreler bulunur.'®?

Dermis, bazal membran ile epidermisten ayrilan, derinin mezenkimal bilesenidir.
Dermiste fibroblastlar, mast hiicreleri, histiositler, monositler, lenfositler ve Langerhans
hiicreleri bulunur. Cok kuvvetli bir gerilme giicii olan kollajen dermisin ana
komponentini olusturur. Elastin ise hacim olarak daha az yer tutar.”* Dermis; papiller ve
retikiiler dermis olarak adlandirilan yapisal olarak farkli iki tabakadan olusur. Cilt
yiizeyine daha yakin konumlanan papiller tabaka iist kisimda beslenme ve innervasyon
icin gerekli sinir uglarin1 ve mikrovaskiiler damarlar1 igerir. Papiller dermis, daha

yiiksek hiicre yogunlugu, daha yiiksek proteoglikan icerigi ve kollajen liflerinin daha



zayif hizalanmasi ile retikiiler dermisten farklidir. Diizensiz bir polar yapiya sahiptir.
Yogunlugu retiikiiler dermise dogru azalir. Retikiiler dermis vaskiiler pleksus ve rete
subpapillalar1 icerir.?? Elastik lifler ve diiz kas hiicrelerinden zengin, bol miktarda yag
ve ter bezleri, kil kokleri, duyu cisimcikleri ve serbest sinir sonlanmalari bulundurur.?
Ekstraseliiler matrisi (ECM) daha belirgin bir yapidadir. Kollajen demetleri, elastin ile
birlikte diizenli bir ag olusturan yogun lifler halinde diizenlenir. Yaslanma ile papiller
dermisin hacmi azalir, incelir ve yavag yavas retikiiler dermis ile degis‘[irilir.22

Hipodermis, bag dokusundan olusur. Biinyesinden yag dokusu, sinirler ve deri alt1

kaslar1 bulundurur.?

2.3. Yara lyilesmesi

Yara, herhangi bir nedenle doku biitlinliigiiniin bozulmasi1 olarak tanimlanir.
Kutan6z yaralanma kisiyi enfeksiyon, s1vi kaybi1 ve elektrolit dengesizligi gibi patolojik
durumlara kars1 savunmasiz hale getirebilir. Bu nedenle viicudun yaralanma sonrasinda
fizyolojik bir yanit olarak baslattig1 yara iyilesme siireci kritik dneme sahiptir.23

Yara iyilesme siireci inflamasyon fazi, proliferasyon fazi, matiirasyon ve
remodeling fazi olarak fazlara ayrilmistir fakat bu asamalarin higbiri kesin olarak
tanimlanmis bir zaman dilimine karsilik gelmez ve tiim asamalar birbiriyle belli bir
dereceye kadar oriigiir. >

Kutanoz iyilesme yapisal ve islevsel olarak normal deriye benzeyen ancak tam

olarak ayn1 olmayan skar dokusu ile sonuglanir.?*

2.3.1. inflamasyon Faz1

Inflamasyon faz1 yaralanma olustuktan sonra akut dénemde hemostaz ile baslar ve
normal kosullarda 48-72 saat siirer. Inflamasyon; 1s1 artisi, eritem, ddem ve agn ile
karakterizedir. Bu fazin temel hiicreleri trombositler, notrofiller ve makrofajlardir. Aktif
kanamanin durdurulmasi, ortamda bulunan o6lii dokularin, bakterilerin ve yabanci

cisimlerin uzaklastirilmasi hedeflenir.®



2.3.1.1. Hemostaz

Epidermis ve dermis biitiinligli bozuldugunda, travma sonrast damar riiptiirii
nedeni ile gerceklesen ilk olay kanamadir. Viicudun hasarlanmadan hemen sonra yaptigi
ilk eylem kanama kontrolii olur. Endotel hasarini takiben vazokonstriikksiyon
gerceklesir, endotel ve yakindaki plateletler koagiilasyon kaskadinin intrinsik kismini
aktive eder.”® Trombosit tikag meydana gelir. Bu olay primer hemostaz olarak
isimlendirilir. Trombosit stimiilasyonunun amplifikasyonu prokoagiilan aktiviteye,
trombin olusumuna, ardindan piht1 retraksiyonu ile stabil bir trombosit fibrin tikaci
olusumuna yol agar. Koagiilasyon sistemiyle meydana gelen bu siire¢ de sekonder

27
hemostazdir.

2.3.1.2. Inflamasyon

Endotel hiicrelerinin hasariyla vaskiiler gegirgenligi artiran sitokinler salinir.
Koagiilasyon  kaskadinin  baglatilmast ve trombositlerin  degraniilasyonuyla
trombositlerden platelet kaynakli biiyiime faktorii (PDGF), insiilin benzeri biiyiime
faktori-1 (IGF-1), epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve transforme edici biiylime
faktorii-p (TGF-P) gibi sitokinler ve biiyiime faktorleri salinir. Bu sitokinler ve biiyiime
faktorleri, sadece hemostaz i¢in degil, yara iyilesmesinin diger asamalar1 icin de
snemlidir.?®

Hemostazla olusan fibrin pihti ayn1 zamanda hiicre ¢ogalmasi ve gogiinii uyaran
gecici bir hiicre dis1 matris olusturur. Notrofiller, monositler, fibroblastlar gibi hiicreler
icin skafold gorevi goriir. Yetersiz pihtt olusumu veya fibrin matrisin ¢ikarilmasi
kemotaksisin ve inflamatuar bolgedeki hiicrelerin yapismasinin azalmasina bagl olarak
yara iyilesmesini bozar.?"%

Bu siire¢ icinde kompleman kaskad: baslatilir. Kompleman sistemi karacigerde
tretilen ve hiicrelerarast bosluga sizan inaktif proteinlerden olusur. Patojen
mikroorganizma varliginda aktiflesen bu proteinlerden C3a ve C5a hem vazodilatasyon
yapar hem de dolasimdaki inflamatuar hiicrelerin diapedez (ekstravazasyon) ile yara

bolgesine gelmesini saglar. Aktif kompleman sistemi patojen hiicrenin fagosite



edilmesinde rol alir, ayrica fagositoz mekanizmasindan bagimsiz olarak bu hiicreleri

Sldiirebilir. Bu sayede patojenlerin kolonizasyonu engellenir.®

2.3.1.2.1. Notrofiller

Piht1 olusur olusmaz iiretilen hiicresel sinyallerle notrofil tepkisi baslar. Travma
sonrast ilk iki giin predominat hiicre polimorfoniikleer 16kositlerdir (PNL). Inflamatuar
mediyatorler biriktikge, Interlokin-1 (IL-1), tiimor nekroz faktor-alfa (TNF-a),
transforme edici biliyiime faktorii-beta (TGF-p), platelet faktor 4 (PF4) ve bakteriyel

31,32 .. .
Mast hiicrelerinden ortama salinan

tirlinlerle notrofiller hasarli alana cekilir.
histamin ve hiicre zarinda hasar olusmasi halinde tiim hiicrelerin zarinda tretilebilen
l6kotrien C4, lokotrien D4 ve prostaglandinler vazodilatasyonu baslatir. Kininler ve
pihtilasma proteinlerinden trombin, kapiler permeabiliteyi arttirir.®® Nétrofillerin yara
bolgesine girmesiyle, bakterileri ve cansiz dokular1 sindirecek olan kostik proteolitik
enzimler salinir. Notrofil, tercih edilen hedefe gore birkag farkli proteaz tipine sahiptir.
Ornegin elastaz gibi serin proteazlarin genis bir dzgiilliigii varken; ¢inko iyonu igeren
metalloproteinaz 6zellikle kollajeni sindirir. Hasarlanmamis dokudaki matris, proteaz
inhibitorleri ile korunur. Notrofiller ayrica reaktif serbest oksijen radikalleri ile
kontamine yarayi sterilize etmeye yardimci olabilir.** Nétrofiller kisa siire sonra yerini
makrofajlara birakir. Notrofiller yara iyilesmesi icin sart degildir. Enfeksiyonu
azaltmalarina karsin, yokluklar1 yara iyilesmesinin biitiinsel ilerlemesini durdurmaz.
Bununla birlikte yara yerinde uzun silire kalmalar1 akut yaralarin kronik yaraya

35,36

doniisiimiine neden olur. Yara iyilesmesini olumsuz yonde etkiler, normal dokularda

da tahribata neden olur, serbest oksijen radikallerinin salinimiyla oksidatif stres yaratir.

Doku hasari ve iyilesmede gecikmeye yol agar.*

2.3.1.2.2. Makrofajlar

Uciincii giinden itibaren makrofajlar predominat hiicre haline gelir. Dolasimdaki
monositler; fibronektin, elastin, C3a, C5a, trombin gibi kemoatraktan maddeler ve
PDGF, TGF-a, VEGF, IGF-1, TGF-B, monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) gibi

biliylime faktorleriyle yaraya cekilir.¥” Yaralanma bolgesine ulagan monositler, monosit



kemoatraktan protein 1 (MCP-1) aracilig1 ile dokuya girerek yaralanmadan yaklasik 48-
96 saat sonra makrofajlari olusturur. inflamatuar hiicrelerin aktivasyonu &zellikle
makrofajlar i¢in kritiktir. Aktif bir makrofaj ise proliferatif faza ge¢is i¢in onemlidir.
Aktive edilmis makrofaj vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), fibroblast
biiyltime faktorii (FGF) ve TNF-a sentezleyerek anjiogeneze aracilik eder. TGF-3, EGF,
PDGF, IL-1 ve TNF-a sentezleyerek fibroplaziye aracilik eder. FGF-2, TGF-$ ve IGF
iireterek fibroblastlar1 kollajen yapimi i¢in uyarir. TGF-B tireterek fibroblastlarin
miyofibroblastlara déniisiimiinii saglar. Indiiklenebilir nitrik oksit sentazin (iNOS) IL-1,
IL-6 ve TNF-a tarafindan aktivasyonu ile nitrik oksit (NO) sentezler.?*® Makrofajlar
myeloperoksidaza sahip degildir ancak NO iireterek patojenleri Oldiirmeye devam
ederler. Peroksit iyonu oksijen radikalleri ile reaksiyona girerek daha toksik
peroksinitrit ve hidroksil radikalleri verir.*°

Makrofajlar, notrofillerin aksine yara iyilesmesi i¢in esansiyeldir ve yoklugu yara
iyilesmesini bozar. Makrofajlarin  yaraya gelmemesi durumunda graniilasyon
dokusunun olusumu, anjiogenez, kollajen sentezi, biliylime faktorlerinin salinimi,

miyofibroblast doniisiimii olumsuz etkilenir ve yara kapanmasi gecikir.40

2.3.1.2.3. Lenfositler

Yaralanmanin ardindan son olarak lenfositler interlokin-1 (IL-1) araciligi ile
yaralanma bolgesine gelir ve yaklasik 7. giinde pik yaparlar. Yara iyilesmesinin
baslamasi icin lenfositler gerekli degildir, ancak doku onariminin normal bir sonucu i¢in
saglam hiicresel bagisikhik tepkisi gereklidir.** IL-1, IL-2, TGF-p, EGF, TNF-a,
fibroblast aktivator faktor (FAF) gibi sitokinlerin salininmindan sorumlugu oldugu icin
ozellikle CD4 pozitif lenfositler yara iyilesmesi igin 6nemlidir. Otokrin olarak T hiicre
diferansiyasyonu ve proliferasyonunun yaninda diger fonksiyonlar1 da mevcuttur,*?*
Immatiir CD4+ T hiicreleri; inflamatuar T hiicresi ya da yardimci T hiicresine
diferansiye olma potansiyeline sahiptir. iki hiicre tipinin ayr sitokin profilleri vardir.
Her iki T hiicre tipi de IL-3 ve graniilosit-makrofaj koloni stimiilan faktor (GM-CSF)
eksprese eder. inflamatuar T hiicreleri ayrica IL-2, interferon (IFN), TNF sentezlerken;
yardimer T hiicreleri 1L-4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-13 sentezler. CD4+ ve CD8+

hiicreleri karsilatiran histolojik ¢alismalar T hiicrelerinin yara iyilesmesini regiile
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ettigini gdstermektedir. Inflamatuar T hiicreleri proinflamatuardir, yardimei T hiicreleri
baskilayicidir. CD4+ hiicrelerin artmasi yukari regulasyona ve CD8+ hiicreler asagi

regiilasyona yol acar.®

2.3.2. Proliferasyon fazi

Bu faz, keskin bir ge¢is olmamakla beraber inflamasyon fazinin son déneminde
baslar ve yaralanmanin 4. giiniinden 21. giiniine kadar siirdiigii kabul edilir.?®

Fibroblastlarin, endotel hiicrelerinin ve keratinositlerin rol aldigi proliferasyon
fazinda 6lii bosluklar1 dolduran fibrin matris yikilirken es zamanl olarak bag dokusu
tiretilir. Yeni olusturulan damarlar ile bolgeye yeniden kan akisi saglanir, bunun
sonucunda olusan graniilasyon dokusunun epitel hiicreleri ile ortiilmesiyle yara

44
kapanir.

2.3.2.1. Fibroblastlar

Proliferasyon fazinin anahtar hiicresi fibroblastlardir. Iyilesmekte olan yaray
dolduran ekstraseliiler matrisi (ECM) yaparak keratinosit migrasyonu i¢in uygun ortam
olustururlar. Bu matris, kutandz skarlasmanin en belirgin 6gesi olacaktir.”
Trombositlerden ve makrofajlardan tiretilen PDGF ve EGF fibroblastlar1 stimiile eder.
Fibroblastlar c¢evre dokudan yara bolgesine go¢ eder, aktive olur ve kollajen
sentezlemeye baslar. Yara bolgesinde zaten var olan fibroblastlar, yara fibroblastlari,
makrofajlar  tarafindan salgilanan TGF-B1 tarafindan indiiklenir ve yara

4648 Fibroblastlar tarafindan

kontraksiyonunu saglayan myofibroblastlara doniistir.
PDGF ekspresyonu, otokrin ve parakrin sinyallerle amplifiye edilir. PDGF’ye yanit
olarak fibroblastlar; kollajen tip III, glikozaminoglikanlar ve fibronektinden olusan
gecici bir matris sentezlemeye baglar.*

Bu asamada, yaradaki graniilasyon dokusunda baskin olan tip 3 kollajen, yeniden
sekillendirme agamasinda yerini tip 1 kollajene birakir. Normal dermiste tip 3 kollajen
% 20 oranindayken, tip 1 kollajen % 80 oranindadir.*”®

Normal bir insizyonel yarada, TGF-B 7 ila 14. giinlerde pik yapar, ekstraseliiler

matris iiretimini indiikler ve bozunmasinda azalma saglar. TGF-f; fibroblastlarin tip I
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kollajen sentezlemesine, matris metalloproteinaz (MMP) iretiminin azalmasina,
metalloproteinaz  doku inhibitorlerinin  (TIMPS) artmasina ve hiicre adezyon
proteinlerinin iiretiminin artmasina neden olur.”

Sekonder 1iyilesen daha biiyiilk yaralarda, TGF-B yara fibroblastlarinin
myofibroblastlara déniisiimii ile yara kontraktiiriine ve epitelizasyona neden olur.>

Yara kavitesi kollajen matris ile doldugunda, apopitoz ile fibroblastlar ortamdan
kaybolur ve yeni olusmus kan damarlar1 regrese olur. Bu siirecteki diizensizligin,

hipertrofik skar gibi fibrotik bozukluklara neden oldugu diisiiniilmektedir.>

2.3.2.2. Keratinositler

Stvi kayiplarina ve bakteri istilasina karsi koruyucu bariyerin yeniden
olusturulmasi i¢in deri kenarlarinda bulunan epitel hiicreleri cogalmaya baglar. Aktive
trombositler ve makrofajlar tarafindan iiretilen EGF ve TGF-a epitel proliferasyonu ve
kemotaksiyi stimiile eder.”®*** Fibroblastlar, komsu keratinositlerin yara bolgesine go¢
etmesini, cogalmasini ve epidermiste farklilasmasini stimiile eden keratinosit biiyiime
faktorii (KGF-1), KGF-2 ve IL-6 sentezler.”>*® insanlarda bu siireci yonlendirmek i¢in
KGF-2"nin 6nemi vurgulanmaktadir.>’

Keratinosit gogli ayn1 zamanda ekstraseliiler matris ortamina duyarlidir. Kollajen
tip I, tip IV ve fibronektin keratinosit goclinii kolaylastirmaktadir. Uyarilmis
keratinositler ayrica diger keratinositlerin go¢ etmesi ve ¢ogalmasi i¢in pozitif uyarim
saglayarak silireci devam ettirir. Keratinositler prolifere olarak yarayr kapatmaya
bagladikca yeni kapiller aga ihtiya¢ duyacaktir. Bu nedenle yara kenarlarindaki

keratinositler VEGF sentezleyerek neovaskiilarizasyonu baslatir.*®

2.3.2.3. Endotel hiicreleri ve Anjiogenez

Endotelyal hiicreler, graniilasyon dokusunun kritik 6gesidir. Anjiyogenez ve
vaskiilogenez aracilifi ile yeni kan damarlarint meydana getirir. Vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii (VEGF), fibroblast biiytime faktorii 2 (FGF-2), anjiyopoietin-1 ve
trombostin salinan proanjiotik faktorlerdir. Agirhikli olarak yara kenarindaki

keratinositlerden olmak iizere makrofajlar, fibroblastlar, trombositler ve endotel
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hiicrelerinden salinan VEGF; saglam veniillerde bulunan endotel hiicrelerini migrasyon
ile ayrilarak yeni kapiller olusturmasi i¢in uyarir. Hipoksi, hipoksi ile indiiklenebilir
faktor 1-a (HIF1-0) araciligi ile proanjiotik faktorlerin gen ekspresyonunu artirir.”>>
NO, hipoksiye yanit olarak endotel hiicreleri tarafindan endotelyal nitrik oksit sentaz
(eNQS) ile yapilir ve bu daha fazla VEGF {iretimini uyarir. Artan NO konsantrasyonu
ayrica yeni dokuyu iskemi reperfiizyon hasarindan korur ve endotelin

vazodilatasyonuna neden olur.*

2.3.2.4. Ekstraseliiler Matris

Kollajen, glikozaminoglikanlar ve proteoglikanlardan olusan ekstraseliiler matris
(ECM) fibroblastlar tarafindan firetilir. Fibroblastlar sadece kollajen sentezlemekle
kalmaz, biiylime faktorleri iireterek matristeki diger hiicrelerin regiilasyonunu da saglar.
Kollajen iiretimi doku yaralanmasindan yaklasik 3 ila 5 giin sonra baslar ve bir dizi
biiylime faktorii tarafindan uyarilir. Endoplazmik retikulumda lizin ve prolin
hidroksilasyonuyla prokollajen iiretilir ve bu islemde C vitamini kofaktdr olarak
kullanilir. Prokollajen zincirleri ekstraseliiler matrise salinir, islenir ve fibrillerde
toplanmak tizere hazirlanir. Agregasyon siireci proteoglikanlar tarafindan kolaylagtirilir.
Hiicre disina birakilan kollajen molekiilleri birleserek fibrilleri olusturur. Kollajen,
yaranin dayanikliligini saglamasimin yaninda endotel hiicreleri ve makrofajlarin
hareketini kolaylastirir.® Proteoglikanlar (dekorin ve versikan), glikozaminoglikanlarin
(hiyaliironik asit, dermatan siilfat, kondroitin siilfat, heparin siilfat) baglandigi
zincirlerdir. Proteoglikan ¢ekirdegi ve ona bagl glikozaminoglikan, ekstraseliiler
matriste yer alan hiicreleri, sitokinleri ve basta TGF-§ olmak {izere biiylime faktorlerinin
etkilerini diizenler, kollajen molekiillerinin polimerizasyonunu ve dizilimini
kolaylast1r1r.23’61 Cildin normal bilesenlerinden biri olan elastin skar dokusunda
tiretilmez. Ekstraseliller matrisin bu bileseninin yoklugu, skar dokusunda gozlenen

sertlik ve esneklik kaybini agiklayabilir.?
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2.3.2.5. Graniilasyon Dokusu

Yaralanmadan yaklasik 4 giin sonra gegici ekstraseliller matris graniilasyon
dokusu ile yer degistirmeye baslar. Bu morfolojik degisim yeni olusan damar sayisinin,
kollajen miktarinin ve fibroblast sayisinin bolgede artmasiyla saglanir. Graniilasyon
dokusunda gesitli biliyiime faktorleri ve sitokinleri {ireterek inflamatuar faz ile
proliferatif faz arasinda onemli bir koprii olusturan makrofajlar da yer alir. Bu da yara

lyilesmesinin basarili bir sekilde tamamlanmasina yardime1 olur.2*

2.3.3. Olgunlasma Fazi ve Yeniden Sekillendirme

Bu asama, insanlarda 21 giin ila 1 yil arasinda siirebilen, yara iyilesmesinin en
uzun bolimidir.?® Yeniden modelleme, matrisin birikimi ve zaman i¢indeki
degisikliklerinden olusur.59

Baslangigta, yara matrisi hemostaz ve makrofaj aktivasyonuyla esas olarak fibrin
ve fibronektinden olusur. Glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar ve diger proteinler
fibroblastlar tarafindan sentezlenir. Diizensiz glikan toplulugu, yeni matris i¢in bir 6n
cerceve saglar. Bu gecici matris, kolajenden yapilmis daha giiclii ve organize bir matris
ile degistirilir.?

Erken inflamatuar fazda olusan fibrin pihtisi, proliferatif fazda tip III kollajen ve
graniilasyon dokusu, ardindan tip I kollajenin baskin oldugu skarla yer degistirme tiim
yara iyilesme siireci boyunca remodelinge etki eder.”® Kollajen lifler, normal dermisin
%80’ini olusturur ve dermal yapiya giic saglayan baslica proteindir. Erken yara
iyilesmesi sirasinda tip III kollajen graniilasyon dokusunda fibroblastlar tarafindan
sentezlenen baskin kollajendir. Tip 11l kollajen ilk olarak 48-72 saat sonra ortaya ¢ikar
ve maksimum 5-7 giin arasinda salgilanir. Toplam kollajen miktari, onarimin erken
doneminde artar ve 2-3 hafta sonra maksimuma ulasir. 1 y1l veya daha uzun bir siire
boyunca, dermis kademeli olarak biiyiik Olciide tip I kollajenden olusan stabil
yaralanma oOncesi fenotipine doner. Kollajenin fonksiyonel bir degerlendirmesi olan
tensil kuvvet, 1 ayda yaralanmadan onceki giiciiniin %40"'na yiikselir ve 1 y1l boyunca
artmaya devam edebilir.®? Yara kapanmasiyla, tip III kollajen bozulmaya baslar ve tip

| kollajen sentezi arttikga kademeli bir kollajen dongiisii meydana gelir. Dermisin bu
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doniistim siireci, esas olarak matriks metalloproteinazlar (MMP) ile diizenlenen
kollajenin yapim ve yikimuyla gerceklestirilir.*> MMP’ler saglikli dinlenme dokusunda
genellikle saptanamaz veya c¢ok diisiik seviyelerdedir. Yara onarimi sirasinda
sitokinlere, biiylime faktorlerine ve ekstraseliiler matris ile hiicre temasina yanit olarak
indiiklenir. MMP’lerin katalitik aktivitesi de metalloproteinaz doku inhibitdrleri
(TIMPs) tarafindan kontrol edilir. MMP'lerin aktiviteleri ile TIMPs arasindaki denge
yara onarimi ve yeniden sekillenmesi i¢in kritik 6neme sahiptir.63

Matriks remodeling proteinazlari, MMP'ler (her biri bir kollajen tipine 6zel ve
farkl: sitokinlerin etkisi ve kontrolii altinda olan), degisen TGF-B, PDGF, IL-1 ve EGF
konsantrasyonlarindan etkilenir. MMP aktivitesi, fibroblastlar tarafindan tiretimi TGF-f
ve IL-6 tarafindan yukar1 regiile edilen TIMPs tarafindan baskilanir; TNF-a,
fibroblastlar tarafindan IL-6 salinimini uyarlr.29

Graniilasyon dokusunda bulunan kollajen, hasarlanmamis saglam ciltteki
kollajenden biyokimyasal olarak farklidir. Graniilasyon dokusu kollajeni, lizin
kalintilarinin daha biiyiik bir hidroksilasyonu ve glikozilasyonuna sahiptir ve bu
glikozilasyon artisi, daha ince lif boyutu ile iliskilidir. Yara izindeki kollajen bir yil
olgunlastiktan sonra bile asla zarar gormemis ciltte bulunan kollajen kadar organize
olmayacaktir. Yara giicii de asla ylizde yiize donmez. 1 haftada, yara nihai giiciiniin

yalnizca % 3'iine sahiptir; 3 haftada % 30'dur ve 3 ayda yaklasik % 80'dir.2°

2.4. Patolojik Skar

Patolojik skarlar; doku hasarina yanit olarak asir1 yara iyilesmesiyle ortaya ¢ikan,
agrili, kasintili, kozmetik agidan sekil bozuklugu gosteren anormal izlerdir. Patolojik
izler i¢cin ¢ok cesitli tedavi segenekleri olmasina karsin, hepsinin etkinligi ¢esitli
derecelerde degismekle birlikte hicbiri tam olarak tatmin edici sonu¢ saglamaz.
Patolojik skarlar; hipertrofik skar ve keloid olmak tizere iki tiirdiir ve her ikisi de asir1
dermal fibrozis ile karakterizedir (Sekil 4). Klinik olarak spekturumun en kotli ucunda
keloidler bulunmaktadir. Her ikisi de sik goriilmekle birlikte, farkli patogenezleri,
klinigi, tedavisi ve prognozu vardir. Koyu tenli bireylerde keloid yaralanmayi takiben
%6-16 arasinda goriilmektedir.®* Derin dermal yamiklari takiben %90 oraninda

hipertrofik skar ile iyilesme goriilmektedir.®> Hipertrofik skarlar zamanla geriler ve
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eksizyon sonrasi rekiirrens daha azdir, fakat keloidler zamanla gerilemez ve hemen her
zaman eksizyon sonrasi rekiirrens griiliir.® Muir, keloidler gibi davranan ancak orijinal
lezyon sinirlar1 i¢inde kalan ii¢lincii bir ara grup 6nermistir.67

Keloidler ve hipertrofik skarlar ayri klinik ve histokimyasal olusumlardir. Klinik
olarak, hipertrofik skarlar orijinal skarin sinirlart iginde kalirken, keloidler bitisik
normal dermisi istila eder. Hipertrofik skarlar genellikle 4 hafta iginde ortaya ¢ikar,
birkag ay boyunca yogun bir sekilde biiylir ve sonra geriler. Aksine, keloidler ilk yara
izinden sonra ortaya ¢ikabilir ve daha sonra yavas yavas siiresiz olarak
biiyiiyebilir.*®° Hem keloidler hem de hipertrofik skarlar artmus fibroblast yogunlugu
gosterse de sadece keloidlerde fibroblast proliferasyon oranlarinda artis
olur. Keloidlerdeki kollajen lifler, hipertrofik veya normal skarlarda bulunanlardan daha
biiylik, daha kalin ve daha dalgalidir, rastgele bir yonelim gosterir. Hipertrofik
skarlardakiler ise epidermal yiizeye paralel yonlenir. Alanin transaminaz gibi enzim
konsantrasyonlari ve adenosin trifosfat tarafindan isaretlenen metabolik aktiviteler,
normal skar dokusu ve hipertrofik skarlara kiyasla keloidlerde yiikselir. Keloid ve
hipertrofik skar dokusundan izole edilen fibroblastlarda, al(I) prokollajenin gen
transkripsiyonunun arttig1 gosterilmistir. Bununla birlikte, artan mRNA konsantrasyonu,
hipertrofik skarlarda transkripsiyon sonrasi seviyede kompanse edilir, ancak keloidlerde

dengelenmez. ™

Sekil 4. Patolojik skar érnekleri A)Hipertrofik skar B)Keloid™
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2.4.1. Hipertrofik Skar

Klinik olarak hipertrofik skarlar, sert, kirmizi ve ince bir epitel ile kaplh
lezyonlardir (Sekil 4A). Viicudun herhangi bir yerinde goriilebilseler de keloidler gibi
g0giis, omuz ve sirtta goriilme ihtimali daha yiiksektir. Ayak tabaninda ise ¢ok nadir
goriiliir. Cildin direk olarak kemigi orttiigii alanlarda hipertrofik skar olusmaz. Basi
tilserlerinin goriildiigii yerlerde gelismezler. Normal bir dermal yap1 olan ancak sadece
hipertrofik skar gelisebilen alanlarda bulunan “Cilt konileri” olarak adlandirilan
histolojik bir temele sahip olabilirler.”” Dogal gerim ¢izgilerini gecen skarlar
hipertrofiye daha egilimlidir. Eklem ve diger mobil bolgelerin dahil oldugu bolgelerde
daha sik goriiliir. Mekanik faktor predominant gibi goriinmektedir. Prevalans irklar arasi
farklilik gostermektedir. Histolojik olarak hipertrofik skarlar, orijinal yara sinirlariyla
siirl olan, asir1 kollajen iceren fibril kitleleri olarak tanimlanabilir. 3

Hipertrofik siire¢ yaralanmadan 4 ila 8 hafta sonra baglar, genisleme 3 ila 6.
aylarda meydana gelir ve sonra stabilize olur. Yaklasik 1 yil veya yillar sonra regrese
olabilir.”*

Hipertrofik skar patogenezi ele alinacak olursa, Klinik uygulamada yara
enfeksiyonu, gerginlik, gecikmis iyilesme, yanik, geng erigkin yas grubu, kalitim, zayif
cerrahi teknik gibi faktorler, artmus hipertrofik skar riskiyle iliskilidir.”

Afro-Amerikalilarda, pigmentasyondaki artisin derideki D-3 vitamini sentezini
azalttig1 gosterilmistir. Bu nedenle koyu tenli bireylerde yaralanmaya cevap olarak daha
fazla inflamasyon ve ardindan patolojik skar egiliminde artis géiriiliir.76

Yaralanmaya cevap olarak baslayan inflamatuar siirecin uzamasi hipertrofik skara
egilimi artirir. Hipertrofik skar siirecinde goriilen fibroblastlar normal fibroblastlardan
farkl1 davranirlar.”’

TGF-B; TGF-B1, TGF-B2, ve TGF-B3 olmak {izere ayr1 izoformlara sahip bir
proteindir.”® TGF-B1 ve TGF-B2 degraniile plateletlerden, monosit ve makrofajlardan
salinirken TGF-B3 keratinositlerde tiretilir. TGF-B’nin pulmoner fibrozis, skleroderma,
hipertrofik skar gibi cesitli fibrotik diizensizliklerde mediyatdr olarak onemli rol
oynadigi gosterilmistir.”” Hipertrofik skar gelisen yamk hastalarinda serum TGF-p

diizeyi lokal ve sistemik olarak yiiksek bulunmustur.”
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Shah ve arkadaslar1 TGF-B1 ve TGF-B2 izoformlarinin hipertrofik skar
formasyonunu indiikledigini géstermistir.SO Yine Shah ve arkadaslar1 tarafindan
yiiriitiilen baska bir ¢calismada TGF-3’ilin skar olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir.
Bu da TGF-B3’iin diger iki izoformun antagonisti olabilecegini gostermektedir.®

TGF-B1 i¢in ¢esitli sinyal yollar1 vardir. Bunlardan en 6nemlisi SMAD yolagidir.
SMAD TGF-B reseptor kompleksinin aktivasyonuna cevap veren hiicre i¢i diizenleyici
sinyal iletim proteinidir. Fibroblastlarda SMAD 7 ekspresyonunun azalmasinin fibrozise
yol agan bir dizi inflamatuar hastalikta tip 1 kollajen ve tip 3 kollajen ekspresyonunu
azalttig1 gosterilmistir.”’

Bag dokusu biiyiime faktoriiniin (CTGF) mRNA ekspresyonu, TGF-f1°e yanit
olarak normal fibroblastlara kiyasla hipertrofik skarlar fibroblastlarinda 150 kat artar.
TGF-B1 inhibitérii olan hiicre i¢i sinyal proteinlerinden SMAD 6 ve 7 mRNA
ekspresyonu keloidde normal skar fibroblastlarina oranla belirgin derece diisiik
bulunmugtur. Bu veriler, keloidlerin patogenezinde SMAD6 ve 7'nin olast roliinii
desteklemektedir.®* Ayrica meme ameliyati olan hastalarla yapilan bir calismada,
dermis ve epidermisin TGF-B izoform ekspresyon profillerinin, normal ve hipertrofik
skar gelisimini etkiledigi g(jsterilmis‘[ir.83’82

Sonu¢ olarak hipertrofik skar fibroblastlarinda TGF-f1 {retimi normal
fibroblastlardan daha fazladir.”® TGF-B1’in uzamis artan aktivitesi, fibroblastlarin
asir1 kollajen {iretimine ve depolamasina neden olur, bu da genellikle hipertrofik skar
formasyonuyla sonuglanir.*® Normal fibroblastlarla karsilatirldiginda hipertrofik skar
fibroblastlarinda kollajenaz aktivitesinin azaldigi gosterilmistir.® Ayrica antimikrobiyal
ve antiproliferatif etkileriyle yara iyilesmesini ve kollajenaz1 diizenleyen, biiyiime
faktori sinyal mediyatorii nitrik oksiti sentezleme yeteneklerinin azalmis oldugu
bulunmustur.”’

Hipertrofik skar ve keloidler i¢in, apopitoz yetersizligi de bir neden olarak 6ne
striilmiistiir. Hipertrofik skarlar, yag asidi sentaz aracili (FAS-FAS ligand aracili)
apopitoza kars1 oldukca direncli fibroblastlara sahiptir. Bunun yani sira apopitoza karsi
koruyucu Bcl-2 gibi genlerin ekspresyonunun hipertrofik skarda arttigi gésterilmistir.87
Keloidlerdeki fibroblastlarda normal dermal fibroblastlarla karsilastirildiginda en az 6
genin down-regiile edildigi ve en az iki genin up-regiile edildigi gézlenmistir.88 Ayrica,

proapoptotik TNF-a seviyeleri hipertrofik skarlarda anlamli derecede dﬁsﬁktﬁr.Bg
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Yaralanmanin derinligi hipertrofik skar formasyonu i¢in kritiktir ve klinik olarak
biliyiik 6nem tasir. Yiizeyel yaralanmalar genellikle iki hafta icinde hipertrofik skar
formasyonu olusmadan iyilesirken, derin yaralar hipertrofik skarlagsma egilimindedir ve
siklikla cerrahi miidahalelere gereksinim olmaktadir.”’

Yiizeysel ve derin dermal fibroblastlar sirasiyla papiller ve retikiiler dermiste
iiretilir. iki ayr1 katmandan gelen fibroblastlar fenotipik olarak da farklilik gdsterirler.
Yiizeysel dermal, derin dermal ve hipertrofik skar fibroblastlar1 karsilastirildiginda,
hipertrofik skar fibroblastlarinin, derin dermal fibroblastlara benzedigi gérﬁlmﬁstﬁr.go

Dunkin ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢calismada, yiizeyelden derine dogru
artan derinlikte hasar olusturulmus ve ylizeysel yaralanma minimum skar ile iyilesirken
daha derin hasarlarda derinlikle dogru orantili olarak skar formasyonunun arttig
gozlenmistir.” Derin dermal fibroblastlarn hipertrofik skardan sorumlu oldugu, belki
de daha oOnce tanimlanan hipertrofik skar fibroblastlarinin kaynagi olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu durum, fibrojenik sitokin uyarimiyla dermal fibroblastlarin asiri
¢ogalmasi ve yaralanmaya bagl yiizeysel dermal fibroblastlarin hasar gérmesiyle derin
dermal fibroblastlarin baskin hale gelmesi ile aglklanmlstlr.77’92

Hipertrofik skar fibroblastlar1 miyofibroblastlara diferansiye olur, ekstraseliiler
matris (ECM) sentezi ve doku kontraksiyonu artar. Bunlar normal fibroblastlardan alfa
diiz kas aktini (a-SMA) ekspresyonuyla ayrilirlar.”

Derin dermal fibroblastlar yiizeyel fibroblastlarla karsilastirildiginda daha fazla
kollajen firetir, daha yavas prolifere olur ve daha az kollajenaz aktivitesine sahiptir.
Ayrica derin dermal fibroblastlar ylizeyel fibroblastlardan daha fazla o-SMA {iretir.
Hipertrofik skar fibroblastlarmin artmis kollajen sentezi ve a-SMA ekspresyonuyla
karakterize oldugu bilinmektedir. Tiim bunlar derin dermal fibroblastlarla hipertrofik
skar fibroblastlarinin benzer davranista oldugunu desteklemektedir ve benzer biyolojik
fonksiyonlar1 belirgin bir sekilde yiizeyel fibroblastlardan farklhidar.””

Matris metalloproteinaz 1, 2, 9 (MMP-1, 2, 9), doku metalloproteinaz inhibitorleri
(TIMPs) ile birlikte hipertrofik skar regiilasyonunu diizenlemede yer alir. MMP doku
remodelinginde gorev aldigi bilinen ¢inko bagimli proteinazlardir.””

MMPler kollajenin proteolitik boéliinmesini ve ECM’nin diger bilesenlerinin

bozunmasini saglar.g4 En az 23 tip MMP vardir. MMP’nin asir1 ekspresyonu ECM
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tiretimi ile degradasyonu arasinda dengesizlikle sonuglanir ve bu da kronik iilserlere yol
agar.”
TIMPs MMP fonksiyonun regiile eden spesifik proteinlerdir ve MMP aktivitesini
1:1 oraninda baglanarak bloklayan 4 tip spesifik TIMP tanimlanmistir.”® MMP ve TIMP
tiretiminde degisiklikler kollajen degradasyonunda azalma ve ECM birikiminde artmaya
neden olur.’” Belirtildigi gibi, TGF-pl, a-SMA ekspresyonunu stimiile ederek
miyofibroblastlarin farklilasmasinin giiglii bir indiikleyicisidir ve fibroblastlarda TIMPs
sentezini uyararak MMP aktivitesini azaltir. Bu sekilde, ECM’nin MMP tarafindan
bozunma siireci ortadan kalkar. Bu sirada, fibroblastlar tarafindan ECM birikimi TGF-
B1 ile desteklenir. Tiim bunlar hipertrofik skar formasyonu olugmasina katkida
bulunur.®®

Bir¢ok ¢alisma hipertrofik skarda MMP1 ekspresyonunun azaldigini gostermistir.
Bunun geri ¢evrilmesi hipertrofik skar tedavisinde terapétik bir yaklagim sunar.””®°
Sonraki ¢alismalarda MMP-2 ve MMP-9 diizeylerinin fibroblastlar ve keratinositler
arasindaki etkilesimle up regiile edildigi gosterilmistir, bu biritkmis ECM
komponentlerinin bozunmasim destekleyebilir.! Hipertrofik skari olan hastalarda
MMP-2, MMP-9 diizeylerinde azalma ve TIMP-1 diizeylerinde artis goriilmesi,
sistemik TIMP-1 konsantrasyonunda yiikselmenin fibrozise katkida bulundugunu ve
hipertrofik skar formasyonuna yol agtigini desteklemektedir.'®* Farkli hastalarda farkh
viicut bolgelerinde hipertrofik skar, keloid, atrofik skar tizerine yapilan insan ¢alismalari
MMP-9’un skarsiz yara iyilesmesinde dnemli bir rol oynadigini 6ne siirmektedir.'? Son
zamanlarda yapilan bir deneyde normal cilt ve hipertrofik skarda TIMP-1 ekspresyonu
karsilastirilmis ve normal ciltte ¢ok diisiik seviyelerde TIMP-1 bulunmasima karsin
hipertrofik skar biyopsilerinde giiglii TIMP-1 ekspresyonu gosterilmistir. %

Hipertrofik skar gelisimi inflamasyon ve immiin cevap arasindaki karmasik
iletisimi igerir. Bu sadece inflamasyonun siddeti ile degil fibrotik kosullara bagli immiin

yamt tipi ile de iliskilidir.*®*

CD4+ lenfositleri olmayan timektomize ratlarin yaralarinin
nihai giiciinde, esnekliginde ve dayanikliliginda azalma gosterilirken CD8+ lenfositleri
tiiketilmis hayvanlarin yaralarinda nihai giigte, esneklikte ve dayaniklilikta 6nemli
Olclide artis gosterilmistir. Bu CD4+ lenfositlerin yara iyilesmesinde onemli bir rolii

oldugunu desteklemektedir.*®
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CD4+ T lenfositler hipertrofik skar dokusunda baskindir.'®® Makrofaj ve dendritik
hiicreler gibi antijen sunan hiicrelerle aktive olduklarinda CD4+ T lenfositler 5 subtipe
diferansiye olabilir. Bunlar Thl, Th2, Th3, Th17 ve T regiilatér hiicrelerdir. Thl
hiicreleri interlokin 2 (IL-2), IFN-y ve IL-12 eksprese ederken Th2 hiicreleri IL-4, IL-5
ve IL-10 eksprese eder. Thl sitokinleri kollajenaz aktivitesinin artmasina ve matriks
remodelingine katkida bulunur. Th2 sitokinlerinin profibrotik olarak bilinmesinin aksine
Th1 antifibrotiktir. Hipertrofik skar fibroblastlari diistik kollajenaz ve nitrik oksit sentaz
(NOS) aktivitesiyle Th2 etkisindedir.”” Yanik fare modelinde Th1 fonksiyonu iizerinde
inhibitdr etkiye bagli Th2 fenotipe kayma, IL-4 ve IL-10’da artmayla birlikte azalmis
IL-2 gosterilmistir."”’

Yanik sonrasi dordiincii haftada hipertrofik skarlar1 olan 12 yanik hastasinda
Th1/Th2 sitokin orani incelenmis ve 13 kontrol hastastyla karsilastirildiginda Th1/Th2
oraninda ciddi azalma saptanmustir.”’ Hasta grubunda IL-4 seviyesi 6nemli olciide
artmis ve IFN-y diizeyleri azalmis bulunmustur.”’ %

Bagka bir calismada 22 yanik hastasinda serum sitokin diizeyleri o6l¢iilmiis,
yiiksek Th 2 diizeyiyle IL-4 ve IL-10un artmis oldugu, azalmis Thl diizeyiyle IFN-y ve
IL-12°nin distigi saptanmistir. Normal ciltle karsilastirildiginda hipertrofik skarda
IFN-y mRNA diizeyleri azalirken IL-4 mRNA diizeyleri artmustir.’®® Yanik hastalarinin
CD4+ T lenfositleri dermal fibroblastlar1 tedavi etmek i¢in kullanilmig ve sonuglar
normal deneklerin CD4+ T lenfositleri ile tedavi edilmis fibroblastlarla karsilatirilmastir.
Yanik hastalarindaki fibroblastlarda TGF-B’nin 6nemli dl¢lide yukari regiilasyonu ile
birlikte hiicre proliferasyonunun, kollajen sentezinin ve o-SMA’nin arttig1
gésterilmistir.77

Hipertrofik skar patogenezinde rol alan bir baska protein olan kemokinler
monositleri yaralanma alanina ¢ekerek hipertrofik skar formasyonuna katkida bulunur.
Kemokinler molekiildeki sistein (C) amino asidinin pozisyonuna gore siniflandirilarak
isimlendirilirler. CC, CXC, C ve CX3C gibi subtipleri vardir."*°

CXCL12 olarak da bilinen stromal hiicre kaynakli faktor-1 (SDF-1), CXC
grubuna aittir, perisitler, endotel ve fibroblastlar tarafindan {iretilir. CXCR4, CXC
kemokin reseptoriidiir ve oOzellikle SDF-1’e baglanir. SDF-1/CXCR4 sinyal yolu
hemotopoetik hiicrelerin fetal karacigerden kemik iligine gogiine aracilik eder ve

anjiogenezi stimiile eder.”” Erken dénemlerde yapilan ¢alismalar SDF-1/CXCR4 sinyal
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fonksiyonunun stem/progenitor hiicre diizenlenmesine 6zellikle de tiimor hiicrelerinin
metastazi ve timor vaskiilarizasyonuna odaklanmistir. ™ Ancak son zamanlarda yapilan
caligmalarda SDF-1/CXCR4 sinyalizasyonunun akciger hasar1 ve fibrozis

2 Yanik hastalarinin  ciltlerinin

patogenezinde de rol oynadigi gosterilmistir.™*
kullanildig1 bir deneyde biil sivisinda SDF-1 ekspresyonunun arttigr ve SDF-1/CXCR4
yolagi bloklandiginda ciltteki yenilenmenin daha iyi oldugu gosterilmistir."*® Daha
giincel caligmalarda yanik hastalarinda SDF-1/CXCR4 sinyalizasyonunun up regiile
edildigi, hipertrofik skar ve serumda SDF-1 diizeylerinin arttigi gosterilmistir. SDF-
1/CXCR4 sinyalizasyonu hipertrofik skar patogenezinde aktive CD14+ CXCR4+
hiicrelerin hasarli dokuya migrasyonunu stimiile ederek 6nemli rol oynamaktadir.”” Bu
migratuar hiicreler fibrosit ve miyofibroblastlara diferansiye olarak hipertrofik skar
patogenezine katkida bulunabilir."****°

Hipertrofik skar formasyonu ile baglantili bir bagka kemokin monosit kemotaktik
protein-1’dir (MCP-1). CC kemokin subailesine aittir ve CCR2 ve CCR4 olmak iizere 2
reseptorii vardir.”” Major kemoatraktan olarak makrofajlar, endotel hiicreleri ve
fibroblastlardan salinir. Monosit ve dendritik hiicreleri inflamatuar alana ceker.”’
Onceki ¢alismalar MCP-1’in akcigerde fibroblastlarda endojen TGF-B up regiilasyonu
araciligiyla kollajen iiretimini stimiile ettigini géstermistir.116 Sonraki c¢aligmalarda
MCP-1’in fibrozisteki rolii arastirilmis ve MCP-1 knockout farelerde bleomisin
kaynakli  fibrozis kontrol grubuyla karsilastirildiginda  fibrozisin  azaldig
gés‘terilmistir.117 Keloidde CD14+ hiicreleri tarafindan salinimi artan MCP-1, fibroblast
proliferasyonunu protein kinaz B (PKB) sinyal yolag: vasitasiyla stimiile eder ve keloid
gelisimini tetikler."®

Normal fibroblastlarla karsilastirildiginda hipertrofik skar fibroblastlarinda MCP-
1’in 6nemli Ol¢iide arttig1 gésterilmistir.77'119

Interferon (IFN), Thl sitokini olarak bilinmektedir ve 3 subtipe ayrilabilir. Bunlar;
Tip 1 IFN (IFN-a ve IFN-B), tip 2 IFN (IFN-y) ve tip 3 IFN (IFN-A)’dir. IFN-a 16kosit
ve fibroblastlar tarafindan tiretilirken, IFN-y T lenfositler tarafindan {iiretilir. IFN-a ve
IFN-y normal fibroblastlarda ve hipertrofik skar fibroblastlarinda hiicre
proliferasyonunu ve kollajen sentezini azaltabilir.”” IFN-a2b viral enfeksiyonlarda ve

bazi kanser tiirlerinde kullanilabilen bir ilagtir, kollajenaz diizeylerini artirdig1 ve TIMP-

1 aktivitesini azalttig1 gosterilmistir.’”® Boylece hipertrofik skar formasyonunu azaltir.
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Siddetli hipertrofik skari olan hastalar IFN-a2b ile tedavi edilidginde skar kalitesinde
ciddi iyilesme ve serum TGF-p diizeyinde ciddi azalma gozlenmistir.*** Ayrica IFN-02b
tedavisinin hipertrofik skarda anjiogenezi azalttigi gosterilmistir.'?? 21 yanik hastasinda
yapilan bir ¢alismada plasebo ile karsilastirildiginda IFN-02b uygulanmasinin
hipertrofik skarda SDF-1/CXCR4 sinyalizasyonunu down regiile ettigi ve hipertrofik
skar formasyonunu simirlandirdign gosterilmistir.® Bu da IFN-a2b’nin hipertrofik skar

formasyonunu inhibe eden antifibrotik bir protein oldugunu desteklemektedir.”’

2.4.2. Keloid

Keloidal skarlar yara iyilesme siirecinde en zor Klinik problemlerden biridir.
Keloidler dermal yaralanmayi takiben olusur ve kollajenin asir1 ve belirsiz biiylimesi ile
kendini gosterir. Orjinal yara sinirlarini asan, ilerleyici, yalanci tiimoral skar dokusu
birikimidir.*** (Sekil 4B) Koyu tenli kisilerde, ailesel yatkinligi olanlarda ortaya ¢ikma
egilimindedir. Tek bir neden, keloid olusumunu yeterince agiklayamaz. Tedavide
cerrahi eksizyon, steroid enjeksiyonu, radyoterapi, lazer, silikon, basing tedavisi
denenebilir. Keloidler i¢in ¢ok c¢esitli tedavi segenekleri olmasi bu hastalik siireci
hakkinda ne kadar az sey anlasildiginin altim (;izmektedir.70

Keloid patogenezinde degisen biiytime faktor ortami, biiytime faktorii farkliliklari,
ekstraseliiler matris farkliliklari, kollajen devri, gerilim, genetik immiin disfonksiyon ve
sebum reaksiyonundan s6z edilebilir.

Keloidlerde bulunan eksubaran skar dokusu, artirilmig biiyiime faktorii
aktivitesine (TGF-B ve PDGF) ve hiicre dis1 matristeki (fibronektin, hyaluronik asit ve
biglikan) degisikliklere baglanmlstlr.70

TGF-B ve PDGF, yara iyilesmesinin proliferatif fazi sirasinda normal olarak
uretilmektedir  ancak  aktiviteleri  keloidlerde  6nemli  olgiide  anormallik
gostermektedir. Keloid ~ fibroblastlarinin, TGF-B'ya duyarliligi artmistir ancak
regiilasyon islevsizdir. Keloid i¢inde proliferasyon ve kollajen birikimi olan alanlar,
belirgin sekilde yiikksek TGF-f seviyelerine sahiptir. Benzer sekilde, keloid
fibroblastlarinda PDGF reseptorii dort ila bes kat artmis seviyelerdedir ve biiylime

uyarici etkiler, TGF-B ile sinerjiktir.”
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Hiicre dig1 matrisin bilesenleri, biiylime faktorii aktivitesini diizenler. Keloidlerin
hiicre dig1 matrisinde, yiiksek fibronektin ve proteoglikanlar ve diisiik hyaluronik asit
seviyeleri goriiliir.?? Fibronektin ve hyaluronik asit, normal yara iyilesmesi sirasinda
eksprese edilen proteinlerdir ve keloiddeki islevsiz diizenlemeleri fibrotik fenotipe
katkida bulunur. Biglikan ve dekorin, kolajen fibrillerini baglayan ve kolajen mimarisini
etkileyen proteoglikanlardir. Keloidler, bu proteoglikanlarin anormal iiretimine sahiptir,
bu da diizensiz hiicre dis1 matris ve kollajen mimarisi ile sonu(;lamr.70

Kollajenin anormal regiilasyonu, onu normal skardan ayiran biiylik kollajendz
kiitle olan keloidin karakteristik fiziksel goriinimiine yol acar. Keloidlerdeki kolajen
igerigi, normal doku veya skar ile karsilagtirildiginda yiiksektir ve diizensizdir. Kollajen
demetleri daha kalin ve daha dalgalidir ve keloidler mikroyapisal diizeyde ayirt edici
“kollajen nodiilleri” icerir.}®® Normal deri ve skar ile karsilastirildiginda keloidlerde tip
I kollajenin tip III kollajene orani 6nemli dl¢iide artmistir ve bu fark hem transkripsiyon
6ncesi hem de transkripsiyon sonrasi seviyelerden kaynaklanmaktadir.”

Kollajen esas olarak fibroblastlar ve endotel hiicreleri tarafindan iretilir. Keloid
fibroblastlari otonom bir sekilde daha fazla kollajen liretmek i¢in daha diisiik bir esige
ve daha yiiksek cogalma kapasitesine sahiptir.70

Matriks metalloproteinazlar ve matriks metalloproteinazlarin doku inhibitorleri
potansiyel olarak keloid olusumunda &nemli bir rol oynar. Kollajen, fibroblastlarda ve
inflamatuar hiicrelerde iiretilen kollajenaz tarafindan pargalanir. Kollajenaz inhibitorleri,
a-globulinler ve plazminojen aktivator inhibitorii-1 konsantrasyonlar: hem in vitro hem
de in vivo keloid ¢alismalarinda yiikselirken, pargalayici enzimlerin seviyeleri siklikla
azalir.’?**?" MMP aktivitesi, keloid ve normal fibroblastlar arasinda farklilik gosterir ve
bu farkliliklarin fenotipi dogrudan etkiledigi goriilmektedir.*?® Keloidlerin fenotipik
goriinlimiinde kollajen baskin oldugu igin, kollajen metabolizmas1 ve 6zellikle matris
metalloproteinazlarin modiilasyonu, terapotik miidahalenin hedefleridir.”

Iyilesen yaraya uygulanan mekanik gerilim, kolajen olusumunun yéniinii yanlis
hizalar ve keloid olusumuna neden olur. Mekanik gerilim, fibroblast proliferasyonunu
ve kollajen sentezini yonlendirir. In vitro ve in vivo ¢alismalar, esneme ve gerginligin
sadece kolajen iiretimini desteklemekle kalmayip ayni zamanda kolajen yapisini,
oryantasyonunu ve dermal remodelingi etkiledigini ileri siirmiistiir.”® Kolajen, kas

kasilmasina dik olarak ydnlendirilir; bu nedenle kas liflerine dik kesiler teorik olarak
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dogal olarak yonlendirilmis kolajen ile iyilesir.”® Cilt gerilim hatlarma paralel olarak
olusturulan insizyonlar nadiren anormal skarlar olusturur, oysa eklem hareket
bolgelerine yerlestirilen insizyonlar siklikla anormal skarlasma gosterir.™*

Keloid ve hipertrofik skar olusumu, kesintili emilmeyen siitiir yerine emilebilir
subkiitikiiler siitiir kapama kullanilarak en aza indirilebilir, bdylece cilde siitiir travmast
simirlandirlir.®®! Ayrica, cildi karakteristik olarak zayif gerginlige sahip olan yash
hastalarda anormal yara izi nadiren gelisir.70

Kulak memesi ve gogiis duvar gibi sik keloid olusum bolgelerinin gergin olup
olmadig1 konusunda anlagsmazlik vardir. Germe ve gerilim nihai skar gorliniimiiniin
onemli belirleyicileri olmasina karsin hipertrofik skarlagsmanin patogenezinde keloid
olusumunda oldugundan daha baskin bir rol oynayabilirler. Bununla birlikte, tiim cilt
iyilestirme modellerinde esneme ve gerilim kuvvetleri dikkatli bir sekilde dikkate
almmalidir.”

Keloidler belirli insan 16kosit antijenleri ile iligkili oldugundan, deri hasarina kars1
kalitsal bir anormal bagisiklik tepkisi keloid olusumuna neden olabilir.**?

Keloidler daha koyu tenli bireylerde ortaya ¢ikma egilimindedir ve ailesel
egilimlerin poligenik bir kalittm modeli vardir. Bununla birlikte, 175 Malezyali keloid
hastasi ilizerinde yapilan bir ¢caligmada, daha koyu ten renginin, yiiksek bir keloid orani
ile dogrudan iligkili olmadig1 gésterilmistir.l‘o’3 Genetik bir etki muhtemelen bagisiklik
fenotipi araciligiyla ortaya cikar. Calismalar, keloid diyatezi olan hastalarda A kan
grubu ile insan 16kosit antijeni B14, 21, BW35, DR5 ve DQW3 arasinda iliski oldugunu
diisiindiirmektedir.” Keloid gelisen hastalarda alerji insidansi orantisiz olarak yiiksektir

ve serum immiinoglobulin E seviyeleri yiiksek bulunmugtur. 341

Cok sayida
calismada, keloidli hastalarda serum kompleman, immunglobulin G ve immunglobulin
M paternlerinde egilim bulunmustur, bu da genetik olarak keloid olusumuna yatkin
sistemik bir immiin durumu diisiindiiriir.”

Keloid olusumu bir otoimmiin bag dokusu hastaligi olarak kabul
edilebilir. Dolasimdaki antifibroblast antikorlari, Hashimoto tiroiditindeki antitiroid
antikorlara benzer sekilde fibroblastlara baglanabilir ve proliferasyonu ve Kkollajen
iretimini uyarabilir. Keloidlerin, Rubinstein-Taybi sendromu, Ehlers-Danlos sendromu,
progeria, osteopoikilosis, skleroderma ve pakidermoperiostoz dahil olmak {izere bir dizi

baska genetik bag dokusu hastalig ile iligkili oldugu bulunmustur. Klinik kanitlar ayrica
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keloid gelistiren hastalarin asir1 duyarli hiicre aracili bir immiin sisteme sahip oldugunu
géstermektedir.70

Yavas bir baslangic fazi ve ardindan hizli ikincil biliylime ile karakterize
keloidlerin ~ biliylimesi, lokal immiin  reaksiyonunun meydana  geldigini
diisiindiiriir.”® Cerrahi insizyonlarm kapatilmasinda monofilamentdz siitiir kullanilmast,
muhtemelen daha az lokal inflamasyona bagli olarak, multifilamentdz siitiir ile
karsilastirildiginda daha az anormal yara izi ile sonuglanir.*® Ayrica, immiin sistemi
olmayan farelere yerlestirilen aktif olarak biiyliyen keloid eksplantlari, baslangicta
biiyiir ve sonra revaskiilarizasyona ragmen geriler. Bu gerileme, sistemik bir bagisiklik
tepkisinin, eksplantasyondan once biliylimelerini etkiledigi teorisini
desteklemektedir,*3" %

Keloidler, sebuma karsi bir bagisiklik reaksiyonundan kaynaklanabilir. Dermal
hasar pilosebase Tlniteyi sistemik dolagima maruz birakir ve sebuma duyarli T
lenfositleri olan kisilerde hiicre aracili bir immiin yanit baslatilir. Sitokinlerin, 6zellikle
interlokinlerin ve TGF-f'nin salinimi, mast hiicre kemotaksisini ve fibroblast kollajen
tiretimini uyarir. Keloid genisledikge, ilerleyen smirdaki diger pilosebase iiniteleri
bozulur ve siire¢ yayilir. Keloidler daha sik olarak gogiis duvari, omuz ve kasik bolgesi
gibi yag bezlerinin yiiksek yogunlukta oldugu anatomik bolgelerde ortaya ¢ikar ve
nadiren avug i¢i ve ayak tabani gibi yag bezlerinin bulunmadig1 anatomik bolgelerde
gén’ih’ir.“o Sebum reaksiyonu hipotezi ayn: zamanda neden sadece insanlarin, yani
gercek sebasedz glandlara sahip tek memelilerin keloidal skardan etkilendigini de

a<;1klar.70

2.5. Hipertrofik Skar ve Keloid Tedavi Protokolleri

Patolojik skar formasyonu ig¢in fiziksel, farmasétik ve cerrahi bir¢ok tedavi
protokolii olmasina karsin higbiri skarin normal bir cilde doniisiimiinii saglayamaz. Bu
tedavi protokolleri skarin goriinlimiinii hafifletmeye yoneliktir ve bircogunun
kullanimini destekleyen kanitlar yetersizdir. Skar yonetiminde sadece silikon jel ve
intralezyonel steroid enjeksiyonu i¢in yeteri kadar kanit oldugu bildirilmistir. Ancak bu
tedavi protokollerinin bile yetersiz oldugu kisimlar mevcuttur. Uzun siireli kullanimda

silikon jel tedavisi hipertrofik skarlarin diizlesmesine ve yumusamasina yardimci olur
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fakat keloidler icin etkisi yetersizdir. Steroid enjeksiyonlarmin ise dermiste incelme,
telenjiektazi, pigmentasyon degisiklikleri gibi yan etkileri mevcuttur. Bu nedenle, etkili
bir tedavi protokolii arayisi, bir klinik ihtiya¢ olarak onlimiizde durmaya devam

etmektedir.14+142

2.5.1. Cerrahi Tedavi

Patolojik skarin cerrahi eksizyonu en eski tedavi yontemi olmasina karsin, tek
basma kullanildiginda rekiirrens orani % 50-80°dir.*® Basar1 oranmi artirmak igin,
cerrahi; intralezyonel steroid enjeksiyonu, radyoterapi, basi giysisi veya silikon jel
uygulamasi gibi diger tedavi protokolleri ile kombine edilmelidir. Cerrahi skar
revizyonunda, yara miimkiin ise gevsek deri gerilim cizgilerine paralel kapatilmali,
inflamasyonu tetikleyecek siitiir materyallerinden kaginilmalidir. Cerrahi alandaki
epitelyal traktlar ve kistler gibi dokular ortamdan uzaklastirilmali, yara gerginligi
minimumda tutulmali, gerekir ise lokal flepler, z plastiler veya seri eksizyonlar

yapllmalldlr.70'l44'145

2.5.2. Intralezyonel Kortikosteroid Enjeksiyonu

Intralezyonel kortikosteroid enjeksiyonu patolojik skar tedavisinde en sik
uygulanan yi')ntemdir.146 Enjeksiyonlar tek basma veya diger tedavi modelleri ile
kombine sekilde uygulanabilir. Klinik pratikte siklikla cerrahi ile kombine edilir.
Cerrahi tedaviye intralezyonel kortikosteroid eklenmesi ile % 50-100’lik bir cevap ve %
9-50° ye varan rekiirrens bildirilmistir. Kortikosteroid tek basina kullanildiginda heniiz
olusmus hipertrofik skarlar1 diizlestirebilir. Eski lezyonlarda ise semptomatik olarak
diizlesme ve yumusama saglar.**’ En sik kullanmilan ila¢ Triamsinolon asetonid olup
gelismekte olan hipertrofik skar veya keloid igin 5-10 mg/ml dozunda, 3 ile 6 hafta
araliklarla; dnceden var olan hipertrofik skar veya keloid i¢in ise 10-40 mg/ml dozunda
ayda 3 kez intradermal uygulanabilir.}*® Siklikla 3-4 hafta ara ile 3-4 seans seklinde 10-

40 mg/ml intralezyonel uygulanmaktadir.**°

Derin dermise gecisi kisithgr oldugu igin
topikal uygulamanin etkili olmadig g('jsterilmistir.l‘r’0 Steroidler inflamatuar yaniti

baskilayarak ¢alisir ve hiicresel proliferasyonu azaltir, bu yiizden aktif skarlarda daha
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etkilidir.™®* Triamsinolon, normal ve keloid fibroblastlarin proliferasyonunu inhibe eder,
kollajen sentezini baskilar, kollajenaz iiretimini arttinr.*** Carrol, Triamsinolonun
normal ve keloid fibroblast kiiltiirlerinde hiicre dis1 matris sentezini artiran TGF-B1
seviyelerini azaltirken, kollajen sentezini inhibe eden ve kollajen yikimini uyaran
FGF’yi arttirdigin1 gostermistir. Bu sonug intralezyonel steroid enjeksiyonlarindan
sonra goriilen keloidlerin klinik diizlesmesini kismen agiklayabilir.™®? Bununla birlikte,
intralezyonel uygulama agrilidir ve ciltte incelme, depigmentasyon ve telenjiektazi gibi

yan etkileri mevcuttur.'*®

2.5.3. Silikon Jel Uygulamasi

Silikon materyaller sentetik polimerlerdir. Polimer zincirin uzunlugu ve ¢apraz
baglarin miktarma gore akiskan jel veya lastik yapisinda olabilir."** 1982’de ilk kez
ortaya ¢ikmasindan bu yana, silikon tabaka ve silikon i¢eren pomadlar, var olan
hipertrofik  skarlarin  kiigiiltiilmesi ve yeni hipertrofik skarlarin  olusumunun
engellenmesi amaciyla yaygin sekilde kullanilmaktadir. Hipertrofik skar itizerindeki
etkileri bircok calismada bildirilmistir.”®® Giiniimiizde silikonun skar Onleyici bir
ozelligi bulunmadigi, silikon tabakanin okliizyon yaparak hidrasyonu arttirmasi

sayesinde etki gosterdigi diisiiniilmektedir. ™

Kapiller aktiviteyi ve Kkollajen
depolanmasini azaltir.”™ Silikon jel, hipertrofik skarin kizariklik, kasinti, sertlik ve
kalinliginda azalmayi saglar ancak tam olarak iyilesmeyi saglayamamaktadir. Skar
voliimiinii azaltirken, elastisiteyi % 60-100 oraninda komplikasyon olmadan arttirir.™’
12 saatlik periyodlarla yaklasik 4-6 ay kullanimi 6nerilmektedir. Tedavi amach ya da
cerrahi sonrasi proflaktik amagli kullamlabilmektedir.®® Topikal silikon tedavisi
kullanilabilirligi, fiyati, uygulama kolayligi, ciddi yan etkilerinin az olmasi ve goreceli
etkisi ile hipertrofik skarlar i¢in ilk basamak tedavilerden olmaya devam edecektir.
Hasta uyumu ve tercihine bagli olarak silikon jel tabaka ya da silikon bazli jellerden biri

kullanilabilir.*>®
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2.5.4. Basing Tedavisi

Kompresyon giysileri 6zellikle hipertrofik yanik izleri i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Skarin yumusamasinda ve incelmesinde etkilidir. Basing genellikle
stingerler, plastik plaklar, silikon jel ve tabakalar araciligi ile skara uygulamr.160 Basi
tedavisi yaranin reepitelizasyonu tamamlandiginda baglanmali, glinde 8- 23 saat, 12-18
ay boyunca skar matiir hale gelene kadar kullanilmalidir. Basar1 oran1 genellikle hasta
uyumuna baghdlr.161 Uygulanacak basincin, dogal kapiller basinci asan 24 mmHg ile
periferik kan akimimni engellemeyen 30 mmHg basinci arasinda olmasma dikkat
edilmelidir.**’

Uyguladig1 24-30 mm-Hg basing skar i¢indeki kapillerlerde okliizyona yol agarak
dokuda hipoksi olusturmaktadir. Lokal hipoksi nedeniyle fibroblastlar baskilanir,
kondroitin-4 siilfat miktar1 ve interkollajen baglarda azalma olur. Apopitoz siirecinin
devamu ile skar dokusu daha avaskiiler hale gelir. Bu oksijen ihtiyacini arttirirken,
lizozomlardan proteaz saliimi ve fibroblast Sliimiine neden olur."**'®* Fibroblastlarda
ve kollajen sentezinde azalma ile kollajenaz aktivitesini artirarak hipertrofik skari
onlemekte veya tedavi etmekte oldugu belirtilmistir. Fakat etkinligi agisindan literatiirde
giiclii kanitlar mevcut degildir. Her anatomik bolgede istenilen basing elde edilememesi

ve hasta uyumu agisindan zahmetli bir tedavi yontemi olmasi dezavantajlarlndandlr.165

2.5.5. Radyoterapi

Hipertrofik skar ve keloidlerde radyoterapi monoterapi seklinde uygulanabilse de
yiiksek rekiirrens nedeni ile siklikla cerrahi ile birlikle kombine edilmektedir.
Monoterapide cevap orani % 10-94 iken niiks orani % 50-100’diir. Bu nedenle
genellikle cerrahi sonrasi erken dénemde birkag seansta verilir."**'®” Radyoterapinin
etkisini apoptozisi arttirarak gosterdigi disiiniilmektedir. Shenkang, keloid fibroblast
hiicre kiiltiiriinde yaptig1 calismada, 8 Gy dozunda verilen gamma 1sinlarinin keloid
fibroblastlarinda apoptozisi iki kat arttirdigim gostermistir.*®® 100- 1200 cGy, 3 veya 4
boyutta, 3-6 doz seklinde genis bir tedavi protokol araligi mevcuttur ve erken
postopertatif donemde kullanilmaktadir. 30 Gy’den yiliksek dozlarda optimal lokal

169

kontrol saglandigi  gosterilmistir. Yara iyilesmesinin bozulmasi, eritem,

29



hipopigmentasyon ve  hiperpigmentasyon gibi  pigmentasyon  bozukluklari,

169 Kullanim

deskuamasyon, iilserasyon, alopesi, atrofi gibi yan etkileri mevcuttur.
teorik olarak malignensiye yol agma riski nedeniyle kisithdir.'™®  Literatiirde
radyoterapiyle keloid tedavisi sonrasi gelisen malignitelerle ilgili ¢ok az sayida bildiri
mevcuttur. Yine de bu tedaviyi alacak hastalara potansiyel tehlike hakkinda bilgi

verilmelidir.t"1172

2.5.6. Lazer Tedavisi

Lazerler, dokuda termal reaksiyona neden olarak etki gostermektedir.*’® Ik olarak
karbondioksit (CO2) lazer (dalga boyu; 10,600 nm) ve argon lazer (dalga boyu; 488
nm) hipertrofik skar ve keloid tedavisinde kullanilmistir ancak yiiksek rekiirrens

149,174 .
Bu konuda en umut verici sonuglar,

oranlar1 nedeniyle artik kullanilmamaktadir.
585-nm pulsed dye lazer uygulamasiyla goriilmektedir. Etkinlik orani %75 olarak
bildirilmistir. Nd:YAG ve pulse dye lazerlerde rekiirrenste % 60 azalma oldugu
bildirilmistir. Pulse-dye lazerler hemoglobin molekiillerinin selektif termolizisine yol
acarak mikrovaskiiler hasara ve koagiilatif nekroza neden olur. Kan damarlarinda direk
destriiksiyona yol acarak ve c¢evre kollajeni indirek olarak etkileyerek kollajen
modelingi ve yara kontraksiyonuyla skari diizgiinlestirir.'”> Melanin pigmentinin
hemoglobinle bu konuda yarismasi, keloidlerin daha ¢ok goriildiigii koyu tenli kisilerde
bu metodun etkinligini azaltmaktadir.'”® Diger yontemler ile birlikte kombine

kullanilabilmektedir.*%®

2.5.7. Kriyoterapi

Kriyoterapi uygulamasi, hiicre hasar1 ve mikrosirkiiler bozukluga neden olur.
Hipoksi sonucu doku nekrozu goriiliir. Hipertrofik skarlar kriyoterapiye keloidlerden
daha iyi yanit verirler. Kriyoterapinin kullanimi, pigmentasyon degisiklikleri, cilt
atrofisi ve agr1 gibi yan etkileri nedeniyle kii¢lik skarlarin tedavisi ile sinirlidir.
Zouboulis, keloid ve hipertrofik skarlarin tedavisi i¢in bir intralezyonel kriyoterapi
cihazi gelistirmis ve 12 hasta tizerinde yaptig1 calismada, lezyon boyutlarinda ortalama

% 51 oraninda kiigiilme; agri, kasinti, lezyon sertligi ve skar rengi gibi belirtilerde
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iyilesme saptadigini bildirmistir."”® Kalic1 hipopigmentasyon, hiperpigmentasyon, cilt

atrofisi ve agr sik goriilen yan etkileridir.*®

2.5.8. interferon Tedavisi (IFN)

Kollajen sentezini azaltan, TGF-f’y1 ve histamini azaltarak antiproliferatif etkiler
gosteren IFN, hipertrofik skar ve keloid tedavisinde intralezyonel enjeksiyonlar ile
uygulanmaktadir. Yan etkileri arasinda grip benzeri semptomlarin gelismesi, pahali
olmasi ve enjeksiyon sirasinda olusan agr1 IFN kullanimini kisitlamaktadir. Keloidlerde
kullanildiginda keloidin yilizey alanimni azaltmasina ragmen niiks ve IFN direnci

gt’n’iilmektedir.177‘178

2.5.9. imiquimod Tedavisi

Imiquimod, genital sigiller, bazal hiicreli karsinom ve aktinik keratoz tedavisi i¢in
gelistirilmis immun sistem modiilatorii topikal bir ajandir. Etkisi, proinflamatuar
sitokinlerin, ozellikle de IFN-a’nin stimulasyonudur. Interferon-o, kollajen yikimini
arttirir.  Imiquimod, bunun yaminda apoptozisle ilgili genlerin ekspresyonunu
arttirmaktadir. Bu 0Ozellikleri nedeniyle, keloid ve hipertrofik skarlarin tedavisinde

kullamlrms‘ur.179

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, rediiksiyon mammoplasti
sonrast imiquimod kullanilan hastalarda, kullanilmayan hastalara gore skar kalitesinin
daha iyi oldugu bildirilmistir*® . Imiquimod % 5 krem ile yapilan ¢alismalar olumlu
sonuglar vermis olsa da hem bu caligmalarin azlig1 ve yapilan c¢alismalardaki 6rnek
yetersizligi, hem de takip siiresinin kisaligi nedeniyle kesin etkileri hakkinda karar

vermek i¢in heniiz erken goriinmektedir.'®!

2.5.10. Retinoik Asit Tedavisi

Retinoidler epidermal proliferasyonu artirirken fibroblastlar1 inhibe ederler ve
iyilesme siirecini normal rejenerasyona kaydirirlar. In vitro veriler retinoidlerin normal

ve keloid fibroblastlarinin proliferasyonunu ve kollajen iiretimini modiile edebildigini
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gostermektedir. Retinoidler ayrica keloid patogenezinde rol alabilecek sebum {iretimini
de baskalar.*®

Oral vitamin A nin keloid skarlarin goriiniimiinde iyilesme yarattigi gozlemine
dayanarak % 0.05’lik retinoik asidin yara iyilesmesine ve anormal skar olusumuna
etkisini arastiran bazi caligmalar yapilmistir. Elde edilen sonuglar olumlu olsa da
vitamin A’nin deriden absorbe edilebilmesi ve buna bagl gelisebilecek hipervitaminoz
ve teratojenik etkiler nedeniyle kullanimi nerilmemektedir.'®® Ayrica 1s18a duyarlilik,

ciltte tahris, cilt atrofisi gibi yan etkileri mevcuttur,

2.5.11. 5-Florourasil (5-FU)

5-FU, fibroblastlar iizerinde proliferasyon azaltici etkisi olan bir antimetabolittir
ve glokom cerrahisi sonrasi skar olusumunu ve buna baglh rekiirrensi engellemek i¢in
kullanilmistir.*®* Intralezyonel 5-florourasil (5-FU) enjeksiyonu hipertrofik skar ve
keloid tedavisinde denenmistir.'®® Yapilan c¢aligmalarda, 5-FU’nun etkisini sadece
fibroblast proliferasyonunu engelleyerek degil, ayn1 zamanda migrasyon, biiylime
faktorleri, kollajen ve fibronektin tiretimi gibi fibroblast fonksiyonlarini inhibe ederek
de ortaya koydugu g(isterilmistir.186 Enjeksiyonlar agrili olabilir; purpura ve iilser
olusumu gibi ciltte yan etkiler goriilebilir. 5-FU tedavisi kortikosteroid kullanimi ile
kombine edildigi zaman enjeksiyonlarin daha az agrili oldugu, tedaviye yanit hizinin

arttig1 ve yan etkilerin azaldig1 tespit edilmigtir, %%

2.5.12. Diger Tedaviler

Etkileri sinirlt olan daha farkli tedavi yontemleri de yaymlanmustir. Intralezyonel
formalin, pepsin, hidroklorik asit, intralezyonel kreosot yagi, nitrojen mustard,
metotreksat ve ultrason uygulamalari g¢esitli kombinasyonlarda kullanilmistir.
Cerrahiden sonra alfatakoferol, intramuskiiler asiatikosis, topikal tiotepa, nitrat,
medekassol, oral beta amino propionitril ve topikal ¢inko bantlari ile iyi sonuclar elde
edilememistir.****®" Hipertrofik skar ve keloidlerdeki kollajen sentezini inhibe etmek

icin bir¢ok ajan denenmistir. Protein sentez Onleyicileri penisilamin ve kolsisin de
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arastirilmistir."® Hayvan modellerinde anti-TGF-B antikorlari kullanilmis ve hipertrofik

skar dokusunda ve kollajen igeriginde azalma saptanmustir.'®®

2.6. Bu Calismada Kullanmilan Medikal Ajanlar
2.6.1. Regorafenib

Regorafenib, kanserlesme siirecinde, onkogenezde, tiimor anjiyogenezinde
ve timor mikrogevresinin modiilasyonu gibi patolojik siireclerde yer alan tirozin
kinazlarin aktivitesini bloke ettigi gdsterilen bir oral multi-kinaz inhibitériidiir.”®

Regorafenib (BAY 73-4506, Stivarga®), anjiojenik (VEGFR1-3, TIE2), stromal
(PDGFR, FGFR) ve onkojenik (KIT, RET, RAF) reseptor tirozin kinazi hedefler.
Tiim standart terapilerden sonra progrese olan metastatik kolorektal kanserde surviye
katkis1 olan ilk kiiclik molekiil multi kinaz inhibitérdiir. 2012°de bu endikasyonla
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onay almistir. Ayrica standart tedaviden sonra
progrese olan metastatik gastrointestinal stromal tiimorii (GIST) olan hastalarda
Regorafenib tedavisi plaseboyla karsilastirildiginda progresyonsuz sagkalimda
onemli gelisme saglamistir ve 2013’te bu endikasyonla FDA’dan onay almistir.
2017°de daha once Sorafenib ile tedavi edilmis ileri evre hepatoseliiler karsinomu
olan hastalarin tedavisinde FDA tarafindan onaylanmistir. Regorafenib ayrica
cogunlugu faz 2 olmak {iizere ¢esitli klinik deneylerde farkli tiimorlerde (renal hiicreli
karsinom, yumusak doku sarkomu, medullar tiroid karsinom) incelenmektedir.®

(Sekil 5)

Stivarga®4omg
film kapli tablet
Regorafenib

Uretim yeri: Bayer A(

G,
Wiesdorf/Leverkusen/Almanya

Ruhsat numaras:
18/05/2015 - 2015/410
28 film kapli tablet

Sekil 5. Regorafenib (BAY 73-4506, Stivarga®)
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2.6.1.1. Etki Mekanizmasi

In vitro biyokimyasal veya hiicresel ¢alismalarda, Regorafenib ya da major
insan aktif metabolitleri M-2 ve M-5’in RET, VEGFR 1-3, KIT, PDGFR, FGFR1,2,
TIE2, DDR2, TrkA, Eph2A, RAF-1, BRAF, BRAFV600E, SAPK2, PTK5, Abl
aktivitelerini inhibe ettigi gésterilmistir.3 (Sekil 6)

Stromal RTKs | { Angiogenic RTKs I [ Oncogenic RTKs

FGFR PDGFR-3  VEGFR TIE-2 RET KIT

LN
V& aif ) [ \
7 \/ \\ }
(Res 1
’ . o
PIBK ) ™ /}\‘(,_\JAK\, ) (srRC)
g "y
R— Raf ) p ~
e il (raC1)
N
p——— P T T/
Akt ) (MEK (STAT ) A
N \I N QJNK/)
I (:E/R?;) ﬂ T
Tumor cell Tumor cell Differentiation, Extracellular
survival proliferation apoptosis matrix formation

Sekil 6. Regorafenib’in etki mekanizmasi'*® (Goel, 2018)

2.6.1.2. Farmakokinetik ve Eliminasyonu

Regorafenib standart dozu oral olarak giinlik 160 mg’dir. Oral alinan
Regorafenib’in ortalama biyoyararlanimi % 69’dur. Enterohepatik dolagima girer ve
24 saatlik doz araligi boyunca ¢oklu plazma konsantrasyon pikleri gosterir. Insan
plazma proteinlerine yiiksek oranda baglanir ve CYP3A4 ve UGT1A9 tarafindan
metabolize edilir. Regorafenibin insan plazmasinda ana metabolitleri M-2 (N-oxide)
ve M-5 (N-oxide ve N-desmetil)’dir. Her iki metabolit benzer in vitro farmakolojik
aktivite gosterir. Regorafenib’in ve M-2 metabolitinin plazmada eliminasyon
yarilanma omrii 28 ve 25 saattir. M-5 51 saatle daha uzun eliminasyon yarilanma

omrii gosterir. Radyoaktif olarak isaretlenmis bir Regorafenib dozunun yaklasik %
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71°1 feges ile ve % 19’u iriner olarak atilir. Regorafenib farmakokinetigi tizerinde

yas, cinsiyet veya kilonun klinik olarak anlamli bir etkisi yoktur.3

2.6.1.3. Preklinik Veri

Regorafenibin rat uylugunda intramuskuler olarak biiyiitiillen GS9L glioblastom
ksenogreftinde tiimor vaskiilaritesi {izerindeki farmakodinamik etkisi Gadomer-17
kullanilarak dinamik kontrastli manyetik rezonans goriintileme (MRI) ile in vivo
olarak gosterilmistir. Gadomer-17, vaskiiler gegirgenlikteki degisiklikleri gostermek
icin kullanilabilen kolay ekstravaze olan preklinik makromolekiiler MRI kontrast
maddesidir. Bir kez 10 mg/kg dozda oral olarak uygulanan Regorafenib rat GS9L
glioblastom timor ksenograftlarinin damar sisteminde intravaskiiler Gadomer
ekstravazasyonunu onemli Olclide azaltmistir. Ekstravazasyonun modiilasyonu, bu
modelde terapotik antitiimor etkinligi ile korele oldugu bulunan 10 mg/kg doz ile 4
giinliik Regorafenib uygulamasiyla da analiz edilmistir ve tek doz ¢alismasina benzer
bir farmakodinamik etki gézlenmistir. Giinliikk dozlama ¢alismasinda farmakodinamik
etkilerin son dozdan sonra 48 saat daha devam ettigi ve timodr biliylime

inhibisyonuyla korele oldugu gtisterilmistir.191

Yapilan bir hayvan deneyinde 10 ve 30 mg/kg giinliik dozlama sonrasi1 bir insan
kolorektal ksenogreftinde tiimor mikrodamarlanmasinda 6nemli azalma gdzlenmistir.
Regorafenib, ¢esitli preklinik insan ksenogreft modellerinde giiclii doza bagl timor

biiyiime inhibisyonu sergilemistir.***

2.6.1.4. Klinik Veri

28 giinde bir tekrarlanan 21 giin tedavi 7 giin ara programiyla giinde bir kez 160
mg tablet dozu, tek ajan Regorafenib ig¢in maksimum tolere edilen doz olarak
belirlenmistir.*®

Daha oOnce tedavi gormiis metastatik kolorektal karsinomda Regorafenib
monoterapisi (CORRECT) c¢alismasi, onaylanmig tiim standart tedavilerden sonra
timorii ilerleyen metastatik kolorektal kanserli hastalarda Regorafenib'in etkinligini

degerlendirmek i¢in yapilan bir Faz III ¢calismasidir. Bu deneme, dort farkli kitada 16
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iilkede 114 merkezi kapsayan randomize, plasebo kontrolli, ¢ift kor bir
calismadir. Kabul edilemez toksisite nedeniyle mevcut tiim standart tedavilerde ilerleme
gosteren veya tedaviyi birakan metastatik kolorektal karsinomlu hastalar, Regorafenib
veya plaseboyla tedavi edilmistir. Regorafenib, 21 giin boyunca giinde bir kez 160
mg'lik dozda verilmis, ardindan 7 giin istirahat edilmistir. Bu sekilde 28 giinliik
dongiilerle ilag uygulanmistir. Genel sagkalim Regorafenib grubunda 6,4 ay iken
plasebo grubunda 5,0 aydir. Bu calisma, standart sitotoksik ve hedefe yonelik
tedavilerden sonra ilerleyici kolorektal kanserli hastalarda Regorafenib’in plaseboya
kiyasla sagkalimi onemli Olglide uzatabildigini gostermektedir. Hedefe yonelik
tedavilerin rolii i¢in daha fazla kanit saglamakta ve tedaviye direngli popiilasyonda
potansiyel yeni bir tedavi sunmaktadr.'%

Ayrica, Regorafenib, standart tedavilerle progrese olan metastatik gastrointestinal
stromal tiimdrli (GIST) hastalarda plaseboya kiyasla progresyonsuz sagkalimda énemli
bir iyilesme saglamigtir ve 2013'te bu endikasyonda FDA’dan onay almistir.
2017'de, Regorafenib, daha once Sorafenib ile tedavi edilen ilerlemis hepatoseliiler
karsinomali (HCC) hastalarin tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanmigtir. Bu durumda
Regorafenib, plaseboya kiyasla progresyonsuz sagkalimi ve genel sagkalimi onemli
Olclide 1yilestirmistir. Ayrica renal hiicreli karsinom, yumusak doku sarkomu ve
mediiller tiorid kanseri gibi diger kanser tiirleri i¢in devam eden ¢ogunlukla faz II

caligmalari mevecuttur.®

2.6.1.5. Toksisite Analizi
2.6.1.5.1. Dermatolojik Toksisite

CORRECT c¢alismasinda metastatik kolorektal kanserli 760 hastada,
Regorafenib cilt ve subkutan dokuyu igeren el ayak cilt reaksiyonu ve doz
modifikasyonu gerektiren siddetli dokiintiilii yan etkiye sebep olmustur. (% 72-%
24) 1%

Eritema multiforme (% 0,2) ve Steven Johnson sendromu (% 0,2) i¢eren ciddi
deri reaksiyonlar1 Regorafenib ile tedavi edilen hastalarda daha sik goriilmiistiir. Tiim
klinik ¢aligmalarda Regorafenib ile tedavi edilen 1200 hastanin % 0,17’sinde toksik

epidermal nekrozis meydana gelmistir.
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Bir meta analizde mCRC, GIST, RCC ve HCC olan 1078 hasta Regorafenib ile
tedavi edilmis ve el ayak sendromu insidansinin timoér tipine gore degistigi
gosterilmistir. El ayak sendromu insidans1 RCC’de % 71,4, GIST’te % 60,2, HCC’de
% 50, mCRC’de % 46,6 olarak bulunmustur.***

2.6.1.5.2. Hipertansiyon, Kardiyak Iskemi, infarkt

CORRECT g¢alismasinda Regorafenib’in hipertansiyon (% 30), miyokardiyal

iskemi ve infarkt (% 1,2 ve % 0.4) insidansini artirdig1 gosterilmistir.*®

2.6.1.5.3. Hepatotoksisite

CORRECT g¢alismasinda metastatik karaciger hastaligi olan hastalarda
Regorafenib grubunda % 1,6 ve plasebo grubunda % 0,4 fatal hepatik yetmezlik

goriilmiistiir. 193

2.6.1.5.4. Gastrointestinal Perforasyon ve Fistiil

Yapilan bir ¢alismada Regorafenib ile tedavi edilen 199 GIST hastasinin %

2,1’inde gastrointestinal fistiil veya perforasyon gelismistir, 2 vaka fataldir.*®

2.6.1.5.5. Hemoraji

CORRECT c¢alisgmasinda Regorafenib’in  hemoraji  insidansint  artirdigt
gésterilmistir.193

Regorafenib grubunda % 21, plasebo grubunda % 8 hemoraji goriilmiistiir. Fatal
hemoraji Regorafenib ile tedavi edilen hastalarm % 0,6’sinda respiratuar,

gastrointestinal ve genitoiiriner traktta meydana gelmistir.>
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2.6.1.5.6. Embriyo-Fetal Toksite

Regorafenib Onerilen dozda elde edilen konsantrasyondan daha disiik

konsantrasyonlarda rat ve tavsanlarda embriyonik letal ve teratojenik bulunmustur.?

2.6.2. Triamsinolon Asetonid

Intralezyonel kortikosteroid enjeksiyonu patolojik skar tedavisinde uygulanan en
stk yontemdir.**® Keloidlerin ve hipertrofik skarlarin tedavisinde ve profilaksisinde tek
basina veya diger yontemlerle kombine olarak kullanilmaktadir. Kortikosteroidler
kollajen  sentezini, glikozaminoglikan  sentezini, inflamatuar mediatorlerin
ekspresyonunu ve yara iyilesmesi sirasinda fibroblast proliferasyonunu azaltarak asiri
skar olusumunu baskilar. Kollajen dejenerasyonunu artirir. Triamsinolon asetonid

® intralezyonel

lezyon i¢i uygulamada 1iyi belgelenmis bir kortikosteroiddir.™
Triamsinolon asetonid enjeksiyonunun hastalarda kismi semptomatik iyilesmeye yol
actigi rapor edilmistir. Intralezyonel kortikosteroidlerin hipopigmentasyon, dermal
atrofi, telenjiektazi ve enjeksiyonla agr1 gibi istenmeyen etkileri bulunmaktadir.*’
Calismamizda 28 ve 35’inci giinlerde 40 mg/ml dozunda intralezyonel olarak
uygulanan Kenacort-A ®, hipertrofik skarda en yaygmn kullanilan ajan olan

Triamsinolon asetonid preparatidir (Sekil 7).

Steril - Apirojen

Kenacort™A
|.M./Intraartikiler

Retard
40 mg Ampul

Triamsinolon asetonid

Sekil 7. Triamsinolon Asetonid (Kenakort-A Retard 40 mg ampul, Deva®)
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3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢aligma Cukurova Universitesi Rektorliigii Deney Hayvanlari Etik Kurul
Bagkanligi’nin 08.07.21 tarihli onay1r ve TTU-2021-14324 proje numarasi ile Cukurova
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Fonu destegi almarak yiiriitiildii.

Calismamiz, Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri Deneysel Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nde ve Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

Bu ¢alismada 16 adet, agirliklart 2000-2600 gr olan 8 haftalik Yeni Zelanda tiirii
tavsan kullamld: (Sekil 8). Istatiksel arastirma igin gerekli olan her grupta olmasi
gereken minimum hayvan sayist ilkesi dogrultusunda her grupta 4 hayvan olacak
sekilde sham grubu, kontrol grubu, Triamsinolon asetonid grubu ve Regorafenib grubu

olmak tizere 4 adet grup olusturuldu.

Sekil 8. Kullanilan deney hayvani (Yeni Zelanda tavsani)

Secilen hayvanlar daha 6nce baska deneyler i¢in kullanilmadi. Bu hayvan tiiriiniin
secilmesinin nedeni, deney modelinin insan ¢alismalari ile korele bilgiler saglamasi ve
bu konu ile ilgili dnceki verilerle karsilastirma yapmay1 olanakli kilan veri tabanlari

bulunmasidir.
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Deney hayvanlar1 Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri Deneysel Uygulama ve
Arastirma Merkezi tarafindan saglandi. Deney hayvanlar1 arastirma siiresince etik
kurallara uygun olacak sekilde ¢elik kafeslerde, her kafeste en fazla 4 tavsan olacak
sekilde tutuldu. Hayvanlar bu siire i¢inde istedikleri kadar su igip yem yiyebildiler.
Barindirildiklart oda, 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlandi. Ayrica
laboratuvarin oda sicakligi termometre ile ve nemi higrometre ile dlgiilerek, sicakligin

23+1°C’yi asmamasi i¢in siirekli olarak aspirator ile havalandirildi.

3.1. Cerrahi Yontem

Morris ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, tavsan kulaklarinda yaratilan kritik
boyuttaki tam kalinlikta defektlerin hipertrofik skara benzer yapida iyilesme paterni
gosterdigi bulunmus ve kantitatif 6lcim yapilabilecek sekilde deneysel hayvan modeli

olustumlrnustur198

. Bu hipertrofik skar modelinde, tavsanlarin kulaklarinin i¢ yiizlerine
birbirlerine esit ve uzak mesafede cilt, cilt altt doku ve perikondriyumun dahil edildigi,
zeminde perikondriyumsuz kartilaj birakildigr defektler olusturulmaktadir. 6mm’lik
perikondriyumsuz defektler hipertrofik skar benzeri iyilesme paterni gosterir.
Olusturulan  hipertrofik skar dokusu miktar1 histolojik inceleme yapilarak
Olclilebilmektedir ve bu sayede olusturulacak deney gruplart sayisal olarak
karsilastirilabilmektedir.

Calismamizda anestezi, 40 mg/kg Ketamin hidrokloriir (Ketasol®, Richter
Pharma ag) ve 5 mg/kg Ksilazin (Xylazinbio®, Bioveta) intramuskuler uygulanarak

yapildi ve yaklasik 10 dakika sonra derin sedasyon sagland (Sekil 9).
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Sekil 9. Ketamin hidrokloriir (Ketasol®, Richter Pharma ag), Ksilazin hidrokloriir (Xylazinbio®,
Bioveta)

Sham grubu hari¢ tiim tavsanlarin kulaklarinin minimal kil folikiili bulunan
ventral yiizleri standardize povidon iodinli soliisyon ve serum fizyolojik ile temizlendi.

Steril olarak ortiildii. (Sekil 10)

Sekil 10. Operasyon oncesi tavsan kulaginin goriiniimii

Deneklerin her bir kulaginda ventral yiizde 4 adet birbirine esit uzaklikta 6 mm’lik

punch biyopsi aleti ile dairesel deri insizyonlart yapildi. Bistiiri yardimiyla 4 adet
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eksizyonel yara tabanda perikondriyum eksizyona dahil olacak sekilde olusturuldu.
Zeminde c¢iplak kikirdagin oldugu 4’er adet 6 mm caph defekt elde edildi. Kanama
kontrolii saglandiktan sonra yaralara pansuman yapilarak yaralar sekonder iyilesmeye

birakildi (Sekil 11), (Sekil 12).

Sekil 11. Kullanilan cerrahi malzemeler

Sekil 12. Defektlerin olusturulmasi

16. giin epitelizasyon tamamlanip hipertrofik skarlar olustuktan sonra denekler her

biri 4 tavsandan olusan 4 gruba ayrildi (Sekil 13).
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Sekil 13. 16. giin hipertrofik skar olusumunun goézlenmesi

3.2. Calisma Gruplar

Grup 1: Sham grubu olarak planlanmis olup 4 adet tavsandan olusmaktadir. Bu
gruptaki deneklerin kulaklarina herhangi bir cerrahi islem ve tedavi uygulanmadi.
Deney sonunda histopatolojik inceleme i¢in 6rnekler alindi.

Grup 2: Kontrol grubu olarak planlanmis olup 4 adet tavsandan olugmaktadir. Bu
gruptaki deneklerin her bir kulaginin ventral kisminda cilt, cilt alt1 ve perikondriyum
eksize edilip zeminde Kkartilaj birakilarak 4 adet 6 mm c¢aph sirkiiler defektler
olusturuldu. 16. giinde epitelizasyonun tamamlanip hipertrofik skar formasyonlarinin
olustugu gozlendi. Bu gruptaki deneklere herhangi bir tedavi uygulanmadi. Hipertrofik
skarlar olusturulduktan sonra 28 giin tedavisiz takip edildi. Deney sonunda
histopatolojik inceleme i¢in 6rnekler alindi.

Grup 3: Intralezyonel Triamsinolon asetonid enjeksiyonu uygulanan grup olup 4
adet tavsandan olugmaktadir. Bu gruptaki deneklerin her bir kulaginin ventral kisminda
cilt, cilt alt1 ve perikondriyum eksize edilip zeminde kikirdak birakilarak 4 adet 6 mm
capl sirkiiler defektler olusturuldu. Bu gruptaki deneklere 28 ve 35’inci giinlerde 40
mg/ml Kenacort-A ® (Triamsinolon asetonid) siispansiyonu intralezyonel olarak
uygulandi. Uygulama 28 gauge igne ile skarin periferinde birbirine 180° olan 2
noktadan girilip intradermal seviyede skarin santraline gelindiginde her bir giriste 10ul
suspensiyon enjekte edilmesiyle yapildi. 44. giinde deney sonlandirilarak histopatolojik
inceleme i¢in 6rnekler alindi.

Grup 4: Regorafenib grubu olarak planlanmis olup 4 adet tavsandan olusmaktadir.

Bu gruptaki deneklerin her bir kulaginin ventral kisminda cilt, cilt alt1 ve perikondriyum
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eksize edilip zeminde kikirdak birakilarak 4 adet 6 mm ¢aph sirkiiler defektler
olusturuldu. 16. giin epitelizasyon tamamlanip hipertrofik skar olusumu goézlendikten
sonra 28 giinde bir tekrarlanan 21 giin tedavi, 7 giin ara programina uyacak sekilde 21
giin boyunca Regorafenib tablet 10 mg/kg/giin dozunda gavaj ile verildi ve 7 giin ara
verilerek tek bir 28 giinliik siklus tamamlandi. Deneyin 44. giiniinde histopatolojik
inceleme i¢in 6rnekler alindu.

16. glinde skarlarin gozlenmesinin ardindan baglanan tedavi siireclerinin 28 giin
sonra tamamlanmasiyla, deneyin 44. giiniinde, skarlar ve skarlardaki gerilemeler
fotograf ¢ekimi ve makroskobik baki ile degerlendirildi. Histopatolojik ve
immiinohistokimyasal incelemeler i¢in 6rnekler toplandi.

Alinan doku ornekleri elektron mikroskobisi ile incelendi. Isik mikroskobisi ile
skar elevasyon indeksi, kollajenizasyon degerlendirildi. immiinohistokimyasal olarak

VEGEF ve a-SMA diizeyleri degerlendirildi.

3.3. Elektron Mikroskobik Yontemler

Elektron mikroskobik degerlendirme icin alinan skar doku pargalar1 Millonig
fosfat tamponu ile hazirlanmis % 5°lik glutaraldehit soliisyonunda 1 saat bekletildikten
sonra iizerinde birka¢ damla glutaraldehit olan dis¢i mumuyla kapl petri lizerinde jilet
yardimiyla 1 mm?*’liikk parcalara ayrildi. Doku pargalar: tekrar glutaraldehit soliisyonuna
alinarak 3 saat kadar tespit edildi. Boylece dokular toplam 4 saat tespit edilmis oldu.
Daha sonra dokular Millonig fosfat tamponunda 10 dk calkalandi. Dokular ikinci kez
Millonig fosfat tamponuyla yikandiktan sonra, Millonig fosfat tamponu ile hazirlanmis
% 1’lik osmium tetraoksit soliisyonu ile ikinci defa tespit edildi ve yine fosfat tamponu

ile iki kez 10’ar dk yikandi. Dokular daha sonra agsagidaki siraya gore dehidrate edildi:

e % 50 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
e % 70 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
e % 86 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
e %96 Etilalkolde +4°C’de 15 dakika
e % 100 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
e % 100 Etil alkolde +4° C’de 15 dakika
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Buraya kadar olan islemler buzdolabinda + 4° C’de gergeklestirildi. Daha sonra

asagidaki islemler oda 1sisinda gerceklestirildi:

e % 100 Etil alkolde 15 dakika
e Propilen oksitte 15 dakika
e Propilen oksitte 15 dakika

Dehidrate edilen doku parcalar1 daha sonra asagidaki soliisyonlar igerisinde
bekletildi:
Propilen oksit + gomme materyali 30 dakika

Propilen oksit + gomme materyali 30 dakika

Bu islemlerden sonra doku parcgalari igerisinde yeni hazirlanmis gdmme materyali
(rezin) bulunan tiiplere alind1 ve bir gece siireyle rotatorda karistirildi.

GOomme Materyali :

e Araldit CY 212 20 ml
o Sertlestirici HY 964 20 ml
e Hizlandirici DY 064 0.6 ml
e Plastiklestirici — Dibiitil Fitalat 1mi

Ertesi giin rotatordan alinan doku pargalari taze hazirlanmig gdmme materyali
kullanilarak Beem kapsiillere gomiildii ve 60 °C etiivde 48 saat polimerize edildi. Daha
sonra bloklar etliivden c¢ikarillarak sogumaya birakildi. Bloklardan Ultracut S
ultramikrotomu ile 1 pm kalinhiginda yar1 ince kesitler alinarak toluidin mavisi ile
boyand: ve doku bloklarinda uygun alanlarin se¢imi yapildi. Belirlenen alanlardan
ultramikrotom ile 50 nm kalinliginda ince kesitler alindi. Kesitler 200-300 gozenekli
bakir gridlere alinarak % 70'lik etil alkolde hazirlanan doymus uranil asetat ile
Reynolds'un kursun sitrat soliisyonlar1 ile boyandi. Boyanan kesitler JEOL-JEM 1400

Transmisyon Elektron Mikroskobu (Japan) ile incelendi ve mikrograflar elde edildi.
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3.4. Isik Mikroskobik Yontemler

Histopatolojik inceleme i¢in alinan skarlar kenar1 1 cm olan kare seklinde saglam
cilt iceren bloklar halinde kartilajla birlikte alindi. Alinan skar doku 6rnekleri %10’ luk
noétral formalin igerisine konulup 3 giin bekletilerek tespit olmalar1 saglandi. Daha sonra
Leica TP 1020 (Leica Biosystems, Germany) ototeknikon cihazi ile Tablo 1°de
belirtilen rutin doku takipleri yapildi.

Tablo 1. Isik mikroskobik doku takip islemi

Oda Sicakliginda Formalin 30 dakika

Oda Sicakliginda % 70’lik etil alkol 1 saat

Oda Sicakliginda % 80’lik etil alkol 1 saat

Oda Sicakliginda % 90’11k etil alkol 1 saat 30 dakika
Oda Sicakliginda Saf alkol 1 saat

Oda Sicakliginda Saf alkol 1 saat

Oda Sicaklhiginda Saf alkol 1 saat 30 dakika
Oda Sicakliginda Saf alkol + Ksilol 1 saat

Oda Sicakliginda Ksilol 1 saat

Oda Sicakliginda Ksilol 1 saat 30 dakika
60°C’de Parafin 1 saat

60°C’de Parafin 1 saat 30 dakika

Doku takibinden sonra skar doku 6rnekleri parafin bloklar haline getirildi ve 5 pm
kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler Hematoksilen-Eozin (H&E) ve Masson
Trikrom (MT) ile boyandi. Olympus BXS53 (Tokyo, Japonya) 1sik mikroskobunda
incelenerek fotograflar1 ¢ekildi. Bloklardan ayrica immiinohistokimyasal incelemeler

i¢cin de doku kesitleri alind1 ve uygun yontemlerle hazirlandi.

3.5. Skar Elevasyon indeksi (SEI)

Skar elevasyon indeksi (SEI), skar dokusundaki hipertrofinin derecesini kantitatif
olarak degerlendirebilmek icin kullanilir. Skar elevasyon indeksi, skarli alanda yeni
olusmus dermis (neodermis) alanmin, yaralanmamis dermis alanma oramidir. SEI >1
olmasi skarm hipertrofik olarak iyilestigini, SEI <1 olmasi ise skarm atrofik olarak

tyilestigini gostermektedir.
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Skar elevasyon indeksi, 1sik mikroskobisiyle 6l¢iilmiis olup, hipertrofik skarlarda

tabanda kartilajdan en tepe noktada skar yiizeyini orten epitele uzanan dik ¢izginin

mikrometre cinsinden uzunlugunun, skarsiz alandaki kartilaj ve intakt yiizey epiteli

arasma ¢izilen dik ¢izginin mikrometre cinsinden wuzunluguna oram

tanimlanmistir®®. (Sekil 14)

Skar-1

Dermis

Skar-2

Dermis

Skar Elevasyon indeksi =

Kikirdak

Skar-'2

Skar-1 + Skar-2

Sekil 14. Skar elevasyon indeksinin hesaplanmasi

olarak

Kollajen yogunlugu, MT ile boyal1 preperatlarda hafif, orta ve yogun olmak iizere

semikantitatif olarak 1-3 arasinda skorlanmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Semikantitatif kollajen yogunlugu skorlamasi

Skor Kollajen yogunlugu
1 Hafif

2 Orta

3 Siddetli

3.6. Immiinohistokimyasal Yontemler

o-SMA ve VEGF immiunoreaktivitesinin belirlenmesi amaci ile elde edilen

histolojik kesitler, polilizin kapli lamlar iizerine alindi. Buzdolabinda bekletilen kesitler

isaretleme islemine gec¢ilmeden Once kurutularak, tekrar buzdolabma alindi ve 15

dakika kadar bekletildi. Buzdolabindan ¢ikarildiktan sonra tekrar kurutulan kesitler, 60

°C’de etiivde ksilol igerisinde 15 dakika deparafinize edildi. Daha sonra doku kesitleri,
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oda 1sisinda ksilol serilerinden gegirildi ve derecesi giderek azalan alkol serileri
icerisinde hidrate edildi ve distile su icerisine alindi. Kesitler daha sonra, sitrat
soliisyonu (pH=6) igerisine almip 95 °C’lik su banyosunda 30 dakika siireyle
bekletilerek antijenlerin aciga ¢ikarilmasi saglandi. Oda 1sisinda 45 dakika sogutulan
kesitler, distile suda yikandi ve endojen peroksitleri engellemek amaciyla % 3’liik
hidrojen peroksit (H,O,) igerisine alinarak yaklasik 10 dk kadar bekletildi. Kesitler, saf
su ve fosfat tamponundan (PBS, pH=7,2-7.4) gecirildi. Her bir kesitin etrafi dikkatlice
silinip, kurulandiktan sonra, ilizerine nonspesifik baglanmayi engellemek amaciyla
blocking soliisyonu (ab93705, Abcam, USA) damlatildi ve oda 1sisinda 15 dakika
bekletildikten sonra kesitler, distile su ve fosfat tamponundan gegcirildi ve dokularin
etrafi kurulandi. Daha sonra 1/200 oraninda sulandirilan anti-a-SMA (MA5-11547,
Invitrogen, USA), 1/100 oraninda diliie edilen anti-VEGF (MA5-12184, Invitrogen,
USA) primer antikorlar1 damlatildi. Primer antikor damlatilan tim kesitler +4°C’de,
nemli ortamda bir gece bekletildi. Negatif kontrol i¢in alinan kesitlere primer antikorlar
yerine, diliisyon soliisyonu damlatildi. Primer antikorla muamele edilip 1 gece +4 °C’de
ve ardindan 1 saat oda bekletilen kesitler, daha sonra distile su ve PBS’den gegirildi ve
tizerlerine Biotin (ab93705, Abcam, USA) damlatilarak 15 dk siireyle oda 1sisinda
tutuldu. 15 dk sonra distile su ve PBS’de yikanan kesitlerin etrafi kurulanip Avidin
(ab93705, Abcam, USA) damlatilarak, 20 dakika siireyle oda 1sisinda bekletildi. Distile
su ve PBS’den gecirilen kesitler {izerine, aminoetilkarbozol (AEC, ab93705, Abcam,
USA) soliisyonu damlatildi ve 10 dakika bekletildi, ¢esme suyu igerisinde yikandi ve
doku kesitleri, zit boyama i¢in hematoksilen ile 30 saniye boyandi. Boyama isleminden
sonra kesitler, cesme suyunda yikanarak kurumaya birakildi. Su bazli kapama maddesi
damlatilarak dokular lamel ile kapatildi, Olympus BX53 151k mikroskobu (Japan) ile

incelendi ve fotograflar1 ¢ekildi.

3.7. Immiinohistokimyasal Skorlama Yéntemi

a-SMA ve VEGF ekspresyonlarini arastirmak amaciyla immunohistokimyasal
skorlama ydntemi uygulandi. Immiinohistokimyasal skorlama igin 40’lik objektifte
rastgele segilen 10 alanda H Skorlama sistemi kullanildi. H skoru, pozitif hiicre

yiizdesiyle birlikte 4 farkli boyama yogunlugunun ¢arpimi toplanarak hesaplandi.
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Bu sisteme gore;
Boyanma derecesi;
0 (Hig¢ boyanma yok)
1 (Zay1f derecede boyanma)
2 (Orta derecede boyanma)
3 (Gtiglii derecede boyanma) seklinde degerlendirildi.
H Skor degerini heasaplamak i¢in ‘I x PC’ formiilii kullanildi.
I: Intensity (Yogunluk)

PC: Percentage of positive cells (Her derecede boyanan hiicre ylizdesi)

3.8. istatistiksel Yontem

Calisma verilerinin analizinde GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc. USA)
programi kullanildi. Degerlendirme sonuglarinin tanimlayict istatistikleri; kategorik
degiskenler i¢in sayr ve yiizde, sayisal degiskenler i¢in ortanca, standart Sapma,
minimum, maksimum olarak verilmistir. Verilerin normal dagilimda olup
olmadiklarmin degerlendirilebilmesi ig¢in Shapiro-Wilk Testi kullanilmistir. Normal
dagilim kosullar1 saglanmadigindan bagimsiz ii¢ veya daha fazla grup arasinda sayisal
degiskenlerin karsilagtirmalarinda ‘Mann Whitney U’ testi kullanilmistir. p<0,05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda literatiirdeki galismalara dayanarak hipertrofik skarlardaki klinik
bulgular goézlemlenmis, 151k mikroskobisi ile skar elevasyon indeksi ve Kkollajen
yogunlugu degerlendirilmis, elektron mikroskobik inceleme yapilmis, VEGF ve a-SMA

diizeyleri i¢in immiinohistokimyasal degerlendirme yapilmistir.

4.1. Klinik Bulgular

Klinik gozlemde kontrol grubundaki tavsanlarin kulaklarindaki skarlarin diger
gruplara gore palpasyonla daha sert, kabarik oldugu ve hiperemik oldugu gozlemlendi.
(Sekil 15)

AP

Sekil 15. Kontrol grubu 44. giin

Triamsinolon asetonid grubundaki tavsanlarin kulaklarindaki skarlarin kontrol
grubuna gore daha diiz, daha yumusak oldugu ve renginin daha soluk oldugu

gozlemlendi. (Sekil 16)
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Sekil 16. Triamsinolon asetonid grubu 44. Giin

Regorafenib grubundaki tavsanlarin kulaklarindaki skarlar sham grubuna yakin
goriinlimdeydi. Kontrol grubuna gore daha diiz, olduk¢a yumusak ve rengi soluk
gozlemlendi. (Sekil 17)

Sekil 17. Regorafenib grubu 44. giin

4.2. Histopatolojik Bulgular
4.2.1. Skar Elevasyon indeksi (SEI)

Her bir skar dokusu i¢in H&E ile boyanan kesitlerde skar elevasyon indeksi ve

MT ile boyanan kesitlerde fibrozis i¢in semikantitatif degerlendirmeler yapilmistir.
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SEI bulgulan karsilastirildiginda; kontrol grubundaki indeks 1,80 ile 2,18
arasinda, ortalama 2,048+0,17, Triamsinolon Asetonid grubundaki indeks 1,02 ile 1,37
arasinda, ortalama 1,16+0,33, Regorafenib grubundaki indeks ise 1,11 ile 1,5 arasinda,
ortalama 1,284+0,15 olarak bulunmustur (Tablo 3). Bu degerler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, Triamsinolon Asetonid ve Regorafenib grubu SEI degerleri,
kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiikk bulunmustur (p<<0.0001). Bununla birlikte,
Triamsinolon Asetonid grubunun SEI degerinin, Regorafenib grubundan daha diisiik

olmasina ragmen bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bulunmustur (p=0.83).

Tablo 3. Skar elevasyon indekslerinin gruplara gore karsilagtirilmasi

SEi Min. Maks. Median Ort+Sd
Kontrol 1.80 2.18 2.08 2,048+0,17
Regorafenib 1.11 15 1.2 1,28+0,15
Triamsinolon Asetonid 1.02 1.37 1.12 1,16+0,33

4.2.1.1. Sham Grubu

Herhangi bir islem yapilmayan ve tamamen saglam birakilan sham grubuna ait
deri 6rneklerinin 151k mikroskobik incelemesinde, epidermisin keratinize ¢ok katli yassi
epitel yapisinda oldugu ve stratum bazale, stratum spinozum, stratum granulozum ve
stratum korneum olmak iizere dort tabakadan olustugu goriildii. Epidermisin daha alt
kisminda yer alan dermisin diizensiz siki bag dokusu yapisinda oldugu izlendi. Dermis
icerisinde farkli yonlere uzanan kollajen ve elastik lifler, bol miktarda kil follikiilii, yag
bezleri, kapillerler ve diiz kas lifleri normal morfolojik goriintiide izlendi (Sekil 18 ve
19).
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Sekil 18. Sham grubu 151k mikroskobik goriiniimii (H&E).
Epidermis ve dermis tabakalarinin normal yapida oldugu goriilmektedir. Bar=200 pm.
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Sekil 19. Sham grubu 151k mikroskobik goriiniimii (MT)
Dermis tabakasinda bulunan kollajen lif dagilim ve yapisinin normal yapida oldugu
goriilmektedir. Bar=100 pm.
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4.2.1.2. Kontrol Grubu

Hipertrofik skar olusturulup, herhangi bir tedavi yontemi uygulanmayan kontrol
grubuna ait deri Orneklerinin 151k mikroskobik incelenmesinde, epitelizasyonun
tamamlandig1, ancak epidermis total kalinliginda azalma oldugu izlendi. Diger gruplarla
karsilastirildiginda, bu grupta skar elevasyon indeksinin oldukg¢a yiiksek oldugu
belirlendi. Dermiste diger gruplara gore oldukca fazla sayida fibroblast, lenfosit
infiltrasyonu, artmig vaskiilarizasyon ve damarlarda dilatasyon izlendi (Sekil 20). MT
boyali drneklerde diizensiz, ¢ok sayida kalin ve kisa kollajen lifler goriildi (Sekil 21).
Kontrol grubunda % 33,33’linde orta siddetli, % 66,67’inde belirgin siddetli

kollajenizasyon gozlenirken, hafif siddetli kollajenizasyon gézlenmemistir (Tablo 4).

Sekil 20. Kontrol grubu 151k mikroskobik goriiniimii (H&E).
Dermiste bulunan lif dagihminda diizensizlikler oldugu, vaskiilarizasyonun artti1 ve enflamatuvar
hiicre sayisinin arttig1 goriilmektedir. Bar=200 pm
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Sekil 21. Kontrol grubu 151k mikroskobik goriiniimii (MT)
Dermiste bulunan kollajen liflerin kalinlastig, lif dagihhminda diizensizlikler oldugu, yogun siddette
kollajenizasyon ve lenfosit infiltrasyonunun varhg: goriilmektedir. Bar=100 pm.

4.2.1.3. Triamsinolon Asetonid Grubu

Hipertrofik skar olusturulduktan sonra intralezyoner Triamsinolon Asetonid
uygulanan tavsanlarin kulaklarindan alinan deri Orneklerinin 151k mikroskobik
incelenmesinde, epidermis ve dermisi olusturan yapilarda kismi dejeneratif degisiklikler
goriildii. Bu gruba ait orneklerin tiimiinde tiim gruplarda oldugu gibi epitelizasyon
tamamlanmisti. Skar elevasyon indeksinin kontrol grubu ve Regorafenib uygulanan
gruptan diisiik oldugu tespit edildi (Tablo 3). Epidermis ve dermiste baz1 bolgelerde
nekroz, ddem, lenfosit infiltrasyonu ve fibroblast proliferasyonunun varligi izlendi
(Sekil 22). Vaskiilarizasyonun kontrol grubuna gore azaldigi goriildi. MT boyali
preperatlarda dermiste bulunan kollajen 1if miktarinin  kontrol grubu ile
karsilastirildiginda azaldigi goriildi (Sekil 23). Bu gurupta % 22,22 hafif siddetli, %
33,33 orta siddetli ve % 44,5 belirgin siddetli kollajenizasyon bulundugu gozlendi
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(Tablo 4). Gruplar arasinda hafif-orta siddetli ve belirgin siddetli kollajenizasyon
karsilastirildiginda, Regorafenib ve Triamsinolon asetonid gruplarinda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde hafif-orta siddetli kollajenizasyonun

varlig1 gozlenmistir (p<0.05).

Sekil 22. Triamsinolon Asetonid uygulanan grubun 151k mikroskobik goriiniimii (H&E).
Epidermis ve dermis tabakalarinin kontrol grubuna benzer 6zelliklerde oldugu goriilmektedir.
Bar=200 pm.
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Sekil 23. Triamsinolon Asetonid uygulanan grubun 151k mikroskobik goriiniimii (MT).
Dermiste orta siddette kollajenizasyon oldugu goriilmektedir. Bar=100 pm.

4.2.1.4. Regorafenib Grubu

Hipertrofik skar olusturulduktan sonra Regorafenib verilen tavsanlarin
kulaklarindan alinan deri 6rneklerinin 151k mikroskobik incelenmesinde, epidermis ve
dermisin nispeten normal yapida oldugu goriildii. Ancak epidermis total kalinligindaki
azalma devam etmekteydi. Bu gruba ait 6rneklerin tiimiinde tiim gruplarda oldugu gibi
epitelizasyon tamamlanmisti. Bu grup skar elevasyon indeksinin kontrol grubuna gore
diisiik oldugu belirlendi. Dermiste orta yogunlukta fibroblast bulundugu ve diger
gruplara gore daha az vaskiilarizasyon oldugu izlendi (Sekil 24). MT boyali
preperatlarda kollajen liflerin ince ve uzun fibriler seklinde diizenlendigi, kontrol ve
Triamsinolon Asetonid gruplarina gére daha az sayida ince kollajen fibriller icerdigi
tespit edildi. Bu gurupta, % 16,67 hafif siddetli, % 44,44 orta siddetli ve % 38,88
belirgin siddetli kollajenizasyon gézlenmistir (Tablo 4). Dermiste ¢ok siirlt bolgelerde
0dem, kollajen lif miktarin artisi, lenfosit infiltrasyonu ve fibroblast proliferasyonu

bulundugu belirlendi (Sekil 25).
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Sekil 24. Regorafenib uygulanan grubun 151k mikroskobik goriiniimii (H&E).
Epidermis ve dermis tabakalarinin normal histolojik yapida oldugu goriilmektedir. Epidermisin
normal kalinlikta oldugu izlenmektedir. Bar=200 pm.

Sekil 25. Regorafenib uygulanan grubun 151k mikroskobik goriiniimii.
Dermis tabakasinin normal histolojik yapida oldugu ve hafif siddette kollajenizasyon bulundugu
goriilmektedir. Bar=100 pm.
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Tablo 4. Kollajen yogunlugunun gruplara gore karsilastirilmasi

Kollajen yogunlugu skoru 0 (Yok) | 1 (Hafif) | 2 (Orta) 3 (Siddetli) Toplam
Kontrol Say1 0 0 6 12 18
Yiizde 0 0 33,33 66,67 100
Regorafenib Say1 0 3 8 ! 18
Yiizde 0 16,67 44,44 38,88 100
Triamsinolon Say1 0 4 6 8 18
Asetonid Yiizde 0 22,22 33,33 44,5 100

4.2.2. Elektron Mikroskobik Bulgular
4.2.2.1. Sham Grubu

Sham grubuna ait deneklerden alinan deri Orneklerinin elektron mikroskobik
incelemesinde, epidermis ve dermisin tiim tabakalarinin normal yapida oldugu goriildii.
Epidermis, stratum bazale, stratum spinozum, stratum graniilozum ve stratum korneum
olmak {tizere dort tabakadan olugmaktaydi. Epitel hiicrelerinin biiyiikk ¢ogunlugunu
olusturan keratinositlerin birbirlerine desmozom tipi baglantilarla bagli olduklari,
merkezi yerlesimli, yuvarlak veya yassi, hafif indentasyonlar gosteren bir c¢ekirdege
sahip olduklar1 goriildii. Keratinositlerin normal dagilima sahip kromatin igeren
cekirdekleri igerisinde 1-2 cekirdekcik bulunmaktaydi. Keratinositlerin sitoplazmalari
icerisinde bol miktarda tonofilaman bulundugu izlendi. Stratum bazale tabakasindaki
keratinositler ile bazal lamina arasinda fokal adhezyon bolgeleri ve hemidesmozomlar
bulundugu izlendi. Stratum graniilozumdaki keratinositlerin ¢ekirdeklerinin yassilastigi
ve sitoplazmalarinda ¢ok sayida keratohiyalin graniilleri icerdigi goriildii. Epidermisin
en yiizeyel tabakasi olan stratum korneum tabakasinin organel icermeyen oOli
hiicrelerden olustugu goriildii (Sekil 26).

Diizensiz siki bag dokusu yapisindaki dermis igerisinde fibroblastlar, mast
hiicreleri, makrofajlar, kollajen lifler, elastik lifler ve kan damarlar1 izlendi. Kapillerler
normal yapida olup, liimeni doseyen tek katli yass1 sekilli endotel hiicreleri ve endotel

hiicreleri ile ayni bazal laminaya sahip perisitlerden olusmaktaydi (Sekil 27).
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Sekil 26. Sham grubu elektron mikroskobik goriiniimii.
Epidermisi olusturan hiicrelerin normal yapida oldugu izlenmektedir. Keratinositler (K), cekirdek
(C), hemidesmozomlar (oklar), bazal lamina (BL) ve dermis (D) goriilmektedir. Bar= 0.5 pm.

Sekil 27. Sham grubu elektron mikroskobik goriiniimii
Dermiste kollajen (Kol) liflerin aralarinda yer alan fibroblastlarin (F) normal yapida ¢ekirdek (C)
ve sitoplazmaya sahip oldugu goriilmektedir. Dermiste kapillerleri (Kap) déseyen endotel
hiicrelerinin (E) ¢ekirdek (C) ve sitoplazmik organellerinin normal yapida olduklari izlenmektedir.
Bar=1 pm.
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4.2.2.2. Kontrol Grubu

Kontrol grubuna ait deneklerden alinan deri orneklerinin elektron mikroskobik
incelemesinde, epidermiste bazi alanlarda keratinositlerin aralarindaki desmozom tipi
baglantilarin  biitlinliiglinlin bozuldugu ve interselliiler araliklarda genislemelerin
meydana geldigi izlendi. Keratinositlerin sitoplazmalarinda bulunan mitokondriyonlarin
sistigi ve krista yapilarmin bozuldugu goriildii. Bazal lamina normal yapida izlendi
(Sekil 28).

Dermiste ¢cok miktarda kollajen lif bulundugu ve fibroblastlarin arttigi dikkati
cekti. Fibroblastlarda periniiklear sisternalarin genisledigi, sitoplazmalari igerisinde ¢ok
miktarda, sisternalari genislemis graniiler endoplazmik retikiiliim sisternalarinin
bulundugu dikkati g¢ekti (Sekil 29). Kan damarlarinin duvarinda yer alan endotel
hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde heterokromatin artisi, sitoplazmalarinda vakuollerin varligi
goriildii. Bazi alanlarda endotel hiicreleri arasindaki baglanti komplekslerinin
bitlinliigiinii kaybettigi tespit edildi. Dermis igerisinde, Ozellikle kapillerlere yakin
alanlarda c¢ok sayida makrofajin ve mast hiicrelerinin bulundugu dikkati c¢ekti. Mast
hiicrelerine ait graniillerde yer yer degraniilasyon nedeniyle olusan vakuoller izlendi.

(Sekil 30).
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Sekil 28. Kontrol grubu elektron mikroskobik goriiniimii.
Epidermiste yer alan keratinositler (K) ve bazal lamina (BL) goriilmektedir. Keratinositlerin

exe e

sitoplazmalarinda bulunan mitokondriyonlarin (m) sistigi goriilmektedir. Bar= 0,5 pm.

Sekil 29. Kontrol grubu elektron mikroskobik goriiniimii.

Dermis icerisinde yer alan fibroblastlarda periniiklear sisternalarin genisledigi, sitoplazmalar icerisinde
cok miktarda, sisternalari genislemis graniiler endoplazmik retikiiliim sisternalarinin (GER) bulundugu
izlenmektedir. Mast hiicresinin (MH) sitoplazmasi icerisinde, periferal olarak yerlesmis elektron dens
salg1 graniillerinin (sg) varhg dikkati cekmektedir. Hiicreler arasinda, farkh yonlere dogru uzanan,
enine ve boyuna kollajen lif (Kol) kesitleri goriilmektedir. Cekirdek (C) gosterilmektedir. Bar= 0,5 pm.
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Sekil 30. Kontrol grubu elektron mikroskobik goriiniimii
Dermiste yer alan kapillerlerin (Kap) duvarini olusturan endotel hiicrelerinin (E)
sitoplazmalarinda vakuollerin varhgi izlenmektedir. Kapillere yakin alanlarda yer alan Fibroblast
(F) ve Makrofajlar (M) gosterilmistir. Hiicre ¢ekirdekleri (C) ve Kollajen lifler (Kol) goriilmektedir.
Bar=1 pm.

4.2.2.3. Triamsinolon Asetonid Grubu

Triamsinolon Asetonid uygulanan gruba ait deri Orneklerinin elektron
mikroskobik incelemesinde kismi dejeneratif degisiklikler olmakla birlikte, epidermis
ve dermis tabakalarmin genellikle sham grubuna benzer 6zelliklerde oldugu gozlendi.
Keratinize ¢ok katli yassi epitel 6zelliginde olan epidermiste keratinositlerin birbirlerine
desmozom tipi baglantilarla bagli olduklari, merkezi yerlesimli, yuvarlak hafif
indentasyonlar gosteren bir ¢ekirdege sahip olduklart goriildii. Keratinositlerin
sitoplazmalar1 igerisinde bol miktarda tonofilaman bulundugu izlendi. Epidermisin en
alt tabakasinda bulunan keratinositler ile bazal lamina arasinda fokal adhezyon bolgeleri
ve hemidesmozomlar bulundugu izlendi (Sekil 31).

Diizensiz siki bag dokusu yapisindaki dermis igerisinde fibroblastlar, mast

hiicreleri, makrofajlar, kollajen lifler ve kan damarlar1 normal yapida izlendi (Sekil 32).
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Sekil 31. Triamsinolon Asetonid uygulanan grubun elektron mikroskobik goriiniimii
Epidermis icerisinde Keratinositler (K) ve bazal lamina (BL) normal yapida izlenmektedir. Bar= 1
pm.

Sekil 32. Triamsinolon Asetonid uygulanan grubun elektron mikroskobik goriiniimii
Dermis icerisinde fibroblastlar (F), kapillerler (Kap) ve kollajen lifler (Kol) normal yapida
goriilmektedir. Cekirdek (C), endotel hiicresi (E) gosterilmektedir. Bar=1 pm.
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4.2.2.4. Regorafenib Grubu

Regorafenib uygulanan gruba ait deri Orneklerinin elektron mikroskobik
incelemesinde bazi alanlarda kismi dejeneratif degisiklikler gozlenmekle birlikte,
epidermis ve dermisin sham grubuna benzer 6zelliklerde oldugu izlendi. Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda keratinosit c¢ekirdeklerinin ve sitoplazmik organellerinin normal
yapida oldugu goriildii. Komsu keratinositler arasindaki desmozomal baglantilarin
biitiinligiinii  korudugu, interselliller genislemelerin azaldigi izlendi (Sekil 33).
Dermiste yer alan fibroblastlarin ¢ekirdek ve sitoplazmalarinin sham grubuna benzer
ozelliklerde ve normal yapida olduklari tespit edildi (Sekil 34). Kapillerleri doseyen
endotel hiicreleri normal yapida izlendi (Sekil 35).

Sekil 33. Regorafenib uygulanan grubun elektron mikroskobik goriiniimii.
Epidermisin Stratum Germinatuvum (StrGer) tabakasinda bulunan keratinosit (K)
cekirdeklerinde (C) kromatin dagilimu ile sitoplazmik organellerin normal oldugu goériilmektedir.
Hiicreler arasi baglantilar ve bazal laminanin (BL) normal yapida oldugu goriilmektedir. Dermis
(D) gosterilmistir. Bar=1 pm.
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Sekil 34. Regorafenib uygulanan grubun elektron mikroskobik goriiniimii.
Fibroblast (F) cekirdegi (C) ve sitoplazma icerisinde graniiler endoplazmik retikiiliim sisternalari
(GER) normal yapida izlenmektedir. Kollajen lifler (Kol) goriilmektedir Bar= 0,5 pm.

Sekil 35. Regorafenib uygulanan grubun elektron mikroskobik goériiniimii.
Kapiller (Kap), endotel hiicreleri (E) cekirdekleri (C) ve kollajen lifler (Kol) normal yapida
goriilmektedir. Bar=1 pm.
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4.3. Immiinohistokimyasal Bulgular

VEGF ve o-SMA immiinreaktivitesinin gosterilmesi i¢in oncelikle VEGF igin
beyin dokusu, a-SMA igin kalin bagirsak dokusu olmak {izere bu dokularda kontrol
boyama yapildi.

Beyinden elde edilen biyopsi 6rnekleri VEGF immiinoreaktivitesinin gosterilmesi
amaciyla pozitif kontrol olarak (Sekil 36A), primer antikor damlatilmayan doku
kesitleri ise negatif kontrol amaciyla boyandi (Sekil 36B).

Kalin bagirsaktan elde edilen biyopsi ornekleri a-SMA immiinoreaktivitesinin
gosterilmesi amaciyla pozitif kontrol olarak (Sekil 37A), primer antikor damlatilmayan

doku kesitleri ise negatif kontrol amaciyla boyandi (Sekil 37B).

Sekil 36. VEGF immiinoreaktivitesi.

A) Pozitif Kontrol. Beyin korteksinde yer alan néron (oklar) ve kapiller damarlarda (ok basi)
VEGF immiinoreaktivitesi izlenmektedir (oklar). Bar=50 pm.. B) ) Negatif kontrol. VEGF igin,
primer antikor damlatilmamis beyin dokusuna ait kesitte herhangi bir isaretlemenin olmadig:

goriilmektedir. Bar= 50 pm
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Sekil 37. a-SMA immiinoreaktivitesi.

A) Pozitif Kontrol. Beyin korteksinde yer alan néron ve kapiller damarlarda a-SMA
immiinoreaktivitesi izlenmektedir (oklar). Bar=200 pm. B) Negatif kontrol. A-SMA i¢in, primer
antikor damlatilmams beyin dokusuna ait kesitte herhangi bir isaretlemenin olmadig:
goriilmektedir (oklar). Bar=200 pm.

4.3.1. Sham Grubu

Herhangi bir islem uygulanmayan, tamamen saglam deneklerden elde edilen deri
doku oOrneklerinde, o-SMA ve VEGF ekspresyonunu arasgtirmak amaciyla
immiinohistokimyasal yontemler uygulandi. Deri kesitlerinde dermiste kollajen lifleri
arasinda bulunan bag dokusuna ait hiicrelerde minimum seviyede VEGF ekspresyonu
tespit edildi. Kiiciik ¢apli kapiller damar endotel hiicrelerinde ve daha biiyiikk ¢apl
damar endotel hiicrelerinde VEGF ekspresyonunun az diizeyde oldugu izlendi (Sekil
38). a-SMA ekspresyonun ise dermiste kollejen lifleri arasinda bulunan
miyofibroblastlarda ve kas liflerinde minimal diizeyde eksprese oldugu tespit edildi

(Sekil 39).
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Sekil 38. Sham grubunda VEGF immiinoreaktivitesi.
Deri dokusunda VEGF immunoreaktivitesinin, dermis hiicrelerinde (oklar) ve damar endotel
hiicrelerinde (ok basi) zayif ekspresyonu goriilmektedir. Bar= 50 pm.

Sekil 39. Sham grubunda a-SMA immiinoreaktivitesi.
Deri dokusunda a-SMA immiinoreaktivitesinin, dermiste bulunan miyofibroblastlarda (oklar) ve
damar duvarinda (ok basi) az diizeyde ekspresyonu goriilmektedir. Bar= 50 pm.
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4.3.2. Kontrol Grubu

Hipertrofik skar olusturulup herhangi bir tedavi yontemi uygulanmayan kontrol
grubundaki deneklerden alinan deri dokusuna ait orneklerde, a-SMA ve VEGF
ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi. Kollajen lifleri arasinda yer
alan hiicrelerde ve kapiller damar endotel hiicrelerinde yogun VEGF ekspresyonu
goriildii (Sekil 40). a-SMA ekspresyonunun ise dermiste bulunan kas lifleri ile
miyofibroblast hiicrelerinde ve damar duvarinda oldukca yiiksek oldugu tespit edildi
(Sekil 41).

Sekil 40. Kontrol grubunda VEGF immiinoreaktivitesi.
Incelenen deri dokusuna ait kesitte hiicrelerde (oklar) ve damar duvarlarinda (ok basi) ¢ok giiclii
VEGEF ekspresyonunun varhgi izlenmektedir. Bar= 50 pm.
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Sekil 41. Kontrol grubunda a-SMA immiinoreaktivitesi.
Incelenen deri dokusuna ait kesitte miyofibroblastlarda (oklar) ve damar duvarlarinda (ok bas)
giiclii a-SMA ekspresyonu (ok) izlenmektedir. Bar=50 pm.

4.3.3. Triamsinolon Asetonid Grubu

Hipertrofik skar olusturulduktan sonra Triamsinolon Asetonid verilen tavsanlarin
kulaklarindan alinan deri Orneklerinde, o-SMA ve VEGF immiinoreaktivitesi
degerlendirildi. Dermis tabakasinda bulunan hiicrelerde ve kapiller damar endotel
hiicrelerinde orta siddette VEGF ekspresyonu goriildi. Orta diizeydeki VEGF
ekspresyonunun kii¢iik ve biiyiik ¢apli damar duvarlarinda da aymi diizeyde oldugu
tespit edildi (Sekil 42). a-SMA ekspresyonu ise kontrol grubuna gore azalmis olsa da
Regorafenib uygulanan gruba goére, bu grupta yer alan miyofibroblastlarda belirgindi
(Sekil 43).
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Sekil 42. Triamsinolon Asetonid uygulanan grupta VEGF immiinreaktivitesi.
Incelenen deri dokusuna ait kesitte kiiciik ve bilyiik caphh damar duvarlarinda (ok basi) ve
hiicrelerde (oklar) orta diizeyde VEGF ekspresyonunun varhgi izlenmektedir. Bar= 50 pm.

Sekil 43. Triamsinolon Asetonid uygulanan grupta a-SMA immiinreaktivitesi.
Incelenen deri dokusuna ait kesitte miyofibroblastlarda (oklar) ve kan damarlarinda (ok basi) orta
diizeyde a-SMA ekspresyonu (oklar) izlenmektedir. Bar= 50 pm.
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4.3.4. Regorafenib Grubu

Hipertrofik skar olusturulduktan sonra Regorafenib verilen tavsanlarin
kulaklarindan alinan deri Orneklerinde, o-SMA ve VEGF immiinoreaktivitesi
degerlendirildi. Dermiste kollajen liflerin arasinda yer alan hiicrelerde az diizeyde
VEGF ekspresyonu tespit edildi. Ek olarak, kapiller damar endotel hiicrelerinde zayif
VEGF ekspresyonu goriildii (Sekil 44). a-SMA ekspresyonunun sham grubuna benzer
sekilde, dermiste yer alan miyofibroblastlarda ve kas liflerinde belirgin olarak azaldigi

tespit edildi (Sekil 45).

Sekil 44. Regorafenib uygulanan grupta VEGF immiinoreaktivitesi.
Incelenen deri dokusuna ait kesitte kiiciik ve biiyiik capli damar duvarlarinda (ok basi) ve
hiicrelerde (oklar) cok zayif VEGF ekspresyonu izlenmektedir. Bar= 50 pm.
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Sekil 45. Regorafenib uygulanan grupta a-SMA immiinoreaktivitesi.
Incelenen deri dokusuna ait kesitte miyofibroblastlarda (oklar) minimum seviyede a-SMA

ekspresyonu izlenmektedir. Bar= 50 pm.

4.4, immiinohistokimyasal Skorlama

4.4.1. VEGF immiinreaktivitesi istatistiksel Analizi

VEGF ekspresyonu degerlendirildiginde, kontrol grubunda yiiksek VEGF
ekspresyonu oldugu izlendi. Sham, Triamsinolon Asetonid ve Regorafenib gruplarinda,
kontrol grubuna kiyasla yiiksek oranda bir azalma oldugu gorildi (p<0,0001).
Regorafenib ve Triamsinolon Asetonid gruplarinda VEGF ekspresyonunun sham
grubuna benzer sekilde diisiik seviyede oldugu ve aralarinda anlamli fark olmadigi

bulundu. (p< 0,01) (Sekil 46).
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Sekil 46. VEGF icin immiinohistokimyasal skorlama.
***pP< 0,0001, **P< 0,001.

4.4.2. 0-SMA immiinreaktivitesi Istatistiksel Analizi

a-SMA ekspresyonunun sham grubunda diisiik seviyede oldugu goriildii. Kontrol
ve Triamsinolon Asetonid gruplarinda a-SMA seviyesinin sham grubuna goére anlaml
derecede yiiksek oldugu bulundu (p< 0,0001). Regorafenib grubunda ise sham grubuyla
karsilastirildiginda aralarinda anlaml fark olmadig1 gozlendi (Sekil 47).

75



Sekil 47. a-SMA i¢cin immiinohistokimyasal skorlama.
***p<(,0001, **P< 0,001, *P< 0,01.
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5. TARTISMA

Yara iyilesmesi; hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve remodeling fazlarindan
olusur.*® Bu evrelerde bliytime faktorleri, proteolitik enzimler, ekstraseliiler matris
proteinleri gibi profibrotik ve antifibrotik molekiillerin kompleks ag1 i¢inde karmasik
etkilesimler meydana gelir.”?*?* Hasarlanmay: takiben hemostaz baslar, plateletlerde
agregasyon olur. Olusan fibrin pihti kanamanin durdurulmasina yardim eder ve ayni
zamanda hiicrelerin proliferasyonu ve tutunmasi i¢in skafold gorevi goriir. Bilylime
faktorleri ve sitokinler esas olarak inflamatuar hiicrelerden salinir ve proliferatif fazin
baslamasina katkida bulunur. Daha sonra anjiogenez, kollajen sentezi, ardindan doku
yeniden sekillenmesi ile yara iyilesme siirecinin asamalar1 tamamlanir. Kollajen,
proteoglikanlar ve fibronektinin fibroblastlar tarafindan asir1 iiretimi ya da ekstraseliiler
matris remodelinginde yetersiz bozunma, ekstraseliiler matriksin hassas yapim yikim
dengesini  bozacaktir. Bu durum yara iyilesme siirecinin patolojik olarak
tamamlanmasina ve hipertrofik skarlasmaya neden olur.?®® Hipertrofik skar inflamatuar
yanit uzadiinda vaskiilarizasyon artisi, hiperseliilarite, artmig kollajen depozisyonu ile
ortaya ¢ikar.?%*?% Ayrica artmis TGF-B1 ekspresyonunun hipertrofik skar olusumu ile
iligkili oldugu g('js‘[erilmistir.207 Hipertrofik skar fibroproliferatif hastaliklarin dermal
formu olup genellikle derin dermiste termal veya travmatik hasar sonrasi gelisir.
Hipertrofik skarlar kozmetik problemlere neden olmakla birlikte kasinti, agri,
eklemlerde kontraksiyon gelisimi gibi fonksiyonel problemlere de yol ag:maktadlr.go

Hipertrofik skara yol agan olaylar kapsamli bir sekilde arastirilmasina karsin
etyopatogenezi hala net olarak anlagilamamigtir. Literatiirde pek c¢ok tedavi sekli
tanimlanmigsa da hipertrofik skarlarin Onlenmesi en iyi strateji olmaya devam
etmektedir; bu nedenle, asir1 skar gelistirmeye yatkin olan bireyler zorunlu olmayan
ameliyatlardan kagmmalidirlar.’® Bununla birlikte hastalarin cogu matiir hipertrofik
skarlarin tedavisi i¢in hekimlere basvurmaktadir. Giiniimiizde hipertrofik skar ve
keloidlerin en ¢ok kabul géren ve en yaygin kullanilan konservatif tedavi se¢enekleri
intralezyonel steroid enjeksiyonu, topikal silikon jel uygulamasi ve basing tedavisidir.
Kullanilan diger tedavi yontemleri arasinda cerrahi eksizyon, kriyoterapi, radyoterapi,

lazer tedavisi, interferon uygulanmasi, kolsisin, A ve E vitaminleri, kalsiyum kanal
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blokorleri, antihistaminikler, pentoksifilin, bleomisin, siklosporin, allantoin ve sogan

ekstresi iceren kremler bulunur 141,209-220

Etyopatogenezin tam olarak ortaya konamamis
olmasi, tedavide genel olarak tatminkar olmayan sonuclarin alinmasina ve bu alanda
yeni arayislarin olmasina neden olmaktadir.

Hipertrofik skar ve keloid olusumunda rol alan basamaklar1 6grenmek i¢in veya
yeni gelistirilen tedavi modalitelerinin denenmesi amaciyla hiicre kiiltiirleri gibi in vitro
modeller ve hayvan modelleri gibi in vivo modeller kullanilmaktadir.

Hiicre veya doku kiiltiirii ¢aligmalar1 keloid veya hipertrofik skarlardan izole
edilen fibroblastlarin veya keratinositlerin laboratuvar ortaminda ¢ogaltilmasiyla
yapilmaktadir. Cevresel etkilerden izole edilen hiicrelere etki eden spesifik degiskenler
bu sayede daha kolay kontrol edilir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalart genellikle biyolojik
yolaklar1 ve biyoaktif molekiilleri arastirmak i¢in kullanilir. Cruz ve arkadaslar
yaptiklar1 ¢aligmada izotretinoin ve triamsinolon asetonidin keloid fibroblastlar1 ve
normal fibroblastlar iizerine etkisini incelemis, her iki ajanin da hiicre biiylimesini
inhibe ettigini ve kombine kullanimda etkinin arttigii gdstermistir.* Oikarinen ve
arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢alismada trans-retinoik asit ve 13 cis-retinoik asitin
keloid fibroblast kiiltiiriinde prokollajen iiretimini azalttig1 gosterilmistir. %2 Kikuchi ve
arkadaglarinin ¢alismasinda ise PDGF, TGF-B1, y-IFN ve histaminin hiicre kiiltiirtinde
keloid fibroblastlarina etkileri incelenmis ve y-IFN’un kollajen tliretimini yavaslattig
gésterilmistir.223 Hiicre kiiltiirli ¢aligmalar1 bir ilacin etkin doz araligini tespit etmek icin
de kullanilabilen, hayvan c¢aligmalarina kiyasla daha ekonomik bir yontem olmasina
karsin yara veya skar ortaminin karmasik yapisini, hiicrelerin ve molekiillerin
birbirleriyle etkilesimini tam olarak taklit edemedigi i¢in tedavinin insanlardaki etkisini
ongérmek miimkiin degildir. Ayrica profilaktik tedaviler hiicre kiiltiirlerinde test
edilemez.?*

Bunun i¢in birgok yeni hayvan c¢alismasi yapilmaktadir. Hayvan calismalari
insandaki skarlar1 birebir yansitmasa da insan calismalarindaki ciddi kisitliliklar
nedeniyle karsilastirtlmali ¢alismalar i¢in iyi modellerdir. Literatiirde bir¢ok hayvan

modeli kendi kisitliliklart ile tanimlanmistir. Domuzlarda yanik veya kismi kalinlikta

225,226 227-230

yara modeli, tavsan kulaginda hipertrofik skar modeli,

231

immun yetmezlikli
fareye heterolog hipertrofik skar implantasyon modeli“>® en sik kullanilan hipertrofik

skar modelleridir.

78



Atimik yani immiinyetmezlikli sican veya fareye insan keloid dokulari implante
edilebilir ve tedavi modalitesinin uygulanmasi sonrasinda implante edilen keloid veya
hipertrofik skarda histolojik ve biyokimyasal incelemeler yapllabilir.224 Waki ve
arkadaglari, atimik farelere implante ettikleri keloid dokularina penisilamin,
asetilsistein, kolsisin ve triamsinolon uygulamis, keloid biiylimesinin durdugunu ve

keloidlerin kiigiildiigiinii  gdstermistir.?*

Wang ve arkadaslari, atimik sicanlara
hipertrofik skar ve keloid dokular1 implante ettikten sonra sistemik olarak TGF-f ve anti
TGF-B uygulamasi yapmis; TGF-B uygulanan siganlardaki dokularda endojen firetilen
TGF-B, kollajen I ve III miktarinda artis, anti TGF-B uygulanan siganlarda ise bu

parametrelerde azalma tespit etmistir.”>

Atimik niide farelerin hayvan modeli olarak
kullanildig1 baska bir calismada MMP-9’un skarsiz yara iyilesmesinde up regiile
edildigi gosterilmistir.?* Benzer deneylerde MMP-1 ve MMP-9 ekspresyonunun skarsiz
fetal rat yaralarinda yiiksek diizeyde regiile edildigi kanitlanmistir.*®

Atimik hayvan modellerinde implante edilen dokularin immiin sistemden
bagimsiz olarak farkli bir viicut i¢inde farkli davranislar gésterme ihtimali vardir. Bu
nedenle klinik ¢alismalarda farkli sonuglar alinabilir.

1966'da gelistirilen tavsan kulagi modelinde, tavsanin kulaginin ventral yiizeyinde
elektrokoter, insizyonel tiraslama veya eksizyon yoluyla biiyilk bir yara
olusturulmustur. Tavsan kulagindaki skarlagsmanin boyutu, insanlarda hipertrofik skar
olusumu ile karsilastirilmistir ve travma sonrasi 2-3 hafta kadar erken bir siirede benzer

236,198,237 fnspeksiyonda lezyonlar; kabarik ve sert

yapinin meydana geldigi gézlenmistir.
papiiler goriinimdedir, bu kabarikligin 40 gilinden fazla siirdiigii bilinmektedir, bazi
vakalarda 60 giinden fazla siirebilmektedir.'*®*%"*® Histopatolojik ozellikler artmis
kollajen lifleri, artmig vaskiiler doku ve artmis inflamasyon bulgularini icermektedir.
Kortikosteroid tedavisinin, insanlardaki hipertrofik skarda gozlendigi gibi, tavsan kulak
modelinde de dermal kalinlik ve fibrozisi azalttigi gosterilmistir. Bu model iyi
belgelenmistir ve hipertrofik skar tedavisi i¢in Onerilen birgok antifibrotik tedavinin
etkinligini incelemek icin kullamlmlstlr.198‘236‘239

Yaptigimiz ¢alismada Morris ve arkadaglarmm'® 1997 yilinda yayinladigi tavsan
kulag1r hipertrofik skar modeli esas alinmistir. Morris ve arkadaglarinin yaptigi

caligmada tavsan kulaklarinda olusturulan tam kalinlikta defektlerin hipertrofik skara
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benzer yapida iyilesme paterni gosterdiginin saptanmasi lizerine kantitatif Ol¢lim
yapilabilecek sekilde bu hayvan modeli olusturulmustur.??

Calismamizda bu modele uygun olarak deneklerin her bir kulaginin ventral
yiizlerine birbirlerine esit uzakliktaki mesafede 4 adet 6 mm’lik punch biyopsi aleti ile
dairesel deri insizyonlar1 yapildi. Bistiri ve dissektor yardimiyla cilt ve
perikondriyumun dahil edildigi, zeminde perikondriyumsuz kartilajin birakildig:
defektler olusturuldu. Hipertrofik skar ile iyilesmeyi saglayan mekanizmanin
perikondriyumun uzaklastirilmasiyla meydana gelen epitelizasyondaki gecikme oldugu
diisiiniilmektedir.?®

Tavsan kulagi modeli hipertrofik skarin patofizyolojisinin arastirilmasinda
ilerlemeler saglasa da modeli olusturmak icin perikondriyumun da alinmasinin
gerekliligi ve gecikmis yara iyilesemesinin ardindan goriilen kabarik skar olusumunda
cilt hiicreleri ile birlikte kondrositlerin yer almasi dezavantajidir. Ayrica insanlarda
goriilen hipertrofik skar her zaman kikirdak {izerinde bulunmamaktadir ve derin dermis
hasarinda olusrnaktad1r.231'240

Literatiirde hipertrofik skar iizerinde farkli molekiillerin etkilerini incelemek ve
karsilastirma yapmak i¢in tavsan kulagi modelinin kullanildig1 bir¢ok ¢alisma
mevcuttur. Leonard Lu ve arkadaslar tarafindan yapilan bir ¢aligmda tavsan kulaginda
olusturulan yaralar intradermal olarak anti TGF-B1, 2, 3 antikorlar ile 3 farkli noktada
tedavi edilmis, yara iyilesme siirecinin farkli periyodlarinda farkli etkilerin oldugu
gosterilmistir. Erken tedavi gecikmis yara iyilesmesi gosterirken, yara iyilegsmesinin orta
veya ge¢ donemlerindeki tedavilerde hipertrofik skarlarin onemli 6l¢iide azaldig

bulunmustur.241

Saulis ve arkadaslarinin bir c¢alismasinda sogan ekstresi ve
antiproliferatif etkisi olan Quersetin iceren topikal jel formundaki Mederma’nin tavsan
kulaginda olusturulan hipertrofik skar modelinde etkisi incelenmis, hipertrofik skarlar
olusturulduktan sonra verilen 4 haftalik tedavinin ardindan skar elevasyon indeksinde,
vaskiilaritede ve inflamasyonda 6nemli azalma saptanmamis ancak Mederma ile tedavi
edilen grupta dermal kollajen organizasyonunda iyilesme gézlenmistir.242 Ren ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada tavsan kulaklarinda tanimlanan sekilde defektler
olusturulduktan 15 giin sonra tedavi grubuna ginliik intraperitonecal Endostatin

uygulanmig, 35. giinde yapilan degerlendirmede sistemik endostatin verilen grupta

skarlarin daha ince, mikrodamar yogunlugunun daha az, kollajen liflerinin daha diizenli
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oldugu goriilmiistiir. Skar elevasyon indeksi kontrol grubuna gore anlamli dl¢iide diisiik
bulunmus olup tip | kollajen ve Bcl-2 ekspresyonlarmin Endostatin enjeksiyonu ile
baskilandigi gosterilmistir.*®

Domuzlarin iilkemizde temin ve bakimlarimin zor ve maliyetlerinin yiiksek
olmasi, farelerde transplant reddinin olma ihtimali ve insandaki skar1 tam olarak
yansitmamast gibi nedenlerden dolay:1 literatiirde sik kullanilan tavsan kulaginda
hipertrofik skar modeli bu ¢alismada tercih edilmistir. Tavsan kulaklarinda olusturulan
defektler insanlardaki hipertrofik skara benzer paternde iyilesmekte olup benzer
histopatolojik 06zellikler gostermektedir. Kortikosteroid tedavisinin de insandaki
hipertrofik skar tedavisine benzer etki gosterdigi gozlenmis ve bu model iyi
belgelenmistir.198 Kantitatif 6l¢lim yapilabilecek sekilde standardize model olarak
kullanilabildiginden calismamizda tavsan kulaginda olusturulan hipertrofik skar modeli
kullanilmistir.

Timoér mikrogevresi ile iliskili biyolojik programlarin inhibisyonu, kanserin
teshisi, 6nlenmesi ve tedavisi igin kritiktir. Ote yandan, uygun bir yara mikrogevresi
doku onarimmi hizlandiracak ve genis skar olusumunu Onleyecektir. Kanser
hastalarinda genel sagkalimi azaltan ve ilag direncini artiran timor mikrogevresinin
olusumunda yer alan anahtar sinyal molekiilleri (biiyiime faktorleri, sitokinler,
kemokinler ve galektinler) tanimlanmustir. Bu diizenleyiciler doku rejenerasyonu ve
yara yonetiminde de yer almaktadir. Tim genom transkriptom profili olugturma, in vitro
deneyler ve hayvan deneyleri gostermektedir ki; interlokin 6, interlokin 8, kemokin
(CXC motifi) ligandi-1, galektin-1 ve hiicre dis1 matrisin (6rnegin, fibronektin) se¢ilmis
proteinleri, yara iyilesmesi ve timodr biiylimesi sirasinda benzer diizenlemeye
sahiptir. Yaymlanmis veriler, tiimor ve yara mikrogevreleri arasinda dikkate deger
benzerlikler gostermektedir. Kanser hiicre-stroma etkilesiminin daha iyi anlasilmast,
graniilasyon dokusu olusumunun ve genis, kronik yaralarin yeniden epitelizasyon
slirecinin de anlagilmasini destekleyecek bulgular saglar. Bu bulgular hipertrofik skar ve
keloid olusumunun énlenmesiyle yara iyilesme siirecini iyilestirmeye yardimei olabilir.*

llerlemis malignitelerde konservatif tedavinin etkinligi, hizla ¢ogalan kanser
hiicrelerinin ortadan kaldirilmasina ve tiimor invazivliginin azalmasina dayanmaktadlr.4
Dvorak, 1986’da yayinlanan makalesinde yaralardaki ve tiimorlerdeki bag dokusu

244

reaksiyonu arasinda dikkate deger benzerlikler bildirmistir.”™ Doku onarimi ve
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rejenerasyonunu malignite yOnleriyle karsilagtiran daha ileri ¢aligsmalar, bu iki siirecin
daha fazla ortak noktaya sahip oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Bu nedenle, her iki
patolojinin tedavi stratejisi, yara/timor mikro ortamlarinin modiilasyonunu igeren
karmasik bir yaklagimi gerektirir.4

Fibroblastlarin timor stromasi ve graniilasyon dokusu olusumunda anahtar rolii
oynadig iyi bilinmektedir. Yara kontraksiyonunda 6nemli bir rol oynayan ve tiimdrlerin
biyolojik Ozelliklerini onemli Olgiide modiile eden myofibroblastlara farklilagmalari
dikkat ¢ekicidir. Fibroblastlar ¢esitli biiylime faktorleri (6rnegin, IGF-2, kemik
morfogenetik proteini 4 (BMP-4)), sitokinler (IL-6, IL-8), kemokinler (CXCL1) ve
hiicre dist matrisi (ECM) olusturan kollajen, fibronektin gibi o6nemli yapisal
makromolekiilleri salgilar.*

Ozellikle, yara iyilesmesinin proliferasyon asamasina, mimarisi bir timor
stromasininkine ¢ok benzeyen graniilasyon dokusu {iretimi eslik eder. Burada
fibroblastlar, bir yandan anjiyogenezi uyaran ve diger yandan yeniden epitelizasyon
stirecini destekleyen sitokin, kemokin ve biiyiime faktorleri iretir. Her iki siireg, yani
kanser biiylimesi ve yara onarmmi karsilastirildiginda, graniilasyon dokusu ve tiimor
stromasi, az diferansiye epitel hiicrelerinin proliferasyonunun siirdiiriilmesinde giiclii
destekleyici rollere sahiptir. lyilesme siireci; immatiir kollajen asir1 iiretiminin bir
sonucu olarak hipertrofik ve keloid skarlarin olusumuyla sona erdirilebilir. inflamasyon
keloid orijinli mikro ortami saglar ve progresyonu artirir. Bu baglamda fibroblast
aktivasyon proteini alfa (FAP-a) ve dipeptidil peptidaz IV (DPPIV), hiicre invazivligini,
timor bliylimesini ve keloid skar olusumunu indiikleyen plazma zarinda bulunan
proteazlardir. Normal yetiskin  dokularimin  genellikle FAP-o negatif oldugu
gosterilmistir. Bu nedenle, FAP-o/DPPIV aktivitesinin inhibe edilmesi, keloid
skarlagmasini nlemenin yeni bir yolu olabilir.?*®> Bu bakis agisindan, FAP'ye kars1 bir
monoklonal antikor (6rnegin, sibrotuzumab) tarafindan kanserle iliskili fibroblastlar ve
hipertrofik skar fibroblastlari dahil fibroblastlarin hedeflenmesi, timor ve hipertrofik
skar mikrogcevresinin modiile edilmesinde ve hastalarin hayatta kalma oranlarmin
artirllmasinda nemli etkilere sahip olabilir.*

Inflamatuar hiicreler, biiyiime faktorleri, aktive edilmis stroma ve DNA hasarini
tesvik eden ajanlar agisindan zengin bir ortamda siirekli hiicre proliferasyonu neoplazi

riskini potansiyelize eder. Kanserle iligkili fibroblastlar, farkli karsinomlarda en bol
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bulunan stromal hiicre tiplerinden biridir ve heterojen bir hiicre popiilasyonu
icerir. Fizyolojik kosullarda, normal fibroblastlar inaktif durumda kalir. Kanserle iligkili
fibroblastlar biiyiime faktorleri, sitokinler, kemokinler ve bagisiklik modiilatorleri
iireten fibroblastlar1 uyararak doku fibrozisini aktive eder. Kanserle iliskili
fibroblastlarin ana kaynagi, lokal olarak yerlesik fibroblastlar gibi goriinmektedir, ancak
bunlar ayn1 zamanda kemik iligi mezenkimal hiicreleri, perisitler, endotelyal hiicreler ve
diiz kas hiicrelerinden de iiretilebilir.* Ayrica kanserle iliskili fibroblastlar alfa diiz kas
aktin (a-SMA) ve vimentin eksprese eden fenotipik olarak heterojen bir fibroblast
grubudur.®®® Hipertrofik skar fibroblastlarinda da o-SMA iiretilmesi bu baglamda
kanserle iligkili fibroblastlara benzerlik gostermektedir.

Kanserle iligkili fibroblastlar vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), TGF-
B, hepatosit biiyiime faktorii (HGF), EGF veya fibroblast biiyiime faktorii (FGF) dahil
olmak tizere cesitli anjiyogenez diizenleyicileri salgilar. En gii¢lii proanjiyogenik
biiylime faktorleri arasinda, bir¢ok tiimorde up-regiile olan ve tiimor stromasinda kritik
bir rol oynayan VEGF yer alir. Kanserle iligkili fibroblastlar ayrica trombosit bagiml
biiylime faktorii reseptorii-alfa (PDGFR-a) ve trombosit bagimli biiyiime faktori
reseptorii-beta (PDGFR-B) gibi reseptorleri de eksprese eder. Ayrica tip | kollajen,
fibronektin veya matris metalloproteinaz 1/stromelisin gibi ¢ok c¢esitli matris
bilesenlerini ve matris yeniden sekillendirme enzimlerini eksprese ederek ECM'nin
yeniden modellenmesinde nemli bir rol oynar.* Hipertrofik skar fibroblastlarimin da
anjiogenez artigina ve ekstraseliiler matris asirt birikimine sebep olan benzer 6zellikleri
bulunmaktadir.

VEGF'nin yaninda, anti-neoplastik stratejiler tirozin kinazlar1 bloke etmeye
odaklanmistir. Bu baglamda PDGFR, c-KIT ve VEGF reseptorii (VEGFR) en yaygin
olarak inhibe edilen kinazlardir.®

Multi target tirozin kinaz inhibitorii olan Regorafenib’in blokladigi VEGF, PDGF
gibi biiylime faktorlerinin hipertrofik skarlagsma siirecinde de yer almasi, ayn1 zamanda
timor stromasinin  olusumunda Kritik rolii olan kanserle iliskili fibroblastlarla
hipertrofik skar fibroblastlarinin benzer ozellikler gostermesi nedeniyle tavsan
kulaginda hipertrofik skar modeli olusturdugumuz c¢alismamizda birgok karsinomun

tedavi protokoliinde olan Regorafenib kullanilmistir.
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Yapilan bir ¢alismada rat uylugunda intramuskuler olarak biiyiitiilen bir rat GS9L
glioblastoma ksenogreftinde Regorafenib’in timdr damar sistemi iizerine etkisi
Gadomer-17 kullanilarak dinamik kontrastli manyetik rezonans goriintiilleme (MRI) ile
degerlendirilmistir. Timor tasiyan siganlar1, 10 mg/kg'lik tek bir oral Regorafenib dozu
ile tedavi etmek, timor perfiizyonunda ve kontrast ajanin ekstravazasyonunda onemli
bir azalmaya neden olmustur. Bu modelde Regorafenib’in terapétik antitiimor etkinligi
10 mg/kg ile korele bulunmustur.?*’

Regorafenib’in in vivo antitimor aktivitesi, farelerde insan ksenogreft
modellerinde analiz edilmis; kolorektal karsinom, meme kanseri ve renal hiicreli
karsinom tiimorlerinden tiiretilen modeller dahil olmak tizere c¢oklu ksenogreft
modellerinde doza bagli olarak tiimér biiylimesini oral olarak inhibe ettigi gosterilmistir.
10-100 mg/kg doz araliginda kolorektal karsinom ksenogreftlerinin biiylimesini etkili
bir sekilde inhibe etmis, 10 mg/ kg dozda 14. giinde tiimdr biiylime inhibisyonunun
%75’¢ ulastig gdsterilmistir.?*’

Preklinik caligmalarda Regorafenib’in terapotik antitiimor etkinligi 10 mg/kg ile
korele bulundugu i¢in ¢alismamizda 10 mg/kg doz kullanilmistir.

Literatiirde kanser tedavisinde kullanilan ajanlarla yapilan hipertrofik skar
calismalar1 bulunmaktadir. Bir kemoterapotik ajan olan Bleomisin’in hipertrofik skarda
kullanildig1 bir ¢alismada intralezyoner Bleomisin uygulanan grupta Klinik olarak %
84’liik gerileme gosterilmistir. Kriyoterapi ile kombine Triamsinolon enjeksiyonlari ile
karsilastirildiginda, Bleomisin biiylik keloidler i¢in 6nemli 6l¢iide daha basarili sonug
Vermistir.248

Steroidler kollajen sentezini azaltir, kollajenaz inhibitorlerini artirir. Fibroblast
glukokortikoid reseptorleri araciligiyla calisan steroidler ayrica kollajen demetlerinin
organizasyonunda rol alan ve karakteristik keloidal kollajen nodiillerini dejenere eden
degisiklikleri indiikler. Klinikte en sik kullanilan steroid olan Triamsinolon asetonid,
normal ve keloid fibroblastlarin proliferasyonunu baskilar, kollajen sentezini inhibe
eder, kollajenaz {iiretimini artirir ve kollajenaz inhibitdrlerinin seviyelerini azaltir."*
Klinik pratikte sik kullanildigi ve hipertrofik skar caligmalarinda karsilagtirma

yapabilecek genis veritabanlar1 sagladigir i¢in calismamizda Triamsinolon asetonid

kullanilmustir.
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Morris ve arkadaglarinin tavsan kulaginda olusturduklart hipertrofik skar
modelinde yaptig1 ¢aglismada epitelizasyonun tamamlandigi ve skarin palpe edilebilir
sekilde hipertrofiye oldugu 16. giinde tek doz intralezyonel Triamsinolon asetonid 40
mg/ml her bir skara 20ul olarak uygulanmstir. Uygulama sonrasi 6. giinde hipertrofinin
azaldigi gosterilmistir.'® Calismamizda benzer sekilde her bir skara 20 ul olacak
sekilde 40 mg/ml Triamsinolon asetonid intralezyonel uygulanmistir.

Calismamizda literatiirdeki ~ c¢alismalara  dayanarak  klinik  bulgular
degerlendirilmis, elektron mikroskobik inceleme yapilmis, 151tk mikroskobisi ile skar
elevasyon indeksi, kollajen yogunlugu incelenmis, VEGF ve o-SMA igin
immiinohistokimyasal degerlendirme yapilmistir.

Klinik gbézlemde kontrol grubundaki tavsanlarin kulaklarindaki hipertrofik skarlar
ciltten kabarik, palpasyonla sert ve hiperemik goriinimdeydi. Triamsinolon asetonid
grubuna bakildiginda skarlarin daha diiz, daha yumusak ve daha soluk goriiniimde
oldugu gozlendi. Regorafenib grubundaki skarlarin da Triamsinolon asetonid
grubundaki skarlar gibi daha diiz, daha yumusak oldugu ve goriiniimiin neredeyse sham
grubuna yakin oldugu goriildii.

Her bir skar igin skar elevasyon indeksi ve fibrozis histopatolojik olarak
degerlendirilmistir. Kontrol grubunda SEI ortalama 2,048, Triamsinolon asetonid
grubunda 1,16, Regorafenib grubunda 1,28 bulunmustur. Triamsinolon asetonid ve
Regorafenib grubundaki degerler kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
dlgiide diisiik bulunmustur. Bununla birlikte, Triamsinolon Asetonid grubunun SEI
degerinin, Regorafenib grubundan daha diisiik olmasina karsin bu farkin istatistiksel
olarak anlamli olmadigi, oral olarak verilen Regorafenib tedavisinin intralezyonel
uygulanan Triamsinolon asetonid’e benzer sekilde skar elevasyon indeksini azalttigi
gosterilmistir.

Huang ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada tavsan kulaginda olusturulan
hipertrofik skar modelinde Centella asiatica bitkisinden ekstrakte edilen Asiaticoside
oral olarak kullanilmig ve doza bagimli olarak hipertrofik skar formasyonunu inhibe
ettigi ve skar elevasyon indeksini kontrol grubuna gore anlamli olarak disiirdiigii
géisterilmistir.199
Herhangi bir islem yapilmayan ve tamamen saglam birakilan sham grubuna ait

deri 6rneklerinin 151k mikroskobik incelemesinde, epidermisin keratinize ¢ok katli yassi
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epitel yapisinda oldugu ve stratum bazale, stratum spinozum, stratum granulozum ve
stratum Korneum olmak iizere dort tabakadan olustugu goriildii. Epidermisin daha alt
kisminda yer alan dermisin diizensiz siki bag dokusu yapisinda oldugu izlendi. Dermis
icerisinde farkli yonlere uzanan kollajen ve elastik lifler, bol miktarda kil follikiilii, yag
bezleri, kapillerler ve diiz kas lifleri normal morfolojik goriintiide izlendi.

Hipertrofik skar olusturulup, herhangi bir tedavi yontemi uygulanmayan kontrol
grubuna ait deri orneklerinin 151k mikroskobik incelenmesinde, dermiste diger gruplara
gore oldukca fazla sayida fibroblast, lenfosit infiltrasyonu, artmis vaskiilarizasyon ve
damarlarda dilatasyon izlendi. MT boyal1 6rneklerde diizensiz, ¢ok sayida kalin ve kisa
kollajen lifler goriildii. % 33,33’linde orta siddetli, % 66,67 ’inde belirgin siddetli
kollajenizasyon  gozlenirken, hafif siddetli kollajenizasyon  gozlenmemistir.
Kollajenizasyonun diizensiz ve siddetli olmast hipertrofik skar icin karakteristik
bulgulardir.

Hipertrofik skar olusturulduktan sonra Regorafenib verilen tavsanlarin
kulaklarindan alinan deri 6rneklerinin 151k mikroskobik incelenmesinde, epidermis ve
dermisin nispeten normal yapida oldugu goriildii. Dermiste orta yogunlukta fibroblast
bulundugu ve diger gruplara gore daha az vaskiilarizasyon oldugu izlendi. MT boyali
preperatlarda kollajen liflerin ince ve uzun fibriler seklinde diizenlendigi, kontrol ve
Triamsinolon Asetonid gruplarina gore daha az sayida ince kollajen fibriller igerdigi
tespit edildi. Bu gurupta, % 16,67 hafif siddetli, % 44,44 orta siddetli ve % 38,88
belirgin siddetli kollajenizasyon gdzlenmistir. Dermiste ¢ok sinirli bolgelerde 6dem,
kollajen lif miktarinin artisi, lenfosit infiltrasyonu ve fibroblast proliferasyonu
bulundugu belirlendi.

Hipertrofik skar olusturulduktan sonra Triamsinolon Asetonid verilen tavsanlarin
kulaklarindan alinan deri 6rneklerinin 151k mikroskobik incelenmesinde, epidermis ve
dermisi olusturan yapilarda kismi dejeneratif degisiklikler gorildi. Epidermis ve
dermiste bazi bdlgelerde nekroz, o6dem, lenfosit infiltrasyonu ve fibroblast
proliferasyonunun varlig1 izlendi. Vaskiilarizasyonun kontrol grubuna gore azaldigi
goriildii. MT boyali preperatlarda dermiste bulunan kollajen lif miktarinin kontrol grubu
ile karsilastirildiginda azaldigi goriildii. Bu gurupta % 22,22 hafif siddetli, % 33,33 orta
siddetli ve % 44,5 belirgin siddetli kollajenizasyon bulundugu gézlendi.
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Gruplar arasinda  hafif, orta ve belirgin siddetli kollajenizasyon
karsilagtirildiginda, Regorafenib ve Triamsinolon asetonid gruplarinda Kollajen
yogunlugu kontrol grubuna goére istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik
bulunmustur.

Regorafenib grubunda kollajen yogunlugunu azalmis olmasi, kontrol ve
Triamsinolon Asetonid gruplarina gore daha az sayida ince kollajen fibriller goriilmesi
Regorafenib’in hipertrofik skar goriiniimiinii iyilestirdigini kanitlamaktadir.

Vaskiilarizasyon, Triamsinolon Asetonid grubunda kontrol grubuna gore azalmis
olarak bulunmustur. Regorafenib grubunda ise vaskiilarizasyonun diger gruplara gore
daha az oldugu goriilmiistiir.

Calismamizda herhangi bir cerrahi islem ve tedavi uygulanmayan sham grubuna
ait deneklerden alinan deri 6rneklerinin elektron mikroskobik incelemesinde, epidermis
ve dermisin tiim tabakalarinin normal yapida oldugu goriildii. Epidermis, stratum
bazale, stratum spinozum, stratum graniilozum ve stratum korneum olmak tizere dort
tabakadan olugsmaktaydi. Epitel hiicrelerinin  biiyiilk ¢ogunlugunu olusturan
keratinositlerin birbirlerine desmozom tipi baglantilarla bagli olduklari, merkezi
yerlesimli, yuvarlak veya yassi, hafif indentasyonlar gosteren bir c¢ekirdege sahip
olduklar1 goriildii. Keratinositlerin normal dagilima sahip kromatin igeren ¢ekirdekleri
igerisinde 1-2 ¢ekirdek¢ik bulunmaktaydi. Keratinositlerin sitoplazmalari igerisinde bol
miktarda tonofilaman bulundugu izlendi. Stratum bazale tabakasindaki keratinositler ile
bazal lamina arasinda fokal adhezyon bodlgeleri ve hemidesmozomlar bulundugu
izlendi. Stratum graniilozumdaki Kkeratinositlerin ¢ekirdeklerinin yassilastigi ve
sitoplazmalarinda ¢ok sayida keratohiyalin graniilleri igerdigi goriildii. Epidermisin en
yiizeyel tabakasi olan stratum korneum tabakasinin organel igermeyen 6lii hiicrelerden
olustugu goriildii.

Diizensiz siki bag dokusu yapisindaki dermis igerisinde fibroblastlar, mast
hiicreleri, makrofajlar, kollajen lifler, elastik lifler ve kan damarlar1 izlendi. Kapillerler
normal yapida olup, liimeni doseyen tek katli yassi sekilli endotel hiicreleri ve endotel
hiicreleri ile ayn1 bazal laminaya sahip perisitlerden olugmaktaydi.

Hipertrofik skar formasyonu olusturulup tedavisiz takip edilen kontrol grubuna ait
deneklerden alinan deri 6rneklerinin elektron mikroskobik incelemesinde, epidermiste

baz1 alanlarda keratinositlerin aralarindaki desmozom tipi baglantilarin biitlinliigliniin
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bozuldugu ve interselliller araliklarda geniglemelerin meydana geldigi izlendi.
Keratinositlerin sitoplazmalarinda bulunan mitokondriyonlarin = sistigi ve krista
yapilarinin bozuldugu goriildii. Bazal lamina normal yapida izlendi.

Dermiste ¢ok miktarda kollajen lif bulundugu ve fibroblastlarin arttigi dikkati
cekti. Fibroblastlarda periniiklear sisternalarin genisledigi, sitoplazmalari igerisinde ¢ok
miktarda, sisternalari genislemis graniiler endoplazmik retikiiliim sisternalarinin
bulundugu dikkati ¢ekti. Bu goriiniim kollajen sentezinin arttigin1 géstermektedir. Kan
damarlarinin duvarinda yer alan endotel hiicrelerinin anjiogenez lehine ¢ekirdeklerinde
heterokromatin artigi, sitoplazmalarinda vakuollerin varligi goriildii. Baz1 alanlarda
endotel hiicreleri arasindaki baglanti komplekslerinin biitinligiinii kaybettigi tespit
edildi. Dermis igerisinde, 6zellikle kapillerlere yakin alanlarda ¢ok sayida makrofajin ve
mast hiicrelerinin bulundugu dikkati c¢ekti. Mast hiicrelerine ait graniillerde yer yer
degraniilasyon nedeniyle olusan vakuoller izlendi.

Triamsinolon Asetonid uygulanan gruba ait deri Orneklerinin elektron
mikroskobik incelemesinde kismi dejeneratif degisiklikler olmakla birlikte, epidermis
ve dermis tabakalarmin genellikle sham grubuna benzer 6zelliklerde oldugu gozlendi.
Keratinize ¢ok katli yassi epitel 6zelliginde olan epidermiste keratinositlerin birbirlerine
desmozom tipi baglantilarla bagli olduklari, merkezi yerlesimli, yuvarlak hafif
indentasyonlar gosteren bir c¢ekirdege sahip olduklarn goriildii. Keratinositlerin
sitoplazmalar icerisinde bol miktarda tonofilaman bulundugu izlendi. Epidermisin en
alt tabakasinda bulunan keratinositler ile bazal lamina arasinda fokal adhezyon boélgeleri
ve hemidesmozomlar bulundugu izlendi.

Diizensiz sik1 bag dokusu yapisindaki dermis igerisinde fibroblastlar, mast
hiicreleri, makrofajlar, kollajen lifler ve kan damarlari normal yapida izlendi.

Regorafenib uygulanan gruba ait deri Orneklerinin elektron mikroskobik
incelemesinde bazi alanlarda kismi dejeneratif degisiklikler gozlenmekle birlikte,
epidermis ve dermisin sham grubuna benzer 6zelliklerde oldugu izlendi. Kontrol grubu
ile karsilastirildiginda keratinosit ¢ekirdeklerinin ve sitoplazmik organellerinin normal
yapida oldugu goriildii. Komsu keratinositler arasindaki desmozomal baglantilarin
biitiinliigiinii korudugu, interselliiler genislemelerin azaldigi izlendi. Dermiste yer alan
fibroblastlarin ¢ekirdek ve sitoplazmalarinin sham grubuna benzer Ozelliklerde ve

normal yapida olduklart tespit edildi. Kapillerleri doseyen endotel hiicreleri normal
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yapida izlendi. Bu bulgular Regorafenib’in hipertrofik skar gelisiminde anahtar rol
oynayan fibroblastlari, kollajen sentezini ve anjiogenezi inhibe ettigini gostermektedir.

Uzun ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢calismada tavsan kulaklarinda hipertrofik skar
formasyonu iizerinde anjiotensin doliniistiiriicti enzim inhibitorii (ACE-I) Enalapril’in
etkisi arastirilmustir. Tk grup tavsanlarin kulaklarinda defektler olusturulduktan hemen
sonra oral Enalapril baglanms, ikinci grupta hipertrofik skar formasyonlar1 olustuktan
sonra oral Enalapril baslanmus, i¢iincii gruba da 28. ve 35. Giinlerde 40 mg/ml
intralezyonel Triamsinolon asetonid uygulanmistir. Erken Enalapril uygulanmasinin
kontrol grubuna gore skar elevasyon indeksini, fibroblast ve kapiller sayilarin1 6nemli
Olciide azalttig1, gec Enalapril uygulanmasinin skar elevasyon indeksini iizerine anlamli
etkisi bulunmadigi gosterilmistir. Erken Enalapril uygulamasiyla steroid tedavisi
arasinda skar elevasyon indeksi, kapiller ve fibroblast sayisi1 arasinda fark
bulunmamistir. Bununla birlikte erken ve ge¢ Enalapril gruplari, steroid ve kontrol
gruplartyla karsilastirildiginda daha diisik kollajen tip 3 immiinreaktivitesi
sergilemistir.249

Tavsan kulaginda hipertrofik skar modelinde yapilan baska bir ¢alismada
anjiotensin doniistiiriicii enzim inhibitorii (ACE-I), anjiotensin reseptor blokorii (ARB)
ve intralezyonel kortikosteroid tedavilerinin  skarlar  iizerindeki  etkileri
karsilagtiritlmistir. 20 tavsan sham, kontrol, ACE-I, ARB ve intralezyonel kortikosteroid
olmak {izere her grupta 4 tavsan olacak sekilde 5 gruba ayrilmistir. Tavsan kulaklarinda
6mm ¢apli perikondriumun da eksizyona dahil edildigi defektler olusturulmus, ACE-I
grubuna Enalaprilat ve ARB grubuna Candesartan cilexetil 40 giin boyunca oral yolla
verilmistir. Intralezyonel kortikosteroid grubuna 28. ve 35. giinlerde intralezyonel
Triamsinolon asetonid uygulanmustir. 40. giiniin sonunda SEI hesaplanmistir. SEI
kontrol grubunda en yiiksek, steroid grubunda ACE-I ve ARB gruplarina gore anlaml
Olciide diisiik bulunmustur. Tip 3 kollajen liflerinin yogunlugu kontrol grubunda en
yiiksek bulunmustur. ACE-I ve ARB gruplar tip 1 ve tip 3 kollajen lifleri yogunluklari
acisindan benzer bulunmustur. Tip 1 kollajen steroid grubunda en yiiksek, tip 3 kollajen
en diisiik bulunmugtur. Vaskiilarizasyon agisindan 3 tedavi grubu arasinda anlamli fark
bulunmamlstlr.250
Onceki literatiire benzer sekilde ¢alismamizda da intralezyonel Triamsinolon

asetonid tedavisi 28. ve 35. giinlerde uygulanmistir. Skar elevasyon indeksi,
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kollajenizasyon ve vaskiilarizasyon fizerine etkileri degerlendirilip Regorafenib ve
kontrol gruplariyla karsilastirilmistir.  Literatiirdeki  bulgulara benzer sekilde
Triamsinolon asetonidin kontrol grubu ile karsilastirildiginda hipertrofik skarda
tyilestirici etkisi calismamizda da desteklenmektedir. Regorafenib ile yapilan
karsilagtirmada skar elevasyon indeksi ve kollajenizasyon iizerinde Regorafenib’in
etkisi Triamsinolon asetonid ile benzer bulunmustur.

Insan kan hiicrelerinin en kii¢iigii olan trombositler, hemostaz ve tromboz
stireclerinde merkezi oyunculardir. Ek olarak, trombositler dogustan gelen bagisiklik
savunmasinin 0zel hiicreleridir, inflamatuar yanitin modiilatorleridir ve hematojenik
metastazin yani sira yara iyilesmesinde rol oynarlar. Regorafenib PDGF’yi inhibe
eder.?’ Boylece hem metastatik karsinom hem de hipertrofik skar tedavi siirecinde
PDGF iizerinden etkili oldugu diisiiniilebilir.

Kanserle iliskili fibroblastlarda normal fibroblastlardan farkli olarak o-SMA
eksprese edilmektedir. Hipertrofik skarda bulunan fibroblastlarda da benzer sekilde a-
SMA eksprese edildiginden Regorafenib’in a-SMA iizerindeki etkisini gozlemlemek
icin calismamizda immiinohistokimyasal olarak o-SMA diizeyleri incelenmis ve
karsilatirilmistir. Bununla birlikte gii¢lii proanjiyogenik biiyiime faktorii olan bircok
timorde up-regiile olan ve timdr stromasinda kritik bir rol oynayan VEGF, hipertrofik
skar patogenezinde de yer almaktadir. Anjiogenezi baskilayan ajanlarla yapilan
deneysel hipertrofik skar ¢aligmalar1 bulunmaktadir. Regorafenib’in VEGF iizerindeki
inhibe edici etkisi bilinmektedir ve bu etkinin hipertrofik skar modelinde gozlenmesi
i¢cin caligmamizda immiinohistokimyasal olarak VEGF diizeyleri degerlendirilmistir.

Herhangi bir islem uygulanmayan sham grubunda, tamamen saglam deneklerden
elde edilen deri doku orneklerinde, a-SMA ve VEGF ekspresyonunu arastirmak
amaciyla immiinohistokimyasal yontemler uygulandi. Deri kesitlerinde dermiste
kollajen lifleri arasinda bulunan bag dokusuna ait hiicrelerde minimum seviyede VEGF
ekspresyonu tespit edildi. Kiigiik capli kapiller damar endotel hiicrelerinde ve daha
biiyiik ¢apli damar endotel hiicrelerinde VEGF ekspresyonunun az diizeyde oldugu
izlendi. o-SMA ekspresyonun ise dermiste kollejen lifleri arasinda bulunan
miyofibroblastlarda ve kas liflerinde minimal diizeyde eksprese oldugu tespit edildi.

Hipertrofik skar olusturulup herhangi bir tedavi yontemi uygulanmayan kontrol

grubundaki deneklerden alinan deri dokusuna ait orneklerde, a-SMA ve VEGF
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ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi. Kollajen lifleri arasinda yer
alan hiicrelerde ve kapiller damar endotel hiicrelerinde yogun VEGF ekspresyonu
goriildii. a-SMA ekspresyonunun ise dermiste bulunan kas lifleri ile miyofibroblast
hiicrelerinde ve damar duvarinda oldukca yiiksek oldugu tespit edildi. Calismamizda
tavsan kulaginda olusturdugumuz hipertrofik skar modelinde, insandaki hipertrofik skar
dokusundakine benzer sekilde yogun VEGF ve a-SMA ekspresyonunun gosterilmesi,
modelimizin hipertrofik skar formasyonunun temsil edebildigini histopatolojik olarak
da desteklemektedir.

Hipertrofik skar olusturulduktan sonra Regorafenib verilen tavsanlarin
kulaklarindan alinan deri orneklerinde, dermiste kollajen liflerin arasinda yer alan
hiicrelerde az diizeyde VEGF ekspresyonu tespit edildi. Ek olarak, kapiller damar
endotel hiicrelerinde zayif VEGF ekspresyonu goriildii. a-SMA ekspresyonunun sham
grubuna benzer sekilde, dermiste yer alan miyofibroblastlarda ve kas liflerinde belirgin
olarak azaldig1 tespit edildi.

Hipertrofik skar olusturulduktan sonra Triamsinolon Asetonid verilen tavsanlarin
kulaklarindan alinan deri orneklerinde, dermis tabakasinda bulunan hiicrelerde ve
kapiller damar endotel hiicrelerinde orta siddette VEGF ekspresyonu goriildii. a-SMA
ekspresyonu ise kontrol grubuna gore azalmis olsa da Regorafenib uygulanan grupla
kiyaslandiginda, bu grupta yer alan miyofibroblastlarda belirgindi.

Yara iyilesme siirecinde hasarli alana oksijen ve nutrisyon saglanmasi i¢in yeni
kan damarlarina ihtiya¢ vardir. En gii¢lii ve 1yi ¢alisilmis proanjiogenik mediatorlerden
biri vaskiiler endotelyal biiylime faktoriidiir (VEGF). VEGF endotelyal hiicre
proliferasyonunu, migrasyonunu, diferansiasyonunu stimiile eder. VEGF ailesine ait
tiyeler farkl tirozin kinaz reseptorlerine baglanir. Son yillarda, artan kanitlar VEGF'in
skar dokusunu diizenlemede ©nemli bir rol oynadigmi gostermektedir. Cok sayida
calisma, yiksek VEGF seviyelerini hipertrofik skar ve keloid olusumu ile
iliskilendirmistir. Ek  olarak, VEGF inhibisyonunun skar dokusu birikimini
azaltabilecegine dair deneysel kanitlar vardir.?!

Calismamizda VEGF ekspresyonu degerlendirildiginde, kontrol grubunda yiiksek
VEGF ekspresyonu oldugu izlendi. Sham, Triamsinolon Asetonid ve Regorafenib
gruplarinda, kontrol grubuna kiyasla anlamli oranda azalma oldugu goriildii.

Regorafenib ve Triamsinolon Asetonid gruplarinda VEGF ekspresyonunun sham
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grubuna benzer sekilde diisiik seviyede oldugu ve aralarinda anlamli fark olmadigi
bulundu.

Bu baglamda VEGF-A monoklonal antikoru (Bevacizumab), 2004 yilinda Gida
ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan ilk anti-anjiyogenik ilactir. Bevacizumab,
metastatik kolorektal kanser, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri, renal hiicreli
karsinom, glioblastoma multiforme, over kanseri ve metastatik serviks kanserinde klinik
aktivite gostermistir. Anjiyogenez, normotrofik skarlasmaya gore hipertrofik skarda
daha sik ortaya ¢ikar. Anjiyogenezin diizenlenmesi, hipertrofik skar yonetiminde
anahtar faktorlerden biridir.®* Kwak, Bevacizumab ile yaptigi ¢alismada VEGF
seviyesinin disiiriilmesinin hipertrofik skar olusumunun tedavisinde etkili olup
olmadigini arastird1.®® Tavsan kulaginda 6mm punch biyopsi aleti kullanilarak her bir
kulakta 4 adet defekt olusturuldu. Bir kulaga Bevacizumab (Avastin, Roche Pharma,
Basel, Isvicre), diger kulaga normal salin uygulandi. Tedavi 2. giinden baslayarak, 2
giinde bir, 14. giine kadar uygulandi. Bevacizumab uygulanan defektler kontrol
grubuyla karsilastirildiginda daha az hipertrofik skarlagsma gosterdi. Damar sayist ve
VEGF diizeyi daha diisiik bulundu.?* Calismamizda kullanilan Regorafenib’in de
VEGTF {izerinde etkisi bulunmaktadir. Calismamizda VEGF ekspresyonu, kontrol grubu
ile kiyaslandiginda Regorafenib grubunda anlamli diizeyde diisiik bulunmustur.
Kwak’in c¢alismasinda tedaviye, defektler olusturulduktan 2 giin sonra baslanmis ve
profilaktik etki gozlenmistir. Bizim calismamizda ise hipertrofik skar olustuktan sonra
tedaviye baglanmistir.

Alfa-diiz kas aktin (a-SMA), vaskiiler diiz kas hiicrelerinde baskin olan bir aktin
izoformudur ve fibrogenezde onemli rol oynar. TGF-B etkisiyle fibroblastlardan
doniisen miyofibroblastlar metabolik ve morfolojik olarak normal fibroblastlardan
farklidir ve a-SMA eksprese eder. Aktivasyonlar fibrotik cevap gelisiminde anahtar rol
oynamaktadir. Aktive durumda miyofibroblastlar ¢ogalmayr durdurur ve biiyiik
miktarlarda ekstraseliiler matris proteinleri sentezlemeye baslar. a-SMA ekspresyonu
miyofibroblast aktivitesi ile koreledir. Miyofibroblastlar tarafindan olusturulan yiiksek
kontraktil giic fizyolojik doku remodelingi i¢in gereklidir ancak hipertrofik skar,
neredeyse tiim fibrotik hastaliklar ve timdrlerde stroma reaksiyonu siirecinde oldugu

253

gibi asir1 hale gelmesi doku fonksiyonu igin zararlidir. Hipertrofik skar

fibroblastlarinin artmis kollajen sentezi ve a-SMA ekspresyonuyla karakterize oldugu
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bilinmektedir. Ayrica kanserle iliskili fibroblastlar da a-SMA eksprese eden fenotipik
olarak heterojen bir fibroblast grubudur.

Calismamizda a-SMA ekspresyonunun sham grubunda beklendigi gibi diisiik
seviyede oldugu goriildii. Hipertrofik skar formasyonu olusturulup tedavisiz takip edilen
kontrol grubunda ise a-SMA anlamli dlclide yiiksekti. Diger bulgulardan farkli olarak
Triamsinolon Asetonid grubunda o-SMA seviyesinin kontrol grubunda oldugu gibi
sham grubuna gore anlaml1 derecede yiiksek oldugu bulundu. Regorafenib grubunda ise
sham grubuyla karsilastirildiginda aralarinda anlamli fark olmadigi gdzlendi.
Regorafenib’in a-SMA ekspresyonu {izerinde Triamsinolon asetonid’den daha etkili
oldugu gozlenmis olup hipertrofik skar formasyonunu higbir cerrahi islem yapilmamis
normal cilde yakin duruma getirdigi gosterilmistir.

Bir tienopiridin tirevi olan LCB 03-0110, immiin yanitta ve inflamatuar
reaksiyonlarda 6nemli olan birgok tirozin kinazi inhibe etmektedir. Bu bilesigin, TGF-
Bl wve tip | kollajen tarafindan indiiklenen primer dermal fibroblastlarin
proliferasyonunu ve migrasyonunu bastirdigi gosterilmistir. Bu sonu¢ a-SMA
ekspresyonuna kargt olan inhibisyon yetenegiyle koreledir. Sun ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢alismada tavsan kulaklarinda olusturulan eksizyonel yaralara
topikal olarak uygulanan LCB 03-0110’mn, yara kapanma siirecini geciktirmeden
iyilesen yaradaki miyofibroblast ve makrofaj hiicrelerinin birikimini baskiladigi ve

* Calismamizda kullanilan

hipertrofik skar olusumunu azalttig gdsterilmistir.?
Regorafenib’in de benzer etkisi oldugu disiiniilmistiir ancak hipertrofik skar tizerindeki

etki mekanizmasinin tam olarak anlasilabilmesi i¢in ileri ¢calismalara ihtiyag vardir.

93



6. SONUC VE ONERILER

Plastik cerrahlar i¢in hipertrofik skar onemli bir sorundur. Hipertrofik skar

tedavisinde hem fonksiyonel hem de estetik sonuglarin tatmin edici olmasi i¢in deneysel

ve klinik caligmalara devam edilmektedir. Literatiirde tedavide bir¢ok farmakolojik

ajanin arastirildigi deneysel ¢alismalar bulunmaktadir. Biz bu ¢alismada hipertrofik skar

tedavisinde klinikte yaygin olarak kullanilan ve en oOnemli ajanlardan biri olan

Triamsinolon asetonid ile metastatik kolorektal karsinomla birlikte bir¢ok kanser

tiirinde kullanilan Regorafenib’in etkinligini arastirdik.

1.

Calismamizda hipertrofik skarlar ve tedaviler sonrasi skarlardaki gerilemeler
klinik olarak degerlendirilmistir. Kontrol grubunda hipertrofik skarlarin sert,
ciltten kabarik nodiiler sekilde oldugu, Triamsinolon asetonid ve Regorafenib
gruplarinda skarlarin kontrol grubuna goére daha diiz, daha yumusak ve
renklerinin daha soluk oldugu gorilmiistir. Sham grubuna en yakin
goriiniimdeki skarlarin Regorafenib grubunda oldugu gozlemlenmistir.
Calisgmamizda skar elevasyon indeksi degerlendirilmis olup Triamsinolon
asetonid ve Regorafenib gruplarinda kontrol grubuna gére SEI anlamli dlgiide
diisik bulunmustur. Calisma sonucunda SEI en diisiik grup intralezyonel
Triamsinolon asetonid uygulanan grup olmakla birlikte Regorafenib grubu ile
arasinda anlamli fark olmamasi Regorafenib’in de hipertrofik skarda skar
elevasyon indeksini 6nemli 6l¢iide diisiirdiiglinii géstermektedir.

Gruplar arasinda hafif, orta ve belirgin siddetli kollajenizasyon
karsilagtirildiginda, Regorafenib ve Triamsinolon asetonid gruplarinda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde kollajen yogunlugunun
azaldig1 gosterilmistir.

Immiinohistokimyasal ~ olarak VEGF diizeyleri  degerlendirildiginde
Triamsinolon asetonid ve Regorafenib ile tedavi edilen gruplarda VEGF
diizeyleri kontrol grubuna gore 6nemli dl¢iide diisiik bulunmustur.

a-SMA diizeyleri ise Regorafenib grubunda, Triamsinolon asetonid ve kontrol
grubuna gore anlamli 6lgiide diisiikk bulunmustur. Regorafenib grubu ile sham

grubu arasinda anlaml fark olmadigi goriilmistiir.

94



Oneriler;

1.

Calismamizda Regorafenib sistemik olarak uygulanmis olup sistemik ciddi
yan etkileri olabileceginden topikal veya intralezyonel uygulanabilecegi baska
deneysel ¢alismalar yapilabilir.

Bunun yaninda doza bagimli etkinin degerlendirilmesi i¢in yeni ¢aligmalara
ihtiya¢ vardir.

Calismamizda Regorafenib hipertrofik skarlar olustuktan sonra baslanmis
olup, cerrahi sonrasi profilaktik olarak kullanimina yonelik c¢aligsmalar
yapilabilir.

Hipertrofik skar ve tiimor mikrogevresinde benzer goriilen, ¢alismamizda
degerlendirilememis olan baska mediyatorler ve biyokimyasal markerlarin
degerlendirilmesi i¢in mevcut ¢aligma tekrarlanabilir.

Calismamizda Regorafenib’in hipertrofik skar tedavisinde oldukga etkili
oldugu goriilmiis olup, patolojik skar spektrumunun en zorlu ucunda yer alan
keloid iizerindeki etkisini go6zlemlemek icin ¢alisma keloid modeliyle
tekrarlanabilir.

Viicudun biiyiik kismini i¢ine alan genis derin dermal yanikli hastalarda
hipertrofik skar gelisimi kaginilmaz olmaktadir. Bu ve benzeri durumlarda
hipertrofik skar yonetiminde uygulanan topikal tedaviler yetersiz kalmaktadir.
Regorafenib’in sistemik kullanimi bu hastalarin tedavi algoritmasinda yer
alabilir. Endikasyonlar, kontrendikasyonlar ve mevcut yan etkiler gbz oniine
aliarak genis derin dermal hasar1 olan ve buna baglh viicut ylizey alaninin
bliyiik kisminda hipertrofik skar gelisen hastalarda sistemik tedavi modalitesi
olarak Regorafenib’in kullanilabilecegi ¢alismalar yapilabilir.

Calismamizda Regorafenib’in hipertrofik skar tedavisinde olduke¢a etkili
oldugu klinik olarak gézlemlenip histopatolojik bulgularla da desteklenmistir.
Ancak uygun tedavi modalitesini gelistirebilmek i¢in farkli modellerde ve

farkli dozlarda yeni ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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