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1. OZET

DENEYSEL AKCiGER FiBROZiSi MODELINDE UROTENSIN 2
ANTAGONISTI’NIN ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

Dr. Ibrahim Halil TURKBEYLER
Uzmanlik Tezi, I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Ahmet Mesut ONAT

Kasim 2010, 68 sayfa

Sistemik skleroz (SSk), deri ve i¢ organlarda yaygin fibrozis ile karakterize bir
hastaliktir. Akciger en sik tutulan organlardan birisidir ve tedaviye ragmen en sik
mortalite nedenidir. Calismamiz son yillarda fibrozis patogenezinde Onemli bir
medyator oldugu gosterilen lirotensin-II’nin (U-II), akciger fibrozisi olusturulan hayvan
modelinde diizeylerini belirlemek, U-II diizeyleri ile fibrozis skorlar1 ve fibrozis
gostergeleri olan endotelin-1 (ET-1), tranforming growth faktor-B1 (TGF-B1) arasindaki
iligkiyi belirlemek, son olarak olusturulan akciger fibrozisi modelinde U-II antagonisti
olan palosuranm etkinligini arastirmak amaciyla planlandi.

Calismaya Wistar tipi erkek ratlar alindi. Kontrol grubuna (n:10), intratrakeal
salin, akciger fibrozisi olusturulan hasta grubuna (n:10) intratrakeal bleomisin, tedavi
grubuna ise (n:10) intratrakeal bleomisin ve gavaj ile palosuran verildi. Caligma
ondordiincii glinde sonlandirilmis olup, patolojik ve biyokimyasal islemler i¢in 6rnekler
alimustir.

Calismanin sonucunda; U-II diizeyi (ng/ml) kontrol grubunda 2.957+0.159, hasta
grubunda 3.188+0.122, tedavi grubunda 2.970+0.165 saptand1 (p=0.002). ET-1 diizeyi
(pg/ml) kontrol grubunda 4.486+0.376, hasta grubunda 9.086+1.850, tedavi grubunda
4.486+0.376 saptand1 (p<0.001). TGF-B1 (ng/ml) diizeyi kontrol grubunda 73.143+9.96,
hasta grubunda 84.81+4.73, tedavi grubunda 77.86+5.77 saptand1 (p=0.006). Fibrozis
skorlar1 kontrol grubunda 0.7+0.48 hasta grubunda 4.4+1.34, tedavi grubunda 3.2+0.63
saptandi (p<0.001). Akciger fibrozisi olusturulan grupta fibrozis skorlar1 ile UT-II, ET-1
ve TGF-B1 arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon saptandi.

Sonug olarak, son yillarda fibrozis ile iligkisi ortaya konulan UT-II"'nin SSk
akciger fibrozis modelinde onemli bir medyator oldugu ve U-II antagonisti olan
palosuranin yeni bir tedavi secenegi olarak akcigerde fibrozisi engelleyebilecegi
diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Skleroderma, Akciger fibrozisi, Urotensin-1I antagonisti,
Palosuran
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IV. ABSTRACT

THE EFFICIENCY OF UROTENSIN 2 ANTAGONIST IN AN
EXPERIMENTAL LUNG FIBROSIS MODEL

Dr. Ibrahim Halil TURKBEYLER
Residency Thesis, Department of Internal Medicine
Supervisor: Associate. Prof. Dr. Ahmet Mesut ONAT
November 2010, 68 pages

Systemic Sclerosis (SSc) is a disease characterized by skin and internal organ
involvement. Interstitial lung disease is the prominent reason for mortality and there is
still any satisfactory treatment. The pathogenesis of the lung pathology is not clearly
demonstrated. Urotensin-II (U-II) is a new peptide with angiogenic and pro-fibrotic
features and we found this cytokine elevated and positively correlated with another
important cytokine Endothelin-1(ET-1) in a previous study in our clinic in SSc patients.
Therefore we aimed to evaluate the antagonism of U-II with Palosuran in an animal
model and we planned to measure U-II, ET-1 and transforming growth factor-f1 (TGF-
B1) and their association with lung fibrosis.

Thirty wistar type male rats included in to the study and they were divided in 3
groups (control group, bleomycin induced lung fibrosis group, palosuran treated group).

The U-II level (ng/ml) was 2.957+0.159 in control group, 3.188+0.122 in patient
group and 2.970£0.165 in treatment group (p=0.002). ET-1 level (pg/ml) was
4.486+0.376 in control group, 9.086+1.850 in patient group and 4.486+0.376 in
treatment group (p<0.001). TGF-B1 (ng/ml) level was 73.143+£9.96 in control group,
84.81+4.73 1n patient group and 77.86+5.77 in treatment group (p=0.006). Finally, the
fibrosis score was 0.7+0.48 in control group, 4,4+1.34 patient group and 3.2+0.63 in
treatment group (p<0.001). There is a statistically significant positive relationship
between fibrosis scores and UT-II, ET-1 and TGF-B1 levels of an experimental lung
fibrosis model.

Consequently, it is thought that U-II is an important mediator in lung fibrosis
model and its antagonism with palosuran could be a new treatment choice in interstitial
lung fibrosis.

Key words: Scleroderma, Lung Fibrosis, Urotensin-I1 antagonist, Palosuran
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1. GIRIS VE AMAC

Sistemik Skleroz (SSk); ciltte ve i¢ organlarda kollajen doku birikimi,
mikrovaskiiler damar tikanikligi, kiiclik arterlerin tutulumu ile karakterize, etyolojisi
tam olarak bilinmeyen multisistemik bir hastaliktir (1).

Etyolojisinde suclanan baslica faktorler arasinda: genetik, ¢evresel, immiinolojik
ve enfeksiyoz faktorler sayilabilir. Patogenezinde gbze c¢arpan ana bozukluklar ise
yaygin fibrozis, vaskiilopati ve immiin sistem aktivasyonudur. Patogenezi tek bir
hipotez ile acgiklanamayan SSk’nin hem diffiiz hem de limitli tipinin erken ve geg
doneminde; cilt, dolasim sistemi, sinoviyum, kas iskelet sistemi, gastrointestinal sistem,
kalp, akciger ve bobreklerde fibrozise bagh degisiklikler yaparak morbidite ve
mortaliteye neden olmaktadir (2). Tedavi ile ilgili sorunlarin en 6nemli nedenlerinden
birisi, hastaligin etyolojisinin tam olarak aydmlatilamamis olmasidir. Etyopatogenezin
aciklanmasina yoOnelik yapilan c¢aligmalarda elde edilen yeni bilgilerle yeni tedavi
seceneklerinin gelismesi saglanacaktir.

Urotensin-II (U-II), ilk kez 30 yil dnce teleost isimli baligin ndrosekretuar
sisteminden 1izole edilmis ¢ok kuvvetli bir vazokonstriktor hormondur (3). U-II,
vaskiiler yapilar iizerinde potent mitojenik, pro-inflamatuar ve pro-oksidatif 6zelliklere
sahiptir. U-II’nin 6zellikle kardiyovaskiiler ve renal hastaliklarin patofizyolojisinde rol
oynadig1 gosterilmistir (4). Son yapilan bazi ¢alismalarda U-II'nin fibrozis ile giden
hastaliklarda profibrotik 6zellikleri ile rol oynadigi gosterilmistir (5). Bu profibrotik
ozellikleri transforming growth faktér (TGF-B1) ve RhoA Kinaz iizerinden
olusabilecegi diisiiniilmektedir. Pehlivan ve arkadaslari, 55 SSk hastas1 ve 30 kisilik
kontrol grubu ile klinigimizde yapmis oldugu uzmanlik tezinde; yaygin fibrozis ile
giden SSk hastalarmin U-II diizeylerinin kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
oldugunu bulmuslardir (6). Bir U-II antagonisti olan SB-611812 ile yapilan bir
calismada ise; bu ajanin miyokardiyal fibrozisi ve kollajen olusumunu Onledigi

gosterilmistir (7).



Sklerodermada, hastalik patogenezinin daha i1yi anlasilmasi ve olast yararh
tedavi yOntemlerinin belirlenmesi i¢in ¢esitli hayvan modelleri gelistirilmistir.
Olusturulan bu hayvan modellerinde tani, klinik bulgular ve doku fibrozisinin
kanitlanmas1 ile konulmaktadir. Bleomisin (BLM) ile olusturulan akciger fibrozis
modeli hastaligin asamalarin1 ve akciger yapisi ile fonksiyonunu agikliga kavusturmak
icin kullanilan en 6nemli modeldir (8).

Sklerodermada akciger tutulumu, en sik goriilen i¢ organ tutulumlarindan bir
tanesi olup genellikle interstisyel pulmoner fibrozis (IPF) seklindedir. Pulmoner
fibrozisisin erken tani ve tedavisi mortalite ve morbidite agisindan ¢ok Onemlidir.
Pulmoner fibrozis prevelansi, taninin akcier grafisi, tomografi ya da solunum
fonksiyon testleriyle konulmasina gore %33-90 arasinda degismektedir (9).
Sklerodermaya ikincil olarak gelisen akciger fibrozisinde gilinlimiizde uygulanan
siklofosfamid ve steroid tedavileri ile yeterince yiiz gildiiriicii sonuglar elde
edilememektedir (10). Bu yiizden SSk hastalarinda, akciger tutulumu tedavi
hedeflerinin basinda yer almaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda c¢alismamiz;
olusturdugumuz deneysel akciger fibrozisi hayvan modelinde U-II diizeylerini
belirlemek ve bu U-II diizeyleri ile patolojik olarak fibrozis skorlarini ve fibrozis
gostergeleri olan TGF- B1, endotelin-1 diizeyleri arasindaki korelasyonu arastirmak ve
son olarak yakin zamanlarda gelistirilmis olan, UT-II antagonisti palosuranin, deneysel
olarak olusturulan akciger fibrozisinde patolojik olarak fibrozis skorlar1 {izerindeki ve
fibrotik siire¢ gostergeleri olan sican plazma iirotensin-II, endotelin-1 ve TGF- B1

diizeyleri lizerine etkisini arastirmak amaciyla planlandi.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Sistemik Skleroz (Skleroderma)

Sistemik skleroz (SSk) ya da diger adiyla skleroderma nadir rastlanilan,
etyolojik nedeni tam olarak bilinmeyen, mikrovaskiiler hasar, deri ve i¢ organlarda asir1
kollajen depolanmasiyla karakterize bir hastaliktir (11-14). Ik skleroderma benzeri
hastalik 1753 yilinda Curzio tarafindan rapor edilmistir. Bundan yaklasik 100 y1l sonra
1847 de Gintrac en belirgin olarak etkilenen organin deri oldugu skleroderma terimini
tanimlamugtir. i¢ organlarda da yaygin tutulum oldugu, 20. yiizyilm ikinci yarisinda

tanimlanmaistir.

2.1.1. Epidemiyoloji

Ulkemizde SSk hastaligmin epidemiyolojisine yonelik heniiz bir ¢alisma yoktur.
SSk prevalans ve insidanst Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan caligmalarda ¢ok
genis bir aralikta bulunmustur. 1947-1968 yillar1 arasinda yillik her 1 milyon eriskin
icin 2,7 vaka bildirilirken (15) 1990 yilinda yapilan baska bir ¢calismada prevalansi 67
ila 265 her 100.000 insan i¢in bulunmustur. Bu rakam daha dnceki raporlara gore 4,9 ila
19,2 kat daha yiiksek bulunmustur (16). Yapilan calismalarda 1971 den 1996 yilina
kadar hastaligin insidansinda belirgin artis oldugu gosterilmistir. Bu artisin gegen
zamanda hastaligin tani kriterlerinin degismesine, erken tami ve organ spesifik
tedavilerin baslanmasina bagli olabilecegi diisiiniilmektedir. Yas sklerodermanin alt
tipine baglh olarak degiskenlik gdsterir. Lineer skleroderma daha c¢ok 18 yas altinda
gozlenirken SSk 30-50 yas arasinda goriilmektedir (17). Taylandli hastalarda Scl-70
antikorlar1 antisentromer antikorlarma (ACA) gore daha fazla gozlenmistir.
Amerika’da, Afrikan Amerikalilar ve hispaniklerde asyalilara gore daha fazla yaygin
cilt tutlumu, ciltte pigment degisiklikleri, parmak {tilserleri, pulmoner hipertansiyon ve
cogunun beyazlara gore daha sosyodemografik olarak daha diisiik seviyede oldugu

belirlenmistir.



Yine ayni calismada beyazlarda daha yiiksek oranda ACA bulunurken Afrikan
Amerikalilarda anti-RNP ve anti-fibrillarin antikorlar1 daha yiliksek bulunmustur (18).
Fibrillin-1’e kars1 olusan antikorlar degisik etnik gruplarda degisik antijenik epitoplarda
gosterilmistir (19). Seyrek olarak monozigot ikizlerde skleroderma rapor edilmistir (20).
Yine nadir olarak ailesel skleroderma bildirilmistir (21). Yapilan kohort ¢alismalar
pozitif aile dykiisii olanlarin skleroderma i¢in gii¢lii bir risk faktorii oldugu gosterilmis
(22). Cevresel etmenlerin otoantikorlarin olusunda rol aldigina dair yaymnlar vardir.
Uzun siiren silikaya maruziyet sonucunda mikrovaskiiler endotel hiicreleri, periferik
mononiikleer hiicreler ve dermal fibroblastlar aktive olmaktadir. Silikaya maruz
kalanlarda skleroderma siklig1 artmistir (23,24).

Maureen D. Mayes ve arkadaglarinin (15) 1989-1991 yillar1 arasinda Detroit
ve gevresinde 706 skleroderma hastasi ilizerinde bir aragtirmada yapmistir. Hastaligin
prevalanst her 1 milyon eriskin icin 246 vaka olarak (%95 giiven araligi) kadin erkek
oran1 4,6:1,0, yas ortalamasi her iki cins i¢inde 46+15.8 olarak bulunmus. insidans1 her
yil 1 milyon erigkin i¢in 19,3 (%95 giiven aralig1) olarak bulunmus. Cinsiyet ve rka
gore yapilan hesaplamalarda kadinlarin erkeklere, siyahlarin ise beyazlara belirgin
istlin oldugu goézlenmis. Siyahlarin beyazlara gore daha geng oldugu tespit edilmis.
Ortalama yasam siiresi ise 11 y1l bulunmus. Tan1 alan hastalarin %77.9’u 5 yil, %55.1°1
10 y1l, %37.410 15 yil, 9%26.8°’1 20 yi1l yasamis. Kadinlarin yasam stireleri erkeklere
gore daha uzun oldugu go6zlenmis. Serolojik olarak ise test edilen hastalarin

%22.1’inde ACA pozitif bulunurken, anti-Scl-70 % 19,6 hastada pozitif bulunmustur.

2.1.2. Etyoloji

Hastaligin etyolojisi tam bilinmemektedir. Ancak genetik ve cevresel faktorlerin

etyolojide yeri oldugu bilinmektedir.

a) Genetik Faktorler: Genetik faktorler hastaligin ortaya c¢ikisindan tamamen
sorumlu degildir, ancak genetik yatkinlik tetikleyici olabilir (25). SSk’nin etyolojisinde
genetik faktorlerin  oldugu degisik calismalarda gosterilmistir (26). Bazi SSk
hastalarinda genetik polimorfizmler gosterilmistir. Bunlar Anjiotensin konverting enzim
(ACE), Nitrik oksit sentataz (eNOS), B hiicre yiizey proteini ve antijen reseptorii
(CD19) ve PTPN22’dir (27,28).



Antisentromer ve antitopoizomeraz antikorlar1 bulunan SSk hastalar1 ile
PTPN22 geni polimorfizmi arasinda bir iliski bulunmustur (29). Bag dokusu biiyiime
faktorii, hastalardan elde edilen biyopsi Orneklerinde ve hastalarin derilerinden elde

edilen fibroblast kiiltiirlerinde de artmis olarak bulunmustur (30,31).

b) Enfeksiyon Ajanlari: Sitomegalovirus, hiicreler iizerindeki etkileri ile
vaskiiler, fibrotik ve immunolojik degisikliklere cesitli hiicreleri etkileyerek neden
olmaktadir. B. Burgdorferi enfeksiyonu ile lokalize SSk arasinda bir iliski oldugu iddia
edilmistir (32).

c) Cevresel Faktorler: Birgok c¢evresel ajanin SSk’ya neden olabilecegi
sOylenmistir. Silika tozlarma maruz kalan tas is¢ilerinde SSk sikliginin artti§i yine
benzer kiimelenme Giiney Amerika’daki altin madeni is¢ilerinde ve Amerika’daki
komiir madeni is¢ilerinde goriilmektedir (33,34). Petrol kaynakli toksik maddeler ve
vinil klorid maruziyetinin SSk benzeri sendromlara yol acabilecegi sdylenmektedir. Bu
maddeye maruziyet vaskiiler degisiklere (raynaud fenomeni, telenjektazi, tirnak dibi
kapiller degisikler) neden olurken, deri degisiklerine neden olmamaktadir (35). 1980’11
yillarin sonlarinda L-triptofan maruziyeti toksik epidemik SSk benzeri hastalik olan
eozinofil myalji sendromu meydana getirmistir. Bu maddeye maruz kalan kisilerde

noropati ve myopatik 6zellikleri olan deri sertlesmesi olmaktadir (36).

d) llaglar: Cesitli ilaglarin SSk benzeri sendrom gelismesiyle iliskili oldugu
bilinmektedir. Bleomisinin hayvan deneylerinde deri ve akcigerde fibrozise yol agtig1
bilinmektedir. Bleomisinli kemoterapi alan bazi hastalarda SSk vakalarmnin gelistigi
goriilmiistiir (37). SSk benzeri hastaliga yol agabilecek potansiyel diger ilaglar;

pentozasin, kokain ve taxan gurubu kemoterapotik ilaglardir (38).

e) Mikrosimerizm: Kadmnlar dogumdan sonra yillar boyunca fetal orjinli
immunolojik kok hiicrelerini barindirirlar. SSk’l kadin hastalarda bazi fetal hiicrelerin
sagliklt kadmlara gore artmis oldugu gosterilmistir. Yine SSk’li erkek ¢ocugu olan
hastalarin otopsi materyallerinin incelenmesinde en az bir organlarinda erkek kokenli

hiicrelere rastlanilmistir (39).



2.1.3. Sistemik Skleroz Patofizyolojisi

SSk; ciltte ve i¢ organlarda kollajen doku birikimi, mikrovaskiiler damar
tikaniklig1 kiiciik arterlerin tutulumu ile karakterize, etyolojisi tam olarak bilinmeyen
multisistem bir hastaliktir. Skleroderma patogenezi karmasik ve hala anlasilamamistir.
Immun aktivasyon, vaskiiler yetmezlik, hiicre dis1 matriksin asir1 sentezlenmesi,
yapisal normal kollajen dokunun artmasi bu hastalifin gelisiminde onemlidir. Bu
mekanizma hiicre-hiicre, hiicre-sitokin ve hiicre-matriks arasi iliskiler sonucu oldugu
disiiniilmiistiir (1). Bu patojenik faktorler SSk hastalarinin kliniginin olusmasinda
onemli rol oynadig1 bildirilmistir. SSk patogenezinde en fazla iizerinde durulan hipotez
ise; aktive fibrojenik fibroblastlar bu hastalikta effektor hiicreler oldugu diisiiniilerek,

immunolojik yanitlar ve vaskiiler degisiklikler lizerinde durulmustur (40).

2.1.3.1. Endotelinler

Endotelin bilinen en potent vazokonstriiktordiir ve fibrojenik etkisiyle SSk
patogenezinde en Onemli potansiyel etkiye sahiptir (41). Endotelin SSk wvaskiiler
fonksiyon bozukluguna ve fibrotik lezyon gelismesine neden olur; yapilan ¢aligmalarda
SSk hastalarinda kontrol gruplarina gore ET-1 diizeyi daha yiiksek bulunmustur (42,43).
ET-1 bazal salimimi endotelyal hiicre yetmezligi ve fibroblast aktivasyonu arasinda
erken bir baglant1 kurulmasmi saglar. SSk hastalarinda; minimal fibrotik degisiklikle
giden primer damar hastaligi, pulmoner hipertansiyon veya yaygin fibrotik degisiklikle
giden alt gruplarinda yapilan ¢alismalarda dolasan ET-1 diizeyinin anlamli olarak arttig1

bulunmustur (44).

2.1.3.2. Hatah Damar Yapim

Endotelyal hiicre Onciillerinin  dolasimdaki  yetersizligi, hiicrelerin
cogalmasindaki yetersizlik ve endotel hiicre olgunlagsmasindaki bozukluk SSk
hastaliginin patogenezinde 6nemli olabilir. SSk hastalarinda saglikli bireyler ve diger
romatizmal hastaliklara gore dolasan endotelyal hiicre Onciilleri anlamli olarak az
bulunurken; wvaskiilojenik potansiyeli olan hiicre ylizey markerleri (CD34, CD133,
damar endotel biiyiime faktor tip 2) kontrol gruplarma gére SSk hastalarmin hiicre
kiiltlirlerinde daha az oldugu gozlenmistir. Paradoks olarak SSk hastalarinda saglikli

kontrollere gore birgok anjiogenik faktor anlamli oranda yiliksek bulunmustur (45).



2.1.3.3. Damarsal Sitotoksik Faktorler

SSk hastalarinda %20-30 oraninda dolasan anti endotelyal hiicre antikorlar
tespit edilmistir. Bu antikorlarin endotel hiicrelerinin apopitozuna neden oludugunu
destekleyen calismalar mevcuttur (46). Skleroderma hastaliginda PDGF gibi biiyiime
faktorleri onemli rol oynamaktadir. PDGF endotel hiicrelerinden aktive komplement
salmimina neden olur. Aktive komplement ve komplement reseptor diizeyi hastaligin
kliniginde 6nemli oldugu diisiiniilmektedir. Erken ve ge¢ donem SSk hastalarinin
tutulan cilt damarlarinda immunhistokimyasal olarak membran atak kompleksinin (C5a-

C5aR) arttig1 gosterilmistir (47).

2.1.3.4. Adezyon Molekiilleri

Sitokinler, inflamasyona bagl faktorler, damar endotel yetmezligi gibi nedenlere
bagl olarak; hiicreleraras1 adezyon molekiilii-1(ICAM-1), damar hiicre adezyon
molekiili-1 (VCAM-1), endotelyal 16kosit adezyon molekiilii-1 (ELAM-1) gibi adezyon
molekiilleri artar. SSk hastalarinin cilt tutulumu olan bolgedeki kiiciik damarlarinda
beta-1 integrin diizeyinin inflamatuar hiicrelerle uyumlu olarak arttig1 gosterilmistir.
Yine ayni c¢alismada beta-2 integrin, ELAM-1 ve ICAM-1 diizeyinin arttig1
gosterilmistir. Bu etkilesim sonucunda adezyon, endotel ve hiicrelerarasi bosluga hiicre
gocii baglar. SSk hastalarinda ise hem hiicre ylizey adezyon molekiillerinde hem de bu
molekiillerin dolasimdaki miktarlarinda artis saptanmistir (48). Sklerodermada tanisal
amacgli hastalarin periferik kan hiicrelerindeki bazi adezyon molakiillerinin
mRNA’larindaki artis kullanilabilecegi disiiniilmektedir.  P-selektin ligandlarini
kodlayan (SELPLG) genin salinimindaki artis, von Willebrand Faktor reseptorlerini
kodlayan genler (ITGA2B ve GP1BB) SSk hastalar1 ve saglikli bireylerin ayriminda
kullanilmistir. SSk hastalarinin  periferik kanlarinda bircok biyolojik yolaklar
incelenmistir. Bunlarin degiskenleri protein kinaz 2 beta ve mitojen aktive eden protein

kinaz sinyalidir (49).

2.1.3.5. immunolojik Aktivite
Endotel hiicrelerinin aktivasyonu sonrasinda; adezyon molekiillerinde ve
lokositlerin damar digma gogiinde artis, ciltalt1 tutulum ve i¢ organ tutulumu SSk

hastaliginin patogenezinde Onemli olabilir.



Nitekim bunu destekleyen calismalar mevcuttur. SSk erken inflamatuar
donemindeki mononiikleer hiicre infiltrasyonu endotel hiicrelerine baglanmadaki artis
arasinda korelasyon vardir (50). SSk hastalarinin lenfositlerinin alt gruplarinda (aktive,
sitotoksik T hiicreleri), NK hiicreleri, yardimc1 T hiicreler, endotele artmis oranda
yapisma egilimindedirler. Bu teoriye gore bahsi gecen alt grup lenfositler dolasimdan
elimine olurlar ve olduk¢a gegirgen olan endotele kemotaktik giiclerinde etkisiyle
yapisma yonilinde hareket ederler (51). SSk’de erken donemde perivaskiiler alanda
o0dem gelisir. Klinik olarak hastalik ilerledik¢e dermis i¢ine inflamatuar hiicreler infiltre
olur ve trombositler damarlara yapisir. Sonug¢ olarak ciltte fibroziste artis, damar
cidarnda bozulma baslar. Bu durum mononiikleer hiicrelerin endotel hiicre
disfonksiyonunda, fibroblast artisinda ve kollajen sentezinde artisa neden oldugunu

disiindiirmektedir (52).

2.1.3.6. Otoantikorlar

SSk hastalarinin yaklasik %75’inde dolasan otoantikorlardan bir veya daha
fazlas1 bulunur. Bunlar topoizomeraz I (Scl-70), sentromer antijenler, fibrillarin, RNA
polimeraz, PM-Scl, RNA LII ve III (53-55). Bununla birlikte bu testlerin duyarliliklar
diistiktiir. Scl-70 antikorlar1 SSk icin oldukca o6zgiildiir (%98-100) ve interstisyel
akciger tutulumu i¢in ytliksek risk gostergesidir. Yiiksek konsantrasyonlar ayni zamanda
daha fazla cilt tutulumu ve hastalik aktivitesi ile korele bulunmustur (56).
Antisentromer antikorlar (ACA) ise smirh cilt tutulumu ile iliskilidir (20). Bu
otoantikorlarin iiretimini baslatan uyarici sistem hentiz tam olarak bilinmemektedir. Bir
thtimal bu antikorlarin hedefleri olan antijenler bakir, demir gibi spesifik metaller ve
reaktif oksijen tiirleri aracilig1 ile olusabilmektedir. Metallerin tutulumu sonucunda SSk
hastaliginin tedavisinde kullanilan D-penisillamin gibi metal selatorlerinin kullanimi
aciklanabilir (57). Bir diger ihtimal ise bu antikorlarin enfeksiyonlara cevap olarak,
olusan antijenlere molekiiler benzerlikten dolay1 capraz reaksiyon sonucu gelismesidir.
Bir calismada sitomegaloviriis ve SSk’da olusan antikorlarin endotel hiicreleri yiizey
protein komplekslerinin iliskilerinden dolay1 apopitozise neden oldugu gdsterilmistir

(58). Otoantikorlar fibroblast iliskiside SSk patogenezinde rol alabilir.



Yapilan bir calismada 69 skleroderma hastasi, 30 sarkoidoz ve 50 saglikli
bireyde SSk grubunda yiiksek bulunan anti-fibroblast antikorlarinin; fibroblast ylizey

antijenlerini aktive ederek, fibroblastlara bir uyarici etki yaptigi gosterilmistir (59).

2.1.4. Klinik Tamimlama

2.1.4.1. Tam Kiriterleri

Sistemik Sklerozun epidemiyoloji ve dogal gidisine gore iki ana alt tipi
mevcuttur. American College of Rheumatology (ACR) tarafindan 1980 yilinda
smiflandirmay1 daha 1yi ortaya koyabilmek i¢in yapilan ¢ok merkezli ¢aligmanin
ardindan tani kriterleri olusturulmustur. Bu smiflandirmada major kritere ilaveten iki
minor kriterin varligi gerekmektedir (Tablo 1). Hastalarm semptomlarmin iki yildan
daha az siirmesi sart1 arandig1 icin pek ¢ok limitli skleroderma hastasi tanimlamanin
disma ¢ikmaktadir. Skleroderma hastalarinin %97’sinde bir major ve iki veya daha fazla
mindr kriter bulunurken, limitli skleroderma i¢cin bu kriterlerin sensitivitesi %69 dur.
Sistemik lupus eritomatozus (SLE), polimiyozit/dermatomiyozit ya da romatoid artrit
(RA) hastalarinin sadece %?2’sinde bu kriterler bulunmaktadir. Ancak bu kriteler
icerisine ve giderek artan bilgiler 15181inda serolojik ve diger bazi laboratuar bulgularinin

o donem i¢in eklenemedigi de unutulmamalidir (60).

Tablo 1. ACR Sistemik skleroz tam kriterleri

Major Kriter

Parmaklarda ve metakarpofalengeal ya da metatarsofalengeal eklemlerin
proksimalinde ciltte simetrik kalinlagma, sertlesme ve indurasyon bulunmasidir. Bu
degisiklikler ekstremitelerin tlimiinii, yiiz, boyun ve govdeyi etkileyebilir. (%91
duyarlilik ve %99’dan fazla 6zgiilliik)*

Minor Kriterler

1.Sklerodaktili

2. Dyjital “pitting’ skar ya da pulpa atrofisi

3. Bibaziller pulmoner fibrozis

*Lokalize skleroderma veya psodoskleroderma harig



2.1.5. Siiflandirma

Uzun siire once tanimlanan CREST (kalsinozis, Raynaud fenomeni, 6zefagus

dismotilitesi, sklerodaktili ve telenjiektazi) sendromunun, yine uzun siire SSk’den farkl

bir kavram oldugu diisiiniilmiis ve bu hastalia ait 5 6zelligi saglamayan hastalar ekarte

edilmistir (61). Diffiiz skleroderma tanis1 konulan hastalarin ileri donemde bu 5 bulguyu

da gelistirebilmeleri nedeniyle isimlendirmede karigikliklar yasanmistir. Zamanla

saptanan antisentromer ve antitopoizomeraz gibi sklerodermaya 0zgii antikorlar

sayesinde ve klinik tablolardaki farkliliklarin ayird edilmesi ile ilk kez 1988 yilinda

diffiiz ve limitli skleroderma ifadeleri kullamilmistir (62). Limitli ve diffiiz SSk

arasindaki klinik farkliliklar Tablo 2’de goriilmektedir.

Tablo 2. Limitli ve diffiiz sistemik skleroz arasindaki klinik farkliliklar

Limitli skleroderma

Diffiiz skleroderma

e Raynaud erken baglar.
e Pafi 6dem, gecici veya kalicidur.

e Hafif artralji ve halsizlik. Tendon
krepitasyonu yoktur.

e Cilt kalinlasmas1 ge¢ olur, ellerde ve
yiizde kisithdir.

e Telenjiyektaziler ve kalsinozis siktir.
Erken donemde olur.

¢ Ciddi pulmoner hipertansiyon olur.

e Ozefagus tutulumu olur.

e Parmak uclarmda iskemi

e Antisentromer antikor

e Raynaud yeni veya geg baslar.
e Eller ve ayaklar 6demlidir.

e Halsizlik akut baglar. Ciddi artralji ve
tendon krepitasyonu

e Cilt kalinlasmas:t erkendir, yukariya
ekstremitelere ve govdeye dogru ilerler.

e Telenjiyektaziler ve kalsinozis ileri

donemde olusur.
¢ Ciddi pulmoner fibrosis olur.

e Ozefagus tutulumu, baz1 intestinal
sorunlar goriiliir.

e Proksimal interfalangeal eklem
dorsumlarinda ve parmak uclarinda
iskemi

e Kardiyomyopati ve aritmiler
e Renal kriz

e Anti-Scl-70

e Anti-RNA-polymerase 111

Ancak SSk’un bu iki temel alt grubu disinda 3 alt grubu daha vardir ve boylece

SSk 5 alt grupda incelenir (Tablo 3).
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Tablo 3. Sistemik sklerozun siniflandirilmasi

e Diffiiz skleroderma: Yiizde, distal-proksimal ekstremitelerde ayrica govdede

cilt tutulmustur.

¢ Limitli skleroderma: Cilt kalinlagsmasi dirsek ve diz altindadir, yiiz ve boyun da

tutulabilir. CREST sendromu da limitli sklerodermadir.

e Sine skleroderma: Vaskiiler tutulum ve organ tutulumuna seroloji de eslik eder,

ama klinik olarak belirgin cilt tutulumu yoktur.

e Cakisma sendromu (overlap): SSk’un tiim bulgular1 karsilanirken; SLE, RA

veya inflamatuar kas hastaliklarinin da 6zellikleri eklenir.

e Ayirdedilemeyen (undiferansiyel) kollajen doku hastahgi: Raynaud fenomeni
ile beraber SSk’un klinik ve/veya laboratuar Ozellikleri eslik eder. Bunlar
sklerodermaya 6zgii antikorlarin varligi, anormal tirnak yatagi kapilleroskopisi,

parmak 6demi ve iskemik zedelenme seklinde olabilir.

2.1.6. Klinik Bulgular

Sistemik Skleroz; spesifik i¢ organ tutulumu olan, kronik-katabolik bir siirecte
cilt problemlerinin sistem tutulumlarma farkli kombinasyonlarda eslik ettigi genis bir
semptomlar tablosudur. Halsizlik, ¢abuk yorulma ve gastrointestinal sistem tutulumu,
kilo kaybi, sik¢a goriilen bulgulardir. Hastalarin ¢cogunda SLE ve RA’da oldugu gibi,
sistemik semptomlarda alevlenme ve yatigma periyodlar1 gozlenir. Hastaligin nadir
goriilmesi, nedeninin tam bilinmiyor olmasi, etkili tedavinin yoklugu ve hastaliga bagl

kozmetik problemler hastalar1 psikolojik olarak etkileyen 6nemli faktorlerdir (63).

2.1.6.1. interstisyel Akciger Hastahg

Gastrointestinal sistemden sonra en sik tutulan organ akcigerlerdir. Siklikla,
prekapiller vaskiiler hastaliga bagli pulmoner hipertansiyon ve interstisyel akciger
hastalig1 olmak iizere iki tip tutulum izlenmektedir (64). Interstisyel akciger hastaligi
sklerodermanin hem diffliz, hem de smirl tipinde en sik rastlanilan pulmoner tutulum

tipidir.
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Prevelansi, taninin akciger grafisi, tomografi ya da solunum fonksiyon testleriyle
konulmasma gore %33-90 arasinda degismektedir (9). Postmortem caligmalarda %70
oraninda akciger fibrozisine rastlanilmaktadir. En sik rastlanan histopatolojik patern
nonspesifik interstisyel pnomonidir (NSIP). Bouros ve ark. 80 sklerodermali akciger
biyopsisini iceren bir seride %78 oraninda NSIP oldugunu gdstermislerdir.
Sklerodermada organlardaki tutulumla otoantikor salinimi arasinda da gii¢lii bir baglant1
oldugu distiniilmektedir. Scl-70 pozitifligi fibrozan alveolitin giiclii bir belirteci iken,
antisentromer antikorlar ise akciger fibrozisi i¢in negatif, pulmoner vaskiiler hastalik ve
pulmoner hipertansiyon i¢in pozitif belirtegtir (65).

Sklerodermada, akcigerlerde fibroblastlar tarafindan artmis kollajen yapimi sz
konusudur. Hastaligin erken donemlerinde, akciger hasar1 baglamadan once alveollerde
immun ve inflamatuar hiicre birikimi olmaktadir ve bu fibrotik olaymn ilk basamagidir.
Sklerodermada alveolit; alveoler makrofaj, lenfosit, notrofil ve eozinofillerin
birikimiyle karakterizedir. Inflamatuar hiicreler, proteolitik enzimler ve reaktif
oksidanlar salgilayarak akciger dokusunda hasarlanmaya neden olurlar ve tamir
mekanizmalar1 uyarilir. lyilesme fibrozis ile olmaktadir. Yine ortama salman
sitokinlerin ~ etkisiyle fibroblastlar ~myofibroblastlara doniismektedir. Akciger
fibrozisinin erken asamalari, intersitisyumda a-aktin pozitif miyofibroblastlarin
indiiklenmesi ve diizensiz sekilli alveoler kapillerin artisiyla birlikte mikrovaskiiler
endotelyal hiicre sayisinda artis ile karakterlidir. Fibrozis, son donem akciger
hastaligina dogru ilerledikge myofibroblastlar ve kapiller endotelyal hiicreler
azalmaktadir. Interstisyumda gelisen fibrozise bagl alveolokapiller gaz degisim
mebrant da etkilenmekte ve yeterli derecede gaz difflizyonu olamamaktadir. Bu da
diffiizyon kapasitesinde azalma ve parsiyel oksijen basincinda diisme olarak karsimiza

cikmaktadir.

2.1.6.2. Bobrek

SSk renal krizi malign hipertansiyon ve hizli ilerleyen bobrek yetmezligi ile
goriiliir.  Scl-70 ve anti RNA polimeraz IIl antikorlari ile birlikteligi siktir. SSk
hastalarinda onceleri 6nemli bir mortalite nedeni iken ACE inhibitdrlerinin kullanimi ile

mortalitede 6nemli bir azalma gozlenmistir (66).
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2.1.6.3. Pulmoner Arteryel Hipertansiyon (PAH)

Kollajen doku hastaliklarinda artmis oranda pulmoner arteryel hipertansiyon
gozlenmektedir. Kiiclik pulmoner arterlerin tutulumu mevcuttur. Kollajen doku
hastaliklarinin 6nemli bir acil ve mortalite nedenidir. Fransa’da yapilan bir caligmada
tiim kollojen doku hastaliklarinda %15 oraninda PAH go6zlenirken bunlarmn %76’smin
SSk hastalar1 oldugu gortilmiistiir (67). Yapilan baska bir ¢calismada interstisyel akciger

hastalig1 olan hastalarda %12 oraninda bulunmustur (68).

2.1.6.4. Gastrointestinal Sistem

Sklerodermada da en sik tutulan organ Ozefagustur. Hastalik siireci boyunca
hastalarin yaklasik %80’inde 6zefagus disfonksiyonu gelisir. Normal itici peristalsis
kaybi, kati gidalarin 6zefagusta takilmasma yol acgar. Alt Ozefajiyal sfinkterin tam

kapanamamasi sonucu gastrodzefajiyal reflii ve peptik 6zefajit gelisebilir (69,70).

Hastaligin CREST varyantinda dudak ve yanak mukozasinda telenjiektaziler
mevcuttur. Bazi hastalarda temporomandibular eklem tutulumu agiz ac¢ikligini daha da
azaltabilir. Muk6éz membran ve dil papillalarinda gelisen atrofi tat duyusunda
bozulmaya yol agabilir. Agiz agikliginda azalma gibi mekanik engellerle birlikte, eslik

eden Sjogren sendromu agiz hijyeninin korunmasini zorlastirir (69).

SSk’de gastrik atoni ve dilatasyon goriilebilmekle birlikte sindirim sisteminin
diger bolgelerine gére mide nadiren tutulur. Nadiren, Ozellikle limitli formda distal
Ozefagus, mide ve gastrointestinal traktusun diger bolgelerinde telenjiektazilerden

kaynaklandig1 diisiiniilen ciddi kanamalar gelisebilir.

Hastalarm bir kisminda ciddi siskinlik, abdominal kramplar ve ishal ataklar1 ile
seyreden barsak yakinmalar1 6n planda goriiliir. Tek basina ya da ishalle doniistimli
olarak ortaya ¢ikan kabizlik, kolon tutulumunun belirtisi olabilir. Kolonun muskularis
tabakasinda gelisen ‘patchy atrofi’, genellikle transvers ve inen kolonun antimezenterik
kenarinda sklerodermaya 0zgii genis agizli divertikiil gelisimine yol agar. Genellikle
sorun yaratmaz, nadiren perforasyon ya da fekal materyalin sikigsmasi ile obstriiksiyon

gelisebilir (71).
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2.1.6.5. Kalp

SSk hastalarinda miyokard tutulumuna bagli kalp tutulumu olmaktadir.
Vazospazma bagli olarak myokard perflizyonunda azalma, sonrasinda fonksiyonlarinda
bozulma gelisir. Takip eden siirede arterlerin striiktiirel lezyonlar1 sonucunda geri
doniisiimsiiz hale gelir. Klinik olarak myokardial tutulum bulgular1 ortaya ¢iktig1 zaman
prognozu etkiler. Yapilan caligmalarda konvansiyonel ekokardiografilerde sol ventrikiil
kontraksiyonunda azalma, yaklasik % 40’inda sol ventrikiil gevsemesinde anormallik,

kapaklarda yetmezlik ve sag ventrikiil yetmezlik bulgular1 saptanmstir (72).

2.1.6.6. Karaciger

Limitli form sklerodermali bazi1 kadin hastalarda, genellikle Sjogren sendromu
ile birlikte primer biliyer siroz gelisir. Bu hastalarda yiiksek serum alkalen fosfataz
aktivitesi ile birlikte kasmti ve sarilik gozlenir. Karacigerde nodiiler dejeneratif

hiperplazi de bildirilmistir (73).

2.1.6.7. Cilt Bulgulan

Limitli kutandz formda, cilt degisiklikleri parmaklar, el ve ylizle kisitlanirken;
diffiiz formda en distal kistmlardan baslayan cilt tutulumu degisken bir hizla 6n kol, iist
kol, uyluklar, gogiis on-list boliimii ve karin bolgesine yayilir. Etkilenen cilt parlak,
gergin, kalmlagsmis ve cilt alt1 dokuya sikica yapisiktir. Bu donemde dermis belirgin bir
sekilde kalinlagsmis, epidermis ise incelmistir. Bu durum cilt kirisikliklarmin
kaybolmasina, killarmn dokiilmesine, derinin terleme ve yaglanmasinda azalmaya yol
acar. Yiiz gorlinlimii karakteristik olarak hareketsiz ve ifadesizdir. Dudaklar ince ve
radial kirisikliklarla ¢evrilidir, agiz agikligi azalmistir (mikrostomia). Birkag yil sonra
cilt yumusama egilimine girer (atrofik faz). Bu donemde en dikkat ¢ekici bulgu, parmak

ve yiizde gelisen yaygin dilate kapiller luplar ve veniillerden olusmus telenjiektazilerdir.

Cilt tutulumunun seyri, iki major form arasinda belirgin farklilik gosterir. Limitli
formda cilt tutulumu organ tutulumu ile korelasyon gostermez ve yillar sonra cilt
kalinlasmas1 ya tamamen diizelir ya da minimal diizeyde kalir. Diffiiz formda cilt
kalinlasmas1 erken donemde hizla artar ve 1-2 yilda en yliksek diizeye ulasir, eklem
kontraktiirleri ve i¢ organ tutulumu ile pozitif korelasyon gosterir. Cilt kalinlagsmasinin

yayginligi, organ tutulumu ile iliskisi nedeni ile prognoz acisindan 6nemlidir.
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Maksimal cilt kalimlagmas1 gelistikten sonra, ciltte yavas fakat farkedilir bir
diizelme olur. Ciltteki diizelme hemen her zaman go6giis 6n duvari, karn cildi gibi son

etkilenen alanlarda baslar (63).

2.1.6.8. Raynaud Fenomeni

Raynaud fenomeni (Rf), sklerodermali hastalarin yaklasik olarak %90’inda
hastaligin ilk bulgusu olarak ortaya ¢ikar ve bu hastalarin hemen hemen tiimiinde yillar
veya dekatlar sonra hastaligin limitli formu gelisir. Diffiiz formda hastaligin baslangi¢
bulgularmi; siklikla ellerde diffiiz sislik, ciltte kalinlasma, artrit ve spesifik i¢ organ
tutulumu olusturmaktadir. Bu bulgular Rf ile es zamanli olarak ya da Rf gelistikten

sonra 1-2 yil icinde ortaya ¢ikar. Nadiren bir grup hastada Rf hi¢ gelismez (74).

Rf’li hastalarda parmak uglarinda pitting skar birakarak iyilesen, kiiciik iskemik
nekroz ya da {ilserasyonlar sik goriiliir. Parmaklarin distalinde gangren geligebilir.
Soguk ya da emosyonel strese kars1 normal vazokonstriktor yanit, anatomik tikanikligin
varliginda arteriyel limende tam ya da tama yakin tikaniklik olugsmasma yol acar.
Primer Rf’de dijital iskemiyi takiben gelisen reaktif hiperemi, sklerodermali hastalarda
goriilmez. Buradan, hastalarda gelisen doku iskemilerinin geri doniisiimsiiz oldugu

yorumu yapilabilir (75).

2.1.6.9. Kas-Iskelet Sistemi

El kii¢iik eklemlerinde, el bileklerinde, diz ve ayak bileklerinde yaygin artralji ve
sabah tutuklugu erken donem sklerodermada tipik olarak goriilen semptomlardir ve
bazen erken romatoid artriti diistindiirebilir. Klinik olarak sinovit sik goriilmese de bazi

hastalarda eroziv artropati gelisebilir (76).

Fleksor tenosinovit el bileginde karpal tiinel sendromu gelismesine yol acabilir.
Fleksiyon kontraktiirleri kismen tendindz ya da periartikiiler fibrozis ve kisalmadan
kaynaklanir. Ozellikle parmak, el bilek, dirsek ve ayak bileklerinde yaygm olarak
gelisen kontraktiirler, diffiiz formda hastalik basladiktan sonra birkag ay i¢cinde belirgin
hale gelir (77,78). Olgularin ¢ogunda eklem kontraktiirii ya da kronik hastaliga bagh
olarak kaslarm kullanilmamas1 sonucunda iskelet kasinda kuvvetsizlik ve atrofi gelisir.

Hastalarm yaklasik %20'sinde primer myopati mevcuttur.
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Hastalarin bir kisminda ise daha belirgin olarak polimiyozitin elektrofizyolojik,
biyokimyasal ve patolojik kanitlar1 ile karakterli kas gii¢stizliigii gelisebilir. Bu grup

polimiyozit-skleroderma ¢akisma sendromu adi altinda degerlendirilir (77,78).

2.1.6.10. Diger Klinik Problemler

Kuru goz ve agizda kuruluk hissi de SSk’l1 hastalarin yaygin sikayetlerindendir.
Minor tiikriikk bezi biyopsilerinde genellikle fibrozis saptanir, Sjogren sendromunun
tipik bulgusu olan lenfosit agregasyonu goriilmez (79). Skleroderma genellikle merkezi
sinir sistemini tutmaz ve tutulum varsa baska nedenler arastirilmalidir. Tek istisna
trigeminal nevraljidir ve bu durum ilk 6nce yiizde uyusma ve daha sonra yilizde agri ile
ortaya ¢ikabilir. Mikrovaskiiler hastaliga bagl olarak gelisen anormal noral fonksiyon
sindirim sisteminin erken donem bulgularin1 aciklayabilir. Hipotiroidi tiroid fibrozisine

bagli olarak veya otoimmiin tiroidit sonucu olusabilir (73).

SSk hastalarmin yaklasik %50’sinde depresyon semptomlari saptanmistir. SSk’l1
hastalarda seksiiel disfonksiyon siklikla goriiliir. Erkek hastalarda impotans genellikle
norovaskiiler hastaliga sekonderdir, ancak organik olmayan fonksiyon bozuklugu da
arastirilmalidir. Normal insanlarla karsilastirildiginda SSk hastalarinda gebe kalmakta
giicliik ve infertilite daha sik goriiliir. Spontan diisiik, preterm veya diisiik kilolu bebek
orami ylksektir. Gebeligin hastaligin seyrini agirlastirict etkisi saptanmamistir, fakat

gebelik sirasinda SSk’ya bagli sindirim ve dolasim sistemi tutulumu siddetlenebilir (73).

Bir arastrmada SSk hastalarinda standart yasa gore kanser insidansi
beklenenden 2,1 kat fazla saptanmistir. Yash hastalar ve antitopoizomeraz antikoru
pozitif olanlarda kanser riski yiiksek bulunmustur (80). Biiyiik ihtimalle pulmoner

fibrozisle iliskili olarak akciger kanseri oran1 artmistir.

2.1.7. Tedavi

2.1.7.1. Pulmoner Fibrozis

Pulmoner fibrozis ve PAH skleroderma hastalarinda en sik 6liim nedendir.
Pulmoner fibrozisisin erken tan1 ve tedavisi mortalite ve morbidite acisindan énemlidir.
Yapilan bir calismada siklofosfamid (CYC) oral veya inflizyon seklinde prednizon ile

kombine edilmistir.
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Alveolar fibrozisin eslik ettigi 16 skleroderma hastasinin katildigi ¢alismada 8
hasta aylik olarak intravenéz CYC (750 mg) 12 ay boyunca, ayni periotta diger gruba
oral CYC (2-2.5 mg/kg/giin), 10 mg oral prednison ile birlikte verilmis; hastalara
baslangigta, 6 ve 12 ay sonra yiiksek reziilasyonlu bilgisayarli tomografi (YRBT)
cekilmis sonug olarak aylik intravenéz kullanan grupta tedavinin daha etkin oldugu
gozlenmistir (81).

Yapilan bagka bir ¢calismada akciger tutulumu olan skleroderma hastalarina 4
haftada bir olmak iizere toplam 6 kiir intravendz metilprednizolon (10 mg/kg) ve
intravendz CYC (15 mg/kg) verilmis. Cilt tutulumu, YRBT ve akciger fonksiyon testleri
baslangic degerlerine gore karsilastirildiginda; Modifiye Rodnan cilt skorunda %35
iyilesme, YRBT skorunda iyilesme ve DLCO ve akciger hacimlerinin ilk 12 ay stabil
seyrettigi gdzlenmis (82).

Skleroderma hastaligina bagli akciger tutulumu olan son donem akciger hastaligi
olan 9 hastaya, akciger nakli yapilmis, skleroderma dis1 akciger hastalarina yapilan
nakillerle karsilastirildiginda nakil sonrasi yasam siireleri, akut rejeksiyon, infeksiyon

ve serum kreatinin acisindan anlamli bir fark bulunamamaistir (83).

2.1.7.2. Cilt Tutulumu ve Erken Yaygin Hastahk

Erken yaygin sklerderma hastaligmin kanitlanmis bir tedavisi yoktur. Yapilan
cok merkezli, randomize, plesebo kontrollii, c¢ift kor bir ¢calismada 71 hastanin 35
tanesine haftalik maksimum 35 mg oral methotreksat (MTX) ve diger gruba plasebo 12
ay boyunca verilmis. Calisma baslangicinda istatistiksel olarak her 2 grup arasinda cilt
tutulumu, karbon monoksit difiizyon kapasitesi (DLCO) arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir. Calisma sona erdiginde sonuglar hafifge MTX kullanan grup lehine
bulunmustur (84). Siklosporin ve takrolimus agirlikli olarak T hiicreler lizerine etkili
immiinmodiilatuar ilaglardir. Bu ilaglarla tedavi olan birtakim skleroderma hastalarmin
ciltlerinde sikilagsma g6zlenmis. Bununla birlikte bugiine kadar rutin klinik kullanimina
dair bir yaym yoktur. 16 skleroderma hastasinin bulundugu bir caligmada ciltlerinde
yumusama gozlenmis ancak yan etkiler nedeniyle ila¢ dozlarinda smirlama ya da ilacin
tamamen kesilmesi gerekmistir. Sekiz skleroderma hastasinin bulundugu hasta grubuna
ise takrolimus verilmis ancak bu grupta da gerek hastaligin ilerlemesi gerekse ilacin yan

etkilerinden dolay1 kesilmek zorunda kalmis (85).



18

Yiiksek doz D-Penisillamin (D-Pen) kullaniminin ciltte belirgin yumusama,
renal kriz sikliginda azalma ve yasam kalitesinde iyilesme oldugu hipotezi mevcuttur.
Yapilan bir calismada 134 skleroderma hastasi yiiksek doz D-Pen (750-1000 mg/giin)
ve distik doz D-Pen (125 mg/giinasir1) alanlar olarak karsilastirilmig. Hastalar cilt
skoru, renal kriz siklig1 ve mortalite agisindan yaklasik 4 yil boyunca takip edilmis.
Sonugta yiiksek doz alan grupla diisiik doz alan grup arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir. Yiiksek doz alan grupta yan etkiler daha sik gozlenmis olup doz
azaltimina neden olmustur. Sonu¢ olarak 125 mg/giinasiridan daha fazla D-Pen
kullaniminin bir tistiinliigli olmadig1 gézlenmistir (86).

Intravenéz immunoglobulin  (IVIg) kullanim1 hakkinda ¢ok fazla ¢alisma
bulunmamaktadir. Yapilan az sayidaki calismalarda da vaka sayis1 azdir. Yapilan 15
skleroderma hastasinin bulundugu bir caligmada hastalara 3-6 ay boyunca 2gr/kg IVIg
verilmigtir. Hastalarin 5 tanesi smirli skleroderma 10 tanesi yaygin skleroderma
nedeniyele takip edilmis. Calisma sonunda Modifiye Rodnan cilt skorunda anlamli
azalma (p<0.001), kendini iyi hissetme ve yasam kalitesinde anlamli degisiklik

gozlenmistir (p=0.03)(87).

2.1.7.3. Raynaud Fenomeni

Bir¢ok skleroderma hastasinda idiyopatik Raynaud Fenomeninden (RF) daha
agir bir RF vardir. Yapilan bir metaanaliz calismasinda skleroderma hastalarinda RF
tedavisi i¢in kalsiyum kanal blokerlerinin etkileri incelenmis. Sonu¢ olarak kalsiyum
kanal blokerleri skleroderma hastalarindaki RF tedavisinde ataklarin sikliginda ve
siddetinde etkin bulunmakla beraber daha genis c¢alismalara ihtiya¢ vardir (88).
Anjiotensin II reseptor tip 1 antagonisti olan losartan ile nifedipin karsilagtirmali bir
calismada 25 primer RF ve 27 sklerodermaya sekonder RF hastasi karsilastiriimas.
Serumda ¢oziilebilir adezyon molekiilleri, endotelin-1, fibrinojen, von Waillebrand
faktor ve prokollojen tip I N-terminal propeptit (PINP) bakilmis. Her iki gruptada
RF siddetinde azalma olmus ancak losartan alan grupta daha fazla azalma gozlenmis
(p<0.05). Losartan alan grupta RF sikliginda azalma gézlenmis (p<0.01). Sonug olarak

kisa donem RF tedavisinde losartan etkili bulunmustur (89).
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Alfa-1 inhibitorii olan prazosin ile plesebo karsilastrmali iki randomize
kontrollii ¢caligmada; prazosinin pleseboya gore belirgin olarak sklerodermaya sekonder
RF tedavisinde etkili oldugu goézlenmistir (88).

Iloprost kimyasal olarak stabil bir prostosiklin analogudur. Sklerodermaya
baglh RF iizerine etkileri Cochrane kontrollii caligmalar analiz edilmistir (90). Biitiin
randomize kontrollii ¢caligmalarda prostosiklin analoglar1 plesebo ile karsilastirilmas.
Sonug olarak intravendz iloprost kullaniminin sklerdermaya sekonder RF sikliginda ve
siddetinde parmak iilserlerinde belirgin azalma oldugu gézlenmis.

N-asetilsistein (NAC) ile yapilan 22 sklerodermaya sekonder RF hastasinin
katildig1 calismada 2 saatlik 150 mg/kg yiikleme dozundan sonra 15 mg/kg/saat 5 gilin
boyunca NAC inflizyonu uygulanmis sonugta RF ataklarinin siddetinde ve sayisinda ve

parmak ilserlerinde belirgin azalma gozlenmistir (91).

2.1.7.4. Pulmoner Hipertansiyon

Epoprostenol vaskiiler endotel tarafindan salinan giiglii, kisa etkili trombosit
agregasyonunu engelleyen bir maddedir. Epoprastanolun pulmoner hipertansiyon
hastalarinda egzersiz kapasitesini arttirdigi kardiyopulmoner hemodinamide iyilesme
sagladigi, yasam kalitesini arttirdig1 ve siiresini uzattign gdsterilmistir (92). Inhale
aerosolize iloprost, pulmoner hipertansiyon (PAH) yonetiminde selektif vasodilator
olarak dikkate alinmasi gerektigi vurgulanmistir (93). Inhale iloprost tedavisi
hemodinamik ve fiziksel fonksiyonlarda iyilesme yoniinde PAH hastalarinda ve
ilerleyici sag kalp yetmezligi olan hastalarda etkin bir tedavi gibi goriimnmektedir.

Prostasiklin analogu olan treprostonil SLE, skleroderma, bag dokusu hastaliklar1
ve ¢akigsma sendromlarmin bulundugu 90 tane PAH hastasina uygulanmistir. Tedavi
sonrasinda PAH goriilen konnektif doku hastalarinin egzersiz kapasitelerinde, PAH
semptomlarinda ve hemodinamilerinde iyilesme gozlenmistir (94).

Beraprost ilk oral prostosiklin analogu olup 2 c¢alismada idiyopatik PAH
hastalarinda kullanilmis egzersiz kapasitesinde artis gozlenirken hemodinamik
degisiklik gozlenmemistir (95). Sklerderma hastalarinda pulmoner fonksiyonlarin
olgtildiigii diger bir calismada karbon monoksit difiizyon kapasitesi (DLCO) %95’ ten
daha az olan 17 hastaya 12 ay boyunca uygulanmis sonugta DLCO degerlerinin daha 1y1

oldugu, pulmoner damar basincinin azaldigi gézlenmistir (96).
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ET-1 gicli bir endojen vazokonstriktordiir ve pulmoner hipertansiyon
etyolojisinde Onemli bir yer tutmaktadir. ET-1 endotelyal aktivasyon, hiicre
proliferasyonu ve fibrozise neden olarak vazokonstriksiyona neden oldugu
diistiniilmektedir. Dual etkili endotelin reseptor antagonisti olan bosentan pulmoner
hipertansiyon tedavisinde onaylanan ilk oral ilactir. Primer veya sklerodermaya bagh
PAH hastalarinda yapilan randomize ¢ift kor plesebo kontrollii ¢calismalarda bosentan
(62.5-250 mg/giinde iki kez) tedavisinin hemodinamiyi, egzersiz kapasitesin
tyilestirdigi gozlenmistir (97,98).Yapilan baska bir ¢calismada semptomlar1 son derece
agwr, egzersiz tolaransi diisilk olan hastalarda ilk tercih olarak bosentan kullaniminin
yasam siiresini uzattig1 ve yasam kalitesini arttirdig1 gdzlenmistir (99).

Fosfodisteraz tip 5 (PDES5) inhibitorlerinin PAH tedevisinde etkili olabilecegi
ongoriilmiistiir. Idiopatik yada kollojen doku hastaliklarina bagli fonksiyonel sinif I1I 26
hastanm bulundugu sildenafil (PDES inhibit6rii) ile bosentan karsilastirilmis. Hastalara
sildenafil (50 mg/giinde iki kez ilk 4 hafta sonrasinda giinde ii¢ kez) bosentan (62.5
mg/giinde iki kez ilk 4 hafta sonrasinda 125 mg/giinde iki kez) 16 hafta boyunca
izlenmis sonucta iki grup arasinda kardiak fonksiyonlar, Borg dispne indeksi, sag
ventrikiil kitlesi karsilastirilmis ve anlamli farklilik bulunamamustir. Sildenafil alan

grupta bir hastada ani 6liim gergeklesmistir (100).

2.1.7.5. Gastrointestinal Tutulum

Kronik intestinal psddo-obstriksiyon skleroderma hastalarinda nadir goriilen bir
durumdur. Yonetimi son derece zordur. Gastrik motilite diizenleyici domperidon,
sisapirid, eritromisin gibi ilaclar kullanilabilir. Yapilan bir ¢aligmada 3 skleroderma
gastrointestinal tutulumu olan hastaya subkutan oktreotit verilmis etkili oldugu

gb6zlenmistir (101).

2.1.7.6. Renal Kriz

Sklerderma hastaliginin bir komplikasyonu olan renal kriz anjiotensin
konverting enzim inhibitorleri (ACE) ile tedavi edilmistir. Uzun donem sonuglar1 heniiz
bilinmemektedir. Prospektif kohort ¢alismada sklerodermaya bagli renal krizi olan 145
hasta da ACE inhibitorleri kullanilmis ve renal krizi olmayan 662 skleroderma hastasi

ile takip edilmistir.
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Renal kriz olan hastalar 4 grupta; dialize hi¢ alinmayan, gegici olarak dialize
alinan, kalict olarak dialize alman ve erken 6liim seklinde incelenmis. 5-10 yillik takip
sonucunda sadece hastalarin %61°1 hi¢ dialize girmemis ya da gecici dialize girmis,

%39’u kalic1 dializ yada erken 6liimle sonu¢lanmistir (102).

2.1.7.7. Yaygin Organ Tutulumu

Yaygin organ tutulumu olan 13 skleroderma hastasinin bulundugu pilot bir
calismada hastalara 5 giin boyunca anti timosit globulin (ATG) sonrasinda da 12 ay
boyunca mikofenolat mofetil (MMF) verilmis; sonucta cilt skorunda belirgin azalma
(p<0.01), el kontraktiirlerinde ilerleme, hastaligin sistemik bulgularinda gerileme
gozlenmis. Calisma esnasinda bir hasta renal kriz gelismesi sonucu 6lmiis, 5 hastada
ATG sonrast serum hastalig1 artaya ¢ikmis kortikosteroidlerle kontrol altina alinmistir.
ATG ve MMF skleroderma hastaliginda iyi bir kombinasyon gibi goéziikmektedir. Daha
genis ¢caligmalara ihtiyac vardir (103).

2.1.7.8. Kok Hiicre Nakli

Yeni gelismeler skleroderma hastalarinda kok hiicre nakillerinin (HSCT) olumlu
sonuglar verebilecegini gostermektedir. EBMT/EULAR c¢alismalarmin uzun doénem
sonuglar1 agiklanmistir. Sadece skleroderma hastalar1 HSCT ile tedavi edilmis Avrupa
faz I-II ¢alismalar1 1996-2002 yillar1 arasinda takip sonuglar1 agiklanmistir. HSCT
yapilan 57 hastada nakil sonrasi ortalama 22.9 (4.5-81.1) ay sonrasi parsiyel (n=32)
veya tam (n=14) yanit arant %92 yanit almamayanlarm oram ise %8 bulunmustur.
Parsiyel ya da tam yanit alinan hastalarin %35” 1 HSCT 10 (2.2-48.7) ay sonras1 relaps
gelismistir. Bu sonuglara gore ileriye doniik daha kapsamli ¢aligmalara ihtiya¢ vardir

(104).

2.1.8. Urotensin-II

Urotensin-II su ana kadar bilinen en kuvvetli vazokonstriktdr peptittir. Kuvvetli
vazokonstriktor oldugu bilinen endotelin-1’den daha kuvvetli bir vazokonstriktordiir.
Urotensin-II ilk kez baliklarm spinal kordlarindan izole edilmistir ve somatostatin ile

benzer peptik sekansina sahiptir.
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Biyolojik aktiviteden sorumlu tutulan C-terminal siklik hegzapeptid yapisi (Cys-
Phe-Trp-Lys-Tyr-Cys) insanlarda, domuzlarda, maymunda ve ratlarda bulunmaktadir.
N terminal ucu, uzunluk ve sekans olarak memelilerde farkli 6zellikler gdsterir. Insan
U-II peptidi biiyiik bir onciil molekiil olan pre-pro U-II molekiiliinden {iiretilir. Bu
molekiiliin mRNA’s1 vaskiiler endotel, kalp, 16kosit, beyin, spinal kord, bdbrek,
karaciger, adrenal bezler, hipofiz, dalak, lokositler, incebagirsak, kolon, plasenta ve
diger dokularda izole edilmistir. U-II reseptdrii vaskiiler endotel, myokard, beyin, diiz
kaslar ve iskelet kaslarinda, adrenal glandlarda, tiroidde, bobrek korteksinde
bulunmaktadir (105,106).

Plazma U-II diizeyleri konjestif kalp yetmezligi, hipertansiyon, KAH, diyabet,
metabolik sendrom gibi kardiyovaskiiler hastaliklar ile korelasyon gostermektedir. Yine
kronik bobrek yetmezligi, siroz ve portal hipertansiyonda da plazma U-II diizeylerinin
yiikseldigi gosterilmistir (107). Farkli etkilerinin varligi gosterilmesine ragmen, bu

peptidin rolii halen net olarak bilinmemektedir.

2.1.8.1. Kardiyovaskiiler Sisteme Etkisi

Urotensin-1I (U-1I), endotelin-1’e gore arterler iizereinde 50 kat venler iizerinde
de 10 kat daha fazla vazokonstriiktor etkiye sahiptir. Ancak klinik olarak etki endoteline
verilen cevabin yaklasik %30’u kadardir. Bu da muhtemelen hedef organdaki reseptor
sayisma baghdir. In vitro ¢alismalarda U-II, arteryel kontraksiyon iizerine biiyiik etki
gosterirken vendz toniis tizerine hemen hi¢ etkili degildir. U-II’nin vaskiiler yataktaki
etkileri damarin cinsine, boyutuna gore degigsmekte olup insan ve hayvanlarda farkli
ozellikler gosterebilmektedir (106,107).

U-II'nin kalpte koroner vazokonstriiksiyon, refleks tasikardi, fibrozis ve
kardiyomiyozitlerde hipertrofiye yol actig1 saptanmustir (108). Hipertansif ve
normotansif hastalar lizerinde yapilan kiiclik pilot bir ¢aligmada hipertansif hastalarda
serum U-II diizeyleriyle kan basinci arasinda pozitif bir korelasyon izlenmistir. Yapilan
farkli bir ¢calismada normotansif bireylere gore hipertansiflerde plazma U-II diizeyleri
yiiksek olarak bulunmustur (108,109).

Aterosklerotik karotid arterlerde ve aortada U-II'nin ekspresyonu artmustir. U-
[I*nin artmis ekpresyonunun, aterosklerotik plak gelisimini hizlandiran damar diiz kas

proliferasyonuna yol a¢tig1 6ne siiriilmiistiir.
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Ayrica lokal olarak salman U-II’'nin koroner vazokonstriksiyona ve
miyokardiyal iskemiye yol actig1 gosterilmistir (108,110).

U-II, kalp yetmezliginde rol oynadig1 diisiiniilen ¢ok sayida molekiilden biridir.
Son donem kalp yetmezligi olan hastalarda kardiyomiyozitlerde U-II’nin
ekspresyonunun ve reseptoriiniin arttigir ifade edilmistir (110,111). Bunun yani sira
diyastolik kalp yetmezliginde U-II seviyeleri yiliksek olarak bulunmustur. Burada
dikkati ¢eken bir nokta U-II’'nin normal saglikli bireylerde cilt damarlarinda
vazokonstriiksiyon, kalp yetmezlikli hastalarda ise vazodilatasyona yol agmasidir; bu da
muhtemelen kalp yetmezlikli hastalarda endotel disfonksiyonu da bulundugundan U-

[I’nin vazokonstriiksiyon etkisinin ortaya ¢ikmamasina baghidir (110,112).

2.1.8.2. Renal Sisteme Etkisi

Izole edilen baliklarda U-II sodyum trasportu, glukoz ve lipid metabolizmasi
iizerine etkili bulunmustur. U-II'nin tiibiiloglomeriiler geri besleme ve glomeriiler
filtrasyon hizinin (GFR) refleks kontrolii ile GFR’nin regililasyonunda rol
oynayabilmektedir (113). Bébrekte U-II vazodilatdr ve natriiiretik etkiye sahiptir. Idrar
U-II seviyeleri ile kan basinci arasinda bir korelasyon saptanmamistir, ancak esansiyel
hipertansyonu olanlarda ve glomeriiler hastalikla birlikte hipertansiyonu olanlarda idrar
U-II diizeyi daha yiiksek olarak bulunmustur. Bunun yanisira glomeriiler bozuklugu
olup normotansif olanlarda U-II seviyesi normal bulunmustur. Insanlarda idrar U-II
konsantrasyonu renal disfonksiyonu olup diyalize girmeyenlerde seruma gore 2 kat;
hemodiyaliz hastalarinda ise plazmadan 3 kat daha yiliksek bulunmustur (114). Yine Tip
2 diyabetli hastalarda plazma ve idrar U-II seviyeleri renal fonksiyonlar1 bozuk
olanlarda normal olanlara gore daha yiiksek bulunmustur. Diabetik nefropatide tiibiiler

epitel hiicrelerde U-II ekspresyonunda dramatik artiglar gézlenmistir (115,116).

2.1.8.3. Pulmoner Hipertansiyona Etkisi

Pulmoner hipertansiyonun progresyonunda ve baslangicinda endotel
disfonksiyonu bulunmasi nedeniyle U-II’nin vazokonstriktif etkisine bagli olarak
patogenezde 6nemli bir rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Pulmoner hipertansiyonlu

ratlarda endotel ve diiz kas hiicrelerinde U-II benzeri immiinreaktivite artmistir (117).
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Pulmoner hipertansiyonu ve sag ventrikiil hipertrofisi olan hipoksik ratlarda sag
ventrikiil U-II reseptorlerinde artis izlenmistir. Bugiin itibariyle U-II’nin pulmoner
hipertansiyon tizerindeki etkileri hususunda ¢ok fazla bilgi bulunmamaktadir. Ancak
endotelin-1 antagonisti olan bosentan pulmoner hipertansyonda etkili olarak
kullanilmaktadir bu konuda U-II iizerindeki calismalar heniiz sonug¢lanmamistir

(118,119).

2.1.8.4. Diger Etkileri

Bunun disinda beyin, spinal kord ve motor néronlarda U-II reseptorleri ve U-II
benzeri immiin reaktivite saptanmasit U-II'nin santral sinir sistemindeki muhtemel
roliinii gostermektedir. Diyabet hastalarinda plazma iirotensin II seviyelerinin
yiiksekligi kan glukoz seviyesinden bagimsizdir. Yine karaciger sirozuna bagli portal
hipertansif hastalarda da iirotensin seviyeleri atmis olarak bulunmustur. Ayrica TSH ve
prolaktin diizeyi iizerine etkileri ve pankreastan insiilin salmimini attirdig, tespit edilen
diger bulgulardir (120-122).

Urotensin viicutta pek ¢ok dokuda farkli etkileri bulunan bir peptitdir. Ancak
temel olarak etkileri kardiyak, renal ve vaskiiler sistem {iizerinedir. Vaskiiler sistem
iizerindeki etkilerindeki degiskenlik tam olarak agiklanamasa bile endoteldeki
disfonksiyondan kaynaklanabilecegi ongdriilmiistiir. Ancak heniiz caligmalarin yeterli
diizeyde olmayis1 ve molekiiliinde klinik ¢alismalardaki kullanimmm kismen yeni

olmas1 nedeniyle patofizyolojik etkileri tam olarak anlasilabilmis degildir.

2.1.9. Akciger Fibrozisi Deneysel Hayvan Modeli

SSk doku fibrozu, vaskiilopati ve immiin sistem aktivasyonu ile karakterize,
multisistemik kompleks bir hastaliktir. SSk de etiyolojinin bilinmemesi nedeniyle,
hastalik patogenezinin daha iyi anlasilmasi ve olasili yararli tedavi yontemlerinin
belirlenmesi i¢in ¢esitli hayvan modelleri gelistirilmistir. Uygun hayvan modellerinin
belirlenmesi, bu direngli romatizmal hastaligin daha i1yi anlasilmasmi saglayacak ve
sonucta yeni tedavi protokollerinin belirlenmesi ve sagkalim verilerinde iyilesmeye yol
acabilecektir. Bleomisin ile olusturulan akciger fibrozis modeli hastaligin agamalarmi
ve akciger yapist ile fonksiyonunu agikliga kavusturmak i¢in kullanilan en O6nemli

modeldir.
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Bleomisin (BLM), streptomyces verticullus tiiriinden elde edilmis antitiimoral
etkili bir antibiyotiktir (123). Akciger, bobrek, periton ve lenf sisteminde yiiksek
oranda konsantre oldugu gosterildigi i¢in deri kanserleri, bag boyun kanserleri, uterus
kanseri, serviks kanseri, hodgkin hastaligi, retikiilosarkom, lenfosarkom, embriyonel
hiicreli  koriokarsinom ve teratokarsinomun tedavisinde kullanilir. Bleomisin
intratrakeal uygulanmadan kisa bir slire sonra inflamatuar ve fibrotik reaksiyon
olusturmaya baslar. Inflamasyon ve fibrozis intratrakeal bleomisin uygulamasmndan
ortalama 9 giin sonra ortaya ¢ikmaktadir. BLM, bleomisin/demir kompleksi olusturarak
molekiiler oksijeni, siiperoksit ve hidroksil radikallerine doniistiiriir. Bu da DNA’ da
iplikcik kirilmalarina ve DNA/RNA/protein sentezinde (trankripsiyon ve translasyon
basamaklar1) hasara sebep olarak anti/neoplastik etki gosterir (124). Bleomisini inaktive
eden hidrolaz enziminin akciger dokusunda diger dokulara oranla ¢ok diisiik diizeyde
bulunmasindan dolay1r yan etki olarak oOzellikle akcigerlerde yaygin fibrozis ve
interstisyel pndmoni olusturur (125). Bleomisin ile olusturulan akciger fibrozisinin
patofizyolojisinde iki faz vardir. Erken inflamatuar fazda, interstisyel ve alveolar
alanlara makrofaj, nétrofil ve lenfosit infiltrasyonu olurken, ikinci fazda fibrozis gelisir
(126). Reaktif oksijen radikalleri ve proteazlar genellikle bu inflamatuvar hiicrelerden
salgilanarak akciger dokusunda hasar olusturur ve onarim siirecinde asir1 fibrozis
gelisir. BLM nin siiperoksit ve hidroksil radikallerini igeren reaktif oksijen iirlinlerini
drettigi bilinmektedir. Bu {irlinler akciger dokusunda DNA hasari, lipid peroksidasyonu,
akciger prostaglandin sentezi ve yikimmda degisikliklere neden olur ve akcigerde
kollajen sentezi artar. BLM uygulandiktan sonra sitokin disregiilasyonu ve inflamasyon
gelisir, fibroblastlar aktiflesir ve kollajen tiretimi uyarilirken, kollajen yikimi inhibe olur
(8). Yara ve arkadaslarmnin g¢aligmasinda, farelere intratrakeal BLM uygulamasiyla
akcigerde yedinci giin hidroksiprolin birikiminin basladig1 ve 28. giinde maksimum
diizeye c¢iktig1 bildirilmistir (127). Bleomisinin indiikledigi akciger hastaliginin
patogenezinde; Transforming growth factor-Bl1 (TGF-B1), tiimor nekrozis faktdr-a
(TNF-a), IL-1, IL-5, IL-6, platelet derived growth factor (PDGF) ve cesitli kemokin
sitokinler gibi ¢ok cesitli sitokinler rol oynarlar. TGF-, IL-1 ve TNF-a bu tip hasarda
rol oynayan 6nemli 6rneklerdir.

Bleomisinle tedavi edilen farelerde TGF-p mRNA alveolar makrofajlarda

birikirler; anti TGF-B antikorlarmin uygulanmasi ila¢ indiiklii pulmoner cevaplari
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minimize eder. Benzer olarak bleomisin duyarli IL-1 ve TNF-o artmis miktarda tiretilir
ve IL-1 reseptdr antagonistleri, anti-TNF antikorlar1 ve c¢oziiniir TNF reseptorleri
bleomisin indiiklii pulmoner fibrozisi azaltir. Bleomisin uygulamasini takiben gelisen
hasar, inflamasyon ve sitokin disregiilasyonunun sonucu olarak fibroblastlar aktive olur.
Fibroblast ve miyofibroblast liretimi artar, kollejen degradasyonu inhibe oldugunda
kollejen iiretimi artar ve fibrozis gelisir. Sonucta sitotoksik ila¢ indiiklii pulmoner

hasarm goriintiisii interstisyel inflamasyon ve fibrozistir (128).

2.1.10. TGF-p

TGF-p ailesi gelisimi ¢ok yonlii kontrol eden ekstraselliiler biiyliime faktorlerinin
biiyiik bir grubudur. Organizmanin tiim dokularinin gelisiminde, homeostazisinde ve
onariminda c¢ok 6nemli rol oynayan TGF-B ailesi, yapisal olarak iligkili ¢ok sayida
polipeptid biiylime faktdrleri icerir, bunlarin her biri hiicre proliferasyonu, farklilagmasi,
motilitesi, adezyonu ve o6liimii gibi hiicresel siiregleri diizenleme yetenegine sahiptir
(129). TGF-p sinyal iletim yolundaki degisiklikler insanlarda goriilen bircok hastalikta
bildirilmistir. Biiylime inhibitérii yanitlarmin TGF-f’ya iletiminin eksikligi kanser
hiicrelerinde siklikla goriilen bir durumdur ve TGF-f aktivitesinin artis1 akciger, bobrek,
karaciger ve diger organlarda dokular arasindaki matriks materyalinin asir1 bir sekilde

artis1 ile karakterize fibrotik hastaliklarda merkezi bir rol oynar (130,131).

2.1.11. Palosuran

Palosuran (ACT-058362; 1-[2-(4-benzyl-4-hydroxy-piperidin—1-yl)-ethyl]-3-(2-
methyl-quinolin—4-yl)-iire sulfat tuzu) ; peptid yapida olmayan, oral olarak aktif olan,
selektif ve yarigsmali olarak aktivite gosteren UT-II reseptor antagonistidir (Sekil 1).
Palosuran ¢ok hizli absorbe olur. Plazma konantrasyon egrisi enterohepatik siklusa bagli
olarak 2 pik yapar. Goriilen terminal eliminasyon yar1 dmrii yaklasik 20 saat olmasma
ragmen 12 saat sonra plazma palusran diizeylerinin distiigi goriilmektedir. Bu
nedenden dolay1 giinde 2 doz seklinde verilmesi 6nerilmektedir.

Patricia N. Sidharta ve arkadaslar1 (132) yaptiklar1 ¢alismada palosuranin
farmakodinamik ve farmakokinetik etkileri saglikli erkekler iizerinde arastrmislardir.

Bu ¢aligmanin sonucunda palosuranin ciddi bir yan etkisi saptanmamaistir.
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Sekil 1. Palosuran’in kimyasal formiilii

2.1.12. Bleomisin

Bleomisin lenfoma, germ hiicreli timor ve bas-boyun kanserleri gibi cesitli
malignensilerin tedavisinde kullanilan sitotoksik bir antibiyotiktir. ilag deri ve
akcigerlerde birikir; major toksisitesini de bu organlar lizerinde gosterir. Kullanimimin
sinirl1 olmast onun potansiyel pulmoner toksisitesinden kaynaklanir. Bleomisinin
indiikledigi akciger hasarinin toplam insidansi %3’ten %40’a kadar degisir. Bu ilaci
alan hastalarin %1-2’si pulmoner toksisite sonucu hayatlarin1 kaybederler (128). Diger
cogu kemoteropatiklerden farkli olarak BLM ile iligkili pulmoner toksisite, hasarlanma
mekanizmasi, inflamasyon hayvan modelerinde yaygin olarak ¢alisilmistir. Biitiin ilag
indiiklii bozukluklarda uygulanabilir olmamasina ragmen bleomisin kemoterapatiklerin
akcigeri nasil hasarladigina dair iyi bir model teskil eder. Bleomisinin neden oldugu
akciger hasar1 oksidan bagimli gibi goriinmektedir. Bleomisinin siiperoksit ve hidroksil
radikalleri gibi reaktif oksijen metabolitleri olusturdugu bilinmektedir. Bu reaktif tiirler
DNA hasari, lipid peroksidasyonu, akciger prostoglandin sentezinde degisiklikler,
degradasyon ve akciger kollejen sentezinde artis gibi bir¢ok etkisi vardir. Hasarin major
alan1 tipl alveolar epitelyal hiicreler ve pulmoner kapiller endotelyal hiicrelerdir.
Alveolar epitellerdeki tipl pndmosit hasarmi tip 2 pndmosit hiperplazisi ve displazisi
izler. Hava kirliligi gibi inhalasyon toksinlerinin neden oldugu akciger hasarmma gore
sitotoksik ila¢ indiiklii akciger hasarinda tamir siireci daha geg isler. Sonugta once
graniilositlerin, sonra da lenfosit, eozinofil ve plazma hiicreleriyle infiltrasyon,

inflamasyon ve sitokin salinimi ve fibrozis ile sonuclanir (125-127).



3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, deneysel olarak olusturulan akciger fibrozisi modelinde U-II
diizeylerini belirlemek, bu U-II diizeyleri ile patolojik olarak fibrozis skorlarmi ve
fibrotik siire¢ gostergeleri olan ET-1, TGF-B1 arasindaki iligskiyi arastirmak ve son
olarak olusturulan bu deneysel akciger fibrozisi modelinde U-II antagonisti olan
palosuranin etkinligini arastrmak amaciyla planlanmistir. Calisma Gaziantep
Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Laboratuarinda,
Gaziantep Universitesi T1p Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan 09.2009 tarihi
10 sayili yazis1 ile etik kurulu yonergesindeki ilkelere uygunluk acisindan etik onay

almarak yiriitiilmistiir.

3.1. Deney Hayvanlan

Calismamizda, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Uretim
ve Arastirma Laboratuarindan temin edilen Wistar tipi 30 adet erkek rat kullanildi.
Standart rat kafeslerinde optimal sartlarda 16 giin su ve standart pellet yem verildi.
Kafesleri, yataklari, yiyecek ve sular1 kullanilmadan 6nce sterilize edildi, oda sicakligi
24-27°C arasinda tutulup, 12 saat gilindiiz, 12 saat gece olacak sekilde 1siklar ayarlandu.
Deneye baslamadan once ratlar tartildi ve agirliklar1 250 g’1 gegenler rastgele almarak

10’arh Gi¢ gruba ayrildi.

3.1.1. Deney Gruplan

Grup 1 (n=10, kontrol grubu): Bu gruptaki ratlara intratrakeal fosfatla
tamponlanmis steril salin (PBS) uygulamadan iki giin 6nce (-2. giin) distile su 10
mg/kg/giin peroral basland1 ve deney sliresince uygulamaya devam edildi. Sifirinci giin

intratrakeal olarak tek doz 0.2 mL PBS verildi.

Grup 2 (n=10, BLM grubu):Bu gruptaki ratlara -2. giinde distile su 10

mg/kg/giin peroral basland1 ve deney siiresince uygulamaya devam edildi.
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Sifirinct giinde intratrakeal BLM (Bleocin; bleomycin hydrochloride; Nippon
Kayaku Co. Ltd. Tokyo, Japonya) 0.2 mL PBS i¢inde ¢ozdiiriilerek 7.5 U/kg seklinde
tek doz yapildi (1).

Grup 3 (n=10, Palosuran grubu): Bu gruptaki ratlara -2. giinde palosuran daha
onceki calismalar ve ilag prospektiisii incelenerek (Actelion Pharmaceuticals Ltd.) 300
mg/kg/gliin dozunda peroral basland1 ve deney siiresince uygulamaya devam edildi.
Sifirinct giinde intratrakeal BLM (Bleocin; bleomycin hydrochloride; Nippon Kayaku
Co. Ltd. Tokyo, Japonya) 0.2 mL PBS icinde ¢ozdiiriilerek 7.5 U/kg seklinde tek doz

yapildi (1).

3.2. Yapilan islemler

Tiim ila¢ uygulamalar1 her sabah ayni saatte (08.00°de) yapildi. Intratrakeal
BLM ve PBS uygulamasi anestezi altinda yapildi. Anestezi i¢cin 1mg/kg xyalzine ile 0.5
mL/kg dozunda ketamin ayni1 enjektore cekilerek intraperitoneal olarak uygulandi. Daha
sonra ratlarin refleksleri kontrol edilerek anesteziye girmeleri beklendi. Bu siirede

BLM’nin 15 U’lik flakon formu PBS i¢inde ¢6zdiiriildii.

Anestezi altindaki ratlarin boyun 6n bdlgesi orta hat kesisiyle acildi, cilt alt1
dokular klemp yardimiyla dikkatlice ekarte edilerek trakeaya ulasildi (Resiml). Trakea
icerisine 100 U’lik insiilin enjektoriiyle girilerek BLM uygulamast yapildi (Resim 2),
BLM’nin akcigere tam ulasabilmesi i¢in ratlarin kafa kismi yukari kaldirilarak 30
saniye kadar beklendi. Kontrol grubuna da ayni sekilde ve ayni miktarda PBS verildi.
Islem bittikten sonra kesi bolgesi siitiirle kapatilarak (Resim 3), infeksiyon gelismemesi
yoniinden giinliilk antiseptik batikon soliisyonuyla silinerek yara bakimi yapildi
Calismanin sonunda etik kurallara uyularak uyutulan ratlarin direkt kalplerinden kan
ornekleri alind1 (Resim 4). Uyutulduktan hemen sonra sol akciger %10 formaldehit

icerisinde fikse edilerek doku kesitleri hazirlandi1 (Resim 5,6,7).



30

Resim 1. Boyun orta hat kesisi ile trakeaya
ulagilmasi

Resim 3. Intratrakeal ilag: inflizyonu
sonrasinda bu bolgenin siiture edilmesi

ot

Resim 5. Akciger fibrozisi olusturulah grubun Resim 6. Akciger fibrozisi olusturulup
makroskobik goriiniimii Palosuran ile tedavi edilen grubun makroskobik
gorinimu
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Resim 7. Calisma sonunda drneklerinin siniflandirilmast

3.3. Histopatolojik inceleme

Sol akciger %10 formalin soliisyonunda fikse edilip parafin blok haline getirildi
ve 3 u kalinliginda kesitler elde edildi. Kesitler Hematoksilen-Eozin (HE) ve fibrozisin
degerlendirilmesi i¢cin Masson Trichrom (MT) boyasiyla boyandi. Fibrozisin
derecelendirmesi; MT ile boyali kesitlerde x100’lik biiyiitmede rastgele segilen 10
alanda Ashcroft skorlamasina gére 0—8 arasinda derecelendirildi (133). Mikroskobik

inceleme kor olarak yapildi.

3.3.1. Akciger fibrozisinin derecelendirilmesi
Derece Histolojik 6zellik
Grade 0: Normal akciger
Grade 1: Alveoler ya da bronsiyal duvarda minimal fibr6z kalinlasma
Grade 2-3: Akciger yapisinda hasar olmaksizin duvarda orta derecede fibroz kalinlagma
Grade 4-5: Akciger yapisinda hasarla birlikte artmis fibrozis, fibr6z bant formasyonu
veya kiiclik fibroz kitleler
Grade 6-7: Siddetli hasar ve genis fibrozis
Grade 8: Total fibroz obliterasyon (133)
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3.4. Kan Plazma Endotelin—1 Ol¢iimii

On hazirlik: Standartlar ve kontroller kullanima hazirdir. Yikama tamponu 1/20
oraninda distile su ile sulandirildi. Endotelin Stok hiicre kiiltiiriinden seri diliisyonlar
hazirland1 (10/5/2.5/1.25/0.625 fmol/ml). Serumlar alindiktan hemen sonra kuru buza
yerlestirildi ve santrifiij edildi. Lipemik ve hemolizli numuneler ¢aligmaya alinmadi.
Serumlar sadece bir kere c¢ozdiriildi. Calismaya baslamadan ©Once numuneler
vortekslendi. Sonucu yiiksek seviyede cikabilecek numuneleri diliie edebilmek igin
%0.9 sodyum klorid soliisyonu hazirland.

Test Calisma Protokolii: Tiim reaktifler ve serumlar test calisilmaya baglamadan
once oda 1sisina (18-26°C) getirildi. Blank, standart, kontrol ve serumlarin ¢caligmadaki
siras1 belirlendi. Mikrotitre plat stripleri ¢ikarildi ve ilk gode blank olusturmak iizere
ayrildi. Blank disindaki tiim godelere 50 mikrolitre standart/numune/kontroller
vortekslendikten sonra pipetlendi. Uzerine 200 mikrolitre deteksiyon antikoru (AB),
blank disinda tiim godelere nazikge pipetlendi. Mikrotitre plat striplerinin {izeri
kapatild1 ve oda 1s1sinda gece inkiibasyonuna birakildi (20 saat). Inkubasyon sonrasinda,
tiim soliisyonlar aspire edildi. 300 mikrolitre diliie edilmis yikama tamponu pipetlendsi,
ortalama bir dakika beklendi ve yikama tamponu bosaltildi. Son damla havlu kagida
cirpilarak bosaltildi. Bu islem bes kere tekrarlandi. Tiim godelere 200 mikrolitre
konjugat pipetlendi. Mikrotitre plate striplerinin iizeri kapatild1 ve oda 1s1sinda bir saat
inkiibasyona birakildi. Inkubasyon sonrasinda, tiim soliisyonlar aspire edildi. 300
mikrolitre dilue edilmis yikama tamponu pipetlendi, ortalama bir dakika beklendi ve
yikama tamponu bosaltildi. Son damla havlu kagida ¢irpilarak bosaltildi. Bu islem bes
kere tekrarlandi. Tiim godelere 200 mikrolitre substrat pipetlendi. Mikrotitre plat
striplerinin tizeri kapatild1 ve oda 1sisinda 30 dakika karanlikta inkiibasyona birakildi.
Tiim godelere 50 mikrolitre stop soliisyonu pipetlendi. Hafifce calkalandi. Ik yarim saat
icerisinde elisa okuyucusuyla 450-620 nm dalga boyunda absorbanslar1 6l¢tildii.

Sonuglarim Hesaplanmasi: Blank absorbansi tiim degerlerden ¢ikartildi. Standart
degerlerleri kullanilarak grafik kagidi iizerinde standart egrisi elde edildi. Hasta

numunesi absorbansi egriye yerlestirilerek fmol/ml biriminden degeri elde edilir.
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3.5. Kan Plazma Urotensin-II Ol¢iimii

On Hazirlik: Alinan numuneler EDTA igeren 2 ml’lik tiiplere alind1. Numuneler,
aprotinin i¢eren (0.6 TIU/ml kan) santriftij tiiplerine aktarildi. 4°C’de 15 dakika 1600
g’de santrifiij edildi. Numuneler ekstraksiyon iglemine tabi tutuldu: 1 ml plazmaya, 1 ml
Tampon A ilave edildi. 4°C’de 20 dakika 14000 g’de santrifiij edildi. C18 iceren SEP-
COLUMN, 1 ml tampon B ile bir kere ve sonrasinda 3 ml tampon A ile 3 kere
yikanarak dengelendi. Dengelenmis C18 iceren SEP-COLUMN’a asidifiye edilmis
plasma ytiklendi. 3 ml’lik tampon A ile kolon iki kere yikandi. 3 ml’lik tampon B ile
protein elilye edildi. Eliiye edilmis protein evapore ettirildi ve Speedvac ile kuru hale
getirildi. Tampon kullanilarak kuru haldeki protein sivi forma déniistiiriildii. Islem
tamponu distile su kullanilarak 20 kat diliiye edildi. Hig kristal kalmadig1 kontrol edildi.
I ml standart peptit, 1 ml islem tamponu ile diluye edildi. Bu stok soliisyonun
konsantrasyonu 1000ng/ml’dir. 10 dakika oda 1sisinda bekletildi. 5 kere 1/10 oraninda
seri diliisyon uygulandi. 100, 10, 1, 0,1, 0.01 ng/ml konsantrasyonunda standartlar elde
edildi. Primer antiserum 5 ml islem tamponu ile sulandirildi. 5 dakika oda sicakliginda
bekletildi ve karistirildi. Biotinylate peptit 5 ml islem tamponu ile sulandirildi. 5 dakika
oda sicakliginda bekletildi ve karistirildi. Pozitif kontrol 200 mikrolitre islem tamponu
ile sulandirildi. 5 dakika oda 1sinda bekletildi ve karistirildi.

Test Calisma Protokolii: Birinci gode Blank olarak ayrildi. Ikinci godeye 50
mikrolitre islem tamponu total baglayici gibi pipetlendi. Sonra sirayla daha 6nceden seri
diliisyonlar1 yapilmis 50 mikrolitre peptit standart pipetlendi. 50 mikrolitre pozitif
kontrol pipetlendi. Kalan diger godelere 50 mikrolitre hazirlanmis hasta numuneleri
pipetlendi. Blank hari¢ tiim godelere 25 mikrolitre diliie edilmis primer serum ilave
edildi. Blank hari¢ tiim godelere 25 mikrolitre diliie edilmis biotinyl peptit ilave edildi.
Plate’in iistii kaplanarak 2 saatlik oda inkubasyonuna birakildi. Inkubasyon sirasinda
300 rpm orbital sallanmaya tabi tutuldu. Iki saat inkubasyon sonrasinda, tiim
soliisyonlar aspire edildi. 350 mikrolitre diluye edilmis islem tamponu pipetlendi,
ortalama bir dakika beklendi ve yikama tamponu bosaltildi. Son damla havlu kagida
cirpilarak bosaltildi. Bu iglem bes kere tekrarlandi. 12 mikrolitre SA-HRP, 12 mikrolitre
diliie edilmis islem tamponu ile sulandirildi. 100 mikrolitre diluye edilmis SA-HRP tiim
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godeler pipetlendi. Plate’in istii kaplanarak 1 saatlik oda inkubasyonuna birakildi.
Inkubasyon sirasinda 300 rpm orbital sallanmaya tabi tutuldu.

Bir saat inkubasyon sonrasinda, tiim soliisyonlar aspire edildi. 350 mikrolitre
diliie edilmis islem tamponu pipetlendi, ortalama bir dakika beklendi ve yikama
tamponu bosaltildi. Son damla havlu kagida ¢irpilarak bosaltildi. Bu islem bes kere
tekrarlandi. 100 mikrolitre TMB substat tiim godelere pipetlendi. Plate’in istii
kaplanarak 1 saatlik oda inkubasyonuna birakildi. inkubasyon sirasmda 300 rpm orbital
sallanmaya tabi tutuldu ve isiktan korundu. 100 mikrolitre 2N HCIl pipetlenerek
reaksiyon durduruldu. Kibarca karistirildiktan sonra 450 dalga boyunda okutulurak

sonuclar elde edildi.

3.6. Kan Plazma TGF- p1 Ol¢iimii

Ratlardan alinan kan 6rnekleri yaklasik bir saat pithtilagsmanin gergeklesmesi igin
oda sicakliginda bekletildi. Numuneler 20 dakika 2000 g de santrifiij edildikten sonra
porsiyonlara ayrilarak, calismanin yapilacagi tarihe kadar -70°C’de saklandi. TGF- B1
Konsantrasyonlar1 TGF p ELISA kit Mouse/Rat (R.D Sistem) kullanilarak 6l¢iildii. Bu
kit kantitatif sandvi¢ prensibine dayanan enzim immiinassay testidir. Plazma 6rnekleri
test edilmeden 6nce 40 pL seruma 10 uL 1 N HCL eklendi, 1yice karistirildi ve oda
sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra asidifiye 6rnek 8 pL. 1,2 N NaOH/ 0,5 M HEPES
ile notralize edildi ve iyice karistirildi. Olgiim ©Oncesi aktive edilmis ornekler
kalibrasyon diliient ile seyreltildi. Her bir kuyucuk TGF- Bl spesifik monoklonal
antikorlar ile kaplanmis. Stantardlar, kontrol ve Ornekler kuyucuklara pipetlendi ve
TGF- B1 ler immobilize antikorlar aracigiyla baglanmistir. Baglanmamis Ornekler
yikama sonrasi uzaklastirilmistir.

TGF- B1 spesifik enzim bagl poliklonal antikorlar kuyucuklara eklenerek ilk
inkiibasyon siiresince TGF- B1 immobilize oldu. Yikamay:1 takiben baglanmamis
antikor-enzim reaktifleri uzaklastirildi. Kuyucuklara substrat eklendi ve baslangictaki
baglh TGF- Bl miktarlarina gore renk degisimleri gozlendi. Renk degisimi gdzlenecek
kadar zaman gectikten sonra stop soliisyon eklendi ve 450 nm dalga boyunda ELISA
okuyucuda okutturularak, elde edilen optik dansitite (OD) standart degerleriyle
kiyaslanarak TGF- B1 miktarlar1 belirlendi.
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3.7. Istatistiksel Analiz

Elde edilen wverilerin istatistiksel analizinde degerler ortalama+standart
deviasyon seklinde ifade edildi. p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi. Ikiden fazla grubun degerlerinin karsilastirilmasinda nonparametrik Kruskall-
Wallis analizi kullanildi.  Anlamli ¢ikan sonuglarda 1iki grubun birbiriyle
karsilastirilmasinda ise Mann-Witney U Testi kullanildi. Farkli parametreler arasindaki

korelasyonun arastirilmasinda Pearson Korelasyon Analizi kullanildi.



4. BULGULAR

Bu calisma, deneysel olarak olusturulan akciger fibrozisi modelinde U-II
diizeylerini belirlemek, bu U-II diizeyleri ile patolojik olarak fibrozis skorlarmi ve
fibrotik stire¢ gostergeleri olan ET-1, TGF-B1 arasindaki iliskiyi arastirmak ve son olark
olusturulan bu deneysel akciger fibrozisi modelinde U-II antagonisti olan palosuranin
etkinligini  arastrmak amaciyla planlanmistir. Calisma ondordiincii  gilinde

sonlandirilmis olup, patolojik ve biyokimyasal islemler i¢in 6rnekler alinmastir.

4.1. Fibrozis Skorlan:

Calismanin sonunda kontrol grubu, bleomisin ile akciger fibrozisi olusturulan
hasta grubu ve bleomisin ile akciger fibrozisi olusturulup U-II antagonisti olan
palosuran 1ile tedavi edilen 3 grubun fibrozis skorlar1 karsilastirildi. Fibrozis
skorlamasinda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardi (p<0.001).
Ikiserli olarak kontrol grubu ile BLM grubu karsilastirildiginda; BLM grubunda fibrozis
skorlar1 kontrol grubuna gore anlamli olarak yiliksek saptandi (p<0.001) (Resim 8,9).
Palosuran grubu ile BLM grubu karsilastirildiginda; palosuran grubunda BLM grubuna
gore fibrozis skorlari istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu (p=0.024) (Resim 9,10)
(Tablo 4).

Tablo 4. Gruplar arasindaki fibrozis skorlarmin karsilastiriimasi

Gruplar n Fibrozis Evrelemesi p
X+SD
Kontrol Grubu 10 0.700+0.483" 0.001
Hasta Grubu 10 4.400+1.349°
Tedavi Grubu 10 3.200+0.632 ¢

a,b,c: Farkli harfleri tasiyan gruplar arasindaki farkliliklar dnemlidir (p<0.05).
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hiicre infiltrasyonu, alveollerde kistik
genisleme ve duvar harabiyeti

Resim 10. Palosuran grubunda alveollerde daha az duvar harabiyeti, daha hafif inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu ve alveollerde daha az fibréz doku artist (MT, x100)

4.2. Urotensin 2 Diizeyleri:

Deneyin sonunda ondordiincii giinde kontrol grubu, bleomisin ile akciger

fibrozisi olusturulan hasta grubu ve bleomisin ile akciger fibrozisi olusturulup U-II

antagonisti olan Palosuran ile tedavi edilen 3 grubun kan U-II diizeyleri karsilastirildi.

Gruplar arasinda U-II diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardi

(p=0.002).
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Ikiserli olarak kontrol grubu ile BLM grubu karsilastirildiginda; BLM grubunda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yliksek bulundu (p=0.002). Palosuran
grubu ile BLM grubu karsilastirildiginda; palosuran grubunda BLM grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu (p=0.003) (Tablo 5).

Tablo 5. Gruplar arasindaki serum U-II diizeylerinin karsilastiriimasi

Gruplar n Urotensin-II Diizeyi p
X+SD (ng/ml)
Kontrol Grubu 10 2.957+0.159 0.002
Hasta Grubu 10 3.188+0.122°
Tedavi Grubu 10 2.970+0.165?

a,b: Farkli harfleri tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar énemlidir (p<0.005).

4.3. Endotelin-1 diizeyleri:

Deneyin sonunda ondordiincii giinde kontrol grubu, bleomisin ile akciger
fibrozisi olusturulan hasta grubu ve bleomisin ile akciger fibrozisi olusturulup U-II
antagonisti olan palosuran ile tedavi edilen 3 grubun kan ET-1 diizeyleri karsilastirildi.
Gruplar arasinda ET-1 diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardi
(p<0.001). Ikiserli olarak kontrol grubu ile BLM grubu karsilastirildiginda; BLM
grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p<0.001).
Palosuran grubu ile BLM grubu karsilastirildiginda; palosuran grubunda BLM grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu (p<0.001) (Tablo 6).

Tablo 6. Gruplar arasindaki serum ET-I diizeylerinin karsilastiriimasi

Gruplar n Endotelin 1 Diizeyi p
X+SD ( pg/ml)
Kontrol Grubu 10 4.458+0.583 0.001
Hasta Grubu 10 9.086+1.850°
Tedavi Grubu 10 4.486+0.376 *

a,b: Farkli harfleri tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (p<0.005).




39

4.4. TGF- B1 Diizeyleri:

Deneyin sonunda ondordiincii giinde kontrol grubu, bleomisin ile akciger
fibrozisi olusturulan hasta grubu ve bleomisin ile akciger fibrozisi olusturulup U-II
antagonisti olan Palosuran ile tedavi edilen 3 grubun kan TGF-f1 diizeyleri
karsilastirildi. Gruplar arasinda TGF-B1 diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklilk vardi (p=0.006). Ikiserli olarak kontrol grubu ile BLM grubu
karsilastirildiginda; BLM grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
yliksek bulundu (p=0.016). Palosuran grubu ile BLM grubu karsilastirildiginda;
palosuran grubunda BLM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu

(p=0.013)(Tablo 7).

Tablo 7. Gruplar arasindaki serum TGF -B1 diizeylerinin karsilastiriimasi

Gruplar n TGF- B1 Diizeyi p
X+SD (ng/ml)

10 73.143+9.96"

Kontrol Grubu b 0.006
+

Hasta Grubu 10 84.81+4.73
:l: a

Tedavi Grubu 10 77.86+5.77

a,b: Farkli harfleri tagiyan gruplar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (p<<0.005).

4.5. Fibrozis Skorlan ile ET-1, U-II ve TGF- p1 Diizeyleri Arasindaki fliski:

Deneyin sonunda ondodrdiincii giinde bleomisin ile akciger fibrozisi olusturulan
grupta ET-1 diizeylerinde artis ile fibrozisdeki artis arasinda istatistiksel olarak anlamli
korelasyon saptandi (p=0.001, r=0.652) (Tablo 8).

Deneyin sonunda onddrdiincii giinde bleomisin ile akciger fibrozisi olusturulan
grupta U-II diizeylerinde artis ile fibrozisdeki artis arasinda istatistiksel olarak anlamli
korelasyon saptandi (p=0.001, r=0.562) (Tablo 8).

Deneyin sonunda ondodrdiincii giinde bleomisin ile akciger fibrozisi olusturulan
grupta TGF-B1 diizeylerinde artis ile fibrozisdeki artig arasinda istatistiksel olarak
anlamli korelasyon saptandi (p=0.008, r=0.476) (Tablo 8).
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Deneyin sonunda onddrdiincii giinde bleomysin ile akciger fibrozisi olusturulan
grupta Endotelin—1 diizeylerinde artis ile Urotensin 2 artis arasinda istatistiksel olarak

anlamli korelasyon saptandi (p=0.001, r=0.607) (Tablo 8).

Tablo 8. Fibrozis Skorlamasi ile ET-1, U-II ve TGF- B1 Diizeyleri Arasindaki iligki

Endotelin-1 Urotensin-II TGF- 1
r p r p r p
Fibrozis 0.652  0.001 0.562  0.001 0.476  0.008
Endotelin-1 - - 0,607  0.001 0.387  0.035
Urotensin-11 0.607  0.001 - - 0.289  0.121
TGF-B1 0.387  0.035 0.289  0.121 - -




5. TARTISMA

Sistemik Sklerozis (SSk), etyolojisi tam olarak bilinmeyen, kronik, progresif
olarak seyreden, siddetli cilt ve i¢c organ fibrozisi ile karakterize, mikrovaskiiler
yapilarda, hiicresel ve hiimoral immiinitede bozukluga yol agan otoimmun bir hastaliktir
(134). Etyolojisinde; basta genetik faktorler ve enfeksiydz nedenler olmak iizere
cevresel ve immiinolojik faktdrler yer almaktadir. Patogenezinde gbze g¢arpan ana
bozukluklar ise; yaygim fibrozis, vaskiilopati ve immiin sistemin aktivasyonudur (2).
Fibrozis ve vaskiiler degisikliklerin 6zellikle kalp ve akciger tlizerindeki etkilerine bagl
olarak, bu hastaligin morbidite ve mortalitesi artmaktadir.

Sklerodermada mortalitenin en 6nemli nedeni akcigerlerde gelisen yaygin
interstisyel fibrozistir. Pulmoner fibrozisin erken tan1 ve tedavisi mortalite ve
morbidite agisindan ¢ok Onemlidir. Pulmoner fibrozis prevelansi, taninin akciger
grafisi, tomografi ya da solunum fonksiyon testleriyle konulmasma gore %33-90
arasinda degismektedir (9). Sklerodermaya ikincil olarak gelisen akciger fibrozisinde
gliniimiizde uygulanan siklofosfamid ve steroid tedavileri yeterince yiliz giildiiriicti
sonuclar vermemektedirler. Yeni tedavi hedef ve yontemlerinin belirlenebilmesi igin
planladigimiz  skleroderma/akciger fibrozisi modelinde U-1I, ET-1, TGF-p1
diizeylerinin belirlenmesi ve U-II, ET-1, TGF-B1 diizeyleri ile fibrozis arasindaki
iliskinin incelenmesi ve olusturulan bu deneysel akciger fibrozisi modelinde U-II
antagonisti olan Palosuran’in etkinliginin arastirilmasi planlandi. Calismamizda
intratrakeal BLM uygulamasimnin akcigerde fibrozis olusturdugu ve TGF-B1, ET-1 ve
U-II diizeylerinde artisa neden oldugu goriildii. Palosuran tedavisinin akciger
fibrozisini gerilettigi, TGF-B1, ET-1 ve U-II diizeylerini istatistiksel olarak anlamli
derecede baskiladigi belirlendi. Ayrica fibrozis olusturulan grupta fibrozis skorlari ile
TGF-B1, ET-1 ve U-II diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif
korelasyon saptandi.

Fibrozis, cesitli dokularda hipertrofi veya skar olusumu ile birlikte kollajen

iceren artmis ekstraseliiler matriks birikimi olarak tanimlanir.



42

Kronik enfeksiyonlar, otoimmiin hastalilar, allerjik hastaliklar, kimyasal
uyarilar, radyasyon ve doku hasar1 gibi kronik inflamatuar reaksiyonlarin bir sonucu
olarak  olusabilmektedir.  Fibroziste anahtar hiicreler = miyofibroblastlardir.
Miyofibroblastlar primer kollajen iireten hiicrelerdir. Miyofibroblastlar; lenfosit ve
makrofajlardan koken alan parakrin uyarilarla, miyofibroblastlardan sekrete edilen
otokrin faktorlerle veya Toll like reseptorler gibi fibroblastlar iizerinden aktive olan
cesitli mekanizmalarla aktive olabilirler. Sitokinler (IL-13, IL-21, TGF-B1),
kemokinler (MCP-1, MIP-1p), anjiyogenik faktdr (VEGF), platelet kaynakli biiyiime
faktorii (PDGF), peroxisome proliferator-activated reseptorler (PPARs), akut faz
proteinleri, kaspazlar ve renin—anjiyotensin—aldosterone sistemi (ANG-II)
komponentlerinin  glinlimiizde artik fibrozisde Onemli regiilatdrler olduklar:
bilinmektedir (135).

SSk hastalarinda artmig fibroblast olusumu miyofibroblastlarin TGF-B1 ile
aktivasyonu sonucunda olusmaktadir. Bununla birlikte SSk hastalarinda miyofibroblast
aktivasyonunda otoantikor iiretimini ve bag doku biiylime faktorii (CTGF) olusumunu
stimiile eden ve CMV gibi virGsleri de iceren TGFB/SMAD3-bagimsiz
mekanizmalariin da etkin oldugu distiniilmektedir (136). Epigenenetik degisikliklerde
SSk  hastalarinda miyofibroblast aktivasyonuna katkida bulunabilirler (137).
Glinlimiizde B hiicrelerinin de otoantikor liretimi ve IL-6 sekresyonu ile iyi bilinen
fibroblast growth faktdrlerinden oldugu bilinmektedir (138). Th2-tipi sitokinlerin
fibrozis iizerine etkileri hakkindaki aragtirmalar ise devam etmektedir (139,140).

Skleroderma hastalarinda akciger fibrozisi, alveol epitelinin hasarlanmasi ile
baslar, epitel hiicre membranlar1 biitiinliigiinii kaybeder, c¢esitli inflamatuvar hiicreler
ortaya c¢ikar. Bunu matriks komponentlerinin asir1 ekspresyonu ve depolanmasi izler.
Hasar sonucu ortaya ¢ikan inflamatuvar yanit fibrozis gelisimi ve bir takim yapisal
degisikliklerle sonug¢lanir. Hasar smirliysa kollajen birikimi ve fibrozise gidisin geri
doniislii olmas1 miimkiindiir. Hasar devam ederse inflamatuvar hiicreler ve prolifere
epitel hiicrelerinden saliman proinflamatuvar ve profibrotik sitokinlerle ve matriks
komponentlerince siirdiiriilen onarim siireci devam eder. Bu da fibroblast
proliferasyonu, diizensiz kollajen depolanmasiyla sonlanir. Kronik donemde interstisyel

ve intraalveoler fibrozis olusur (141).
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BLM’nin siiperoksit ve hidroksil radikallerini i¢eren reaktif oksijen iiriinlerini
drettigi bilinmektedir. Reaktif tirlinlerin iiretimi akciger dokusunda DNA hasari, lipid
peroksidasyonu, akciger prostoglandin sentezi ve yikiminda degisiklikle sonuglanir ve
akcigerde kollajen sentezi artar. BLM uygulandiktan sonra sitokin dengesi bozulur ve
inflamasyon gelisir, fibroblastlar aktiflesir ve kollajen iiretimi uyarilirken, kollajen
yikimi inhibe olur (8).

Bir polipeptid sitokin olan TGF-B1’in makrofajlar ve fibroblastlar iizerinde
stimiilator ve mitojenik etkileri vardir. TGF-B1 aktivitesinin artig1 akciger, bobrek,
karaciger ve diger organlarda dokular arasindaki matriks materyalinin asir1 bir sekilde
artis1 ile karakterize fibrotik hastaliklarda merkezi bir rol oynar. TGF-B1, peritoneal
yapisikliklarda, pulmoner ve intestinal fibrozisde, karaciger sirozunda
glomerulonefritlerde ve cilt skarlar1 gibi fibrozis ile giden hastaliklarda onemli bir
mediator olarak rol oynamaktadir. Yapilan ¢alismalarda fibrozis ile giden durumlarda
TGF-B1’in arttigt ve TGF-Bl’in supresyonu ile fibrotik doku formasyonunun
Onlenebildigi gosterilmistir (142). TGF-B1 reseptorlerinin fibroblastlar iizerinden etki
gostererek SSk patogenezinde etkili oldugu gosterilmistir. SSk hastalarinda erken
donem doku lezyonlarinda ve bronkoalveolar lavaj sivilarinda TGF-B1 diizeylerinin
arttig1 tespit edilmistir. SSk hastalarindan alinan cilt 6rneklerinden olusturulan
fibroblast kiiltiirleri ile normal kontrol fibroblast kiiltiirlerinde TGF-f1 reseptor
ekspresyonu karsilastirildiginda SSk hasta grubunda ekspresyonun 2 kattan daha yiiksek
oldugu saptanmustir (143). TGF-B1 yiiksekligi SSk’nin lokalize formlar1 olan morfea ve
lineer SSk’da da gozlenmistir (144). Yakin zamanlarda yapilan hayvan modelleri ile cilt
ve akciger fibrozisinde TGF-B1’in kritik roli aciga ¢ikmistir (145). Calismamizda da
TGF-B1 diizeyi akciger fibrozisi modelinde anlamli olarak yiiksek bulundu. Bununla
birlikte palosuran ile tedavi edilen grupta TGF-B1 diizeyi anlamli olarak diisiik saptand1.
Ayrica bleomisin ile fibrozis olusturulan hasta grubunda fibrozis ile TGF-B1 arasinda
anlaml pozitif bir korelasyon vardi. Bu sonuglarda daha 6nce yapilan caligmalardaki
TGF-B1’in fibrozis ile iligkisinin, akciger fibrozis modelinde de mevcut oldugu ve
palosuran tedavisi ile hem fibrozisin hem de TGF-B1’in anlamli olarak geriledigi
goriilmiistiir.

Endotelin 1980°li yillarm sonlarma dogru bulunan viicut sivilarindan

saflastirilmis bir hormondur (146).
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ET-1 insan viicudunda 6nemli miktarda bulunup basta endotel hiicreleri olmak
iizere epitel hiicreleri, kemik iligi mast hiicreleri, makrofajlar, polimorfoniikleer
l6kositler, kardiyomiyositler ve fibroblastlar tarafindan salinmaktadwr (147). ET-1
salinimi baglica hipoksi, soguga maruziyet, anjiyotensin-II, biiyiime faktorii, TGF-B1
gibi sitokinler tarafindan situmiile olurken, nitrik oksit, prostasiklin, natriiiretik peptit ve
artmis kan akimi tarafindan inhibe edilir (148,149).

Sistemik skleroz hastalar1 ile yapilan ¢alismalarda; potent bir vazokonstriktor
olan ET-1 seviyesi yliksek bulunmustur (150,151). Ayni arastirmaci tarafindan SSk’da
ET-1’in fibroblastlar1 uyararak fibrozise neden oldugu ifade edilmistir (151). SSk’h
hastalarda bakilan ET-1 seviyesi diffiiz tipte limitli tipe gore istatistiksel olarak anlamli
yiiksek saptanmustir (152,153). Bagka bir ¢alismada ise; ET-1 seviyesi SSk hastalarinda
yiiksek bulunmus ve ET-1 diizeyi ile deri fibrozisi ve hastalik siiresi arasinda pozitif bir
korelasyon saptanmistir. Ayni hastalarda i¢ organ tutulumu olanlarda ET-1 diizeyinin
istatistiksel olarak anlamli olarak daha yiiksek oldugu belirlenmistir (153).

ET-1 reseptor antagonisti olan bosentan, antifibrotik ozelliklerinden dolay1
pulmoner fibrozis tedavisindeki etkinligi ile ilgili calismalar devam etmektedir. Bu
calismalardan; ¢ok merkezli yapilan bir caligmada 158 adet pulmoner fibrozisli hasta
randomize olarak plasebo ve bosentan grubu olarak ayrilmig ve 1 yil boyunca takip
edilmislerdir. Primer sonlanim noktasinda 6 dakika yliriime testi ile degerlendirilen
hastalarda egzersiz kapasitesinde anlamli farklhilik saptanmamistir (154,155). Ancak
bosentanin oliime kadar gecen siireyi uzattigma veya hastaligin progresyonunu
geciktirdigine yonelik bir egilim olusmustur (154). Cok merkezli yapilan bir bagka
calisma ise; bosentanin erken pulmoner fibrozisde etkinligini arastirmak amaciyla
devam etmektedir. En son yapilan farkli bir ¢alismada ise; bosentanin SSk’ya ikincil
gelisen akciger fibrozisinde etkinligi gosterilememistir (156). Calismamizda da akciger
fibrozisi olusturulan grupta ET-1 diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulundu. Palosuran ile tedavi grubunda ise hasta koluna goére ET-1 diizeyleri anlaml
olarak diisiik saptandi. Ayrica ET-1 ile U-II ve fibrozis skorlar1 arasinda istatistiksel
olarak anlamli pozitif korelasyon saptandi. Bu sonuclar dogrultusunda; ET-1 ve U-
[I’nin fibrozis yapict mekanizmalarinin RhoA kinaz yolu tlizerinden vazkonstriksiyon,

hipertrofi ve fibroblast aktivasyonu sonucunda olusabilecegi diisiiniilmiistiir (Sekil 2).
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AGONISTLER
(Ang 2, ET-1, U-I1,5-HT, Trombin,NE, PDGF, ATP/ADP)

Reseptor

|

RHO-A

|

Konstriksiyon

. Migrasyon Endotelyal hucreler
Hicre yaniti — | Adezyon inflamatuar hiicreler
Hipertrofi Dz kas hucreleri
Sitogenezis Fibroblastlar Gzerinde.

Sekil 2. Rho-Kinaz yolunun ¢esitli dokular tizrindeki etkileri. J. Cardiovasc Pharmacol, Vol 30,
No:3, 2002 den sadelestirme yapilarak hazirlanmistir.

Urotensin-1I, ET-1’den ¢ok daha kuvvetli olan vazokonstriktér bir hormondur.
Ik kez baliklarm spinal kordlarindan izole edilmistir ve somatostatin ile benzer peptik
sekansina sahiptir. U-II vucutta pek cok dokuda farkli etkileri bulunan bir peptittir.
Ancak temel olarak etkileri kardiyak, renal ve vaskiiler sistem {lizerinedir (157).

Daha oOnceki yapilan calismalarda vazokonstriktor ajanlar olan ET-1 ve
Angiyotensin-II’nin miyokard hasar1 sonucunda ortaya c¢ikan kardiyak yeniden
diizenlemede, hipertrofi ve fibrozis siirecinde Onemli rolleri oldugu gosterilmistir.
Tzanids ve arkadaslar1 buradan yola ¢ikarak ET-1 ve Angiyotensin-II gibi
vazokonstriktor bir ajan olan U-II'nin kardiyak remodeling, hipertrofi ve fibrozis
iizerindeki etkilerini arastirmiglardir. Yaptiklari calismada U-II’nin yenidogan kardiyak
fibroblastlarin1 stimiile ettigi ve belirgin derecede prokollajen 1-3, fibronektin gen
transkripsiyonunu arttirdigi ve bu artisin kollajen sentezi (hidroksiprolin) ile korele

oldugunu gostermislerdir.
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Ayni1 ¢alismada olusturulan deneysel hayvan kalp yetmezligi modelinde
remodeling siirecinde U-II diizeyi ve U-II geni reseptor ekspresyon diizeylerinin %75
oraninda arttiZin1 bulmuslardir (109). Hong Wang ve arkadaslarinin yaptiklari
calismada ise; insan umblikal ven endotel hiicrelerinde U-II artis1 ile kollajen-1 gen
transkripsiyonunun arttig1 ve buna ters yonde matriks metalloproteinaz 1 (MMP-1) gen
ekspresyonunun azaldigmni gostermislerdir. Bu olayda MAPKp42/44 inhibisyonu ile
kollajen-1 gene transkripsiyonu azalmast MMP-1 gen ekspresyonu artis1 olmasi tizerine
MAPKp42/44 hiicre ici sinyal yolagmimn bu olayda etkili olabilecegini belirtmiglerdir
(158). Yong-gang ZHANG ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢calismada, U-II’nin, kardiyak
hipertrofi ve fibrozis yapici1 6zellikleri ile bilinen isoproterenole kardiak hipertrofi ve
fibrozisde sinerjistik etki gosterdigini bulmuslardir. Ayrica bu ¢alismada isoproterenol
ile fibrozis olusturulan grupta miyokardiyal Angiotensin-II ve U-II artis1 gézlenmistir.
Fibrozisin olus mekenizmasi agiklanamamakla birlikte bu olayr kardiyomiyosit
hipertrofisi ve IL-6 gibi sitokinlerin {izerinden stimiile etigini 6ne stirmiislerdir (159).
Urotensinin karaciger {iizerine etkisini arastran William Kemp ve arkadaslarmimn
yaptiklar1 ¢alismada, U-II inflizyonunun portal basinci ve karaciger fibrozisini
arttirdigini gostermiglerdir. Ayrica yiiksek doz kronik U-II infliizyonu uygulanan grupta
portal basing artis1 ve fibrozis artis1 ile beraber TGF-B1, PDGF-B, hidroksiprolin
diizeylerinin de istatistiksel olarak anlamli olarak arttigin1 saptamislardir (160). Bobrek
fibrozisi, diyabet ve U-II arasindaki iliskiyi gostermek amaciyla Lin Tian ve
arkadaslarinin yaptiklar1 calismada ise; diyabet olusturulan ratlarda U-II diizeyinin
kontrol grubuna gore arttigini tesbit etmislerdir. Artan U-II diizeyleri ile korele olarak
TGF-B1 ekspresyonunun, bobrekte fibronektin ve kollajen birikiminin ve bdbrek
fonksiyon bozuklugunun arttigmi gostermislerdir. Bu sonuglar dogrultusunda otokrin
ve/veya parakrin mekanizmalar ile U-II’nin TGF-B1 {izerinden kalsiyum bagimli1 olarak
renal fibrozisi arttirabilecegini ileri siirmiiglerdir (161). Dai HY ve arkadaslar1 ise
yaptiklar1 calismada U-II'nin fibrozis yapict mekanizmasi iizerinde TGF-B1’in etkilerini
arastrmiglardir. Tip-1, tip-3 kollajen mRNA ekspresyonuna ve hidroksiprolin diizeyini
analiz etmisler ve calismanin sonucunda U-II’nin kardiyak fibroblastlarda TGF-B1’in

gen ekspresyon diizeyini zaman bagimli olarak arttirdigini tespit etmislerdir.



47

Caligmanin devaminda ise; U-1I antagonisti olan urantide verilen grupta TGF-1
gen ekspresyonun artisinin olmadigr  goriilmesi iizerine fibrozis olusum
mekanizmasinda U-II’'nin kardiyak fibroblastlar tizerindeki profibrotik etkilerinin
oldugu ve bu etkilerinin TGF-B1 iizerinden diizenlenebilecegini ileri stirmiiglerdir (162).

Daha once klinigimizde Pehlivan’in 55 SSk hastas1 ve 30 kisilik benzer yas ve
cinsiyetteki saglikli kontrol grubu ile yapmis oldugu uzmanlik tezinde yaygimn fibrozis
ile seyreden hastalarm U-II ve ET-1 diizeyleri kontrol grubuna gore anlamli yiiksek
bulunmustur. Ayrica bu calismada ET-1 ile U-II arasinda pozitif korelasyon
saptanmistir (6). Lavinia Tran ve arkadaslar1 (163) normal ratlarda kronik U-II
inflizyonunun etkilerini arastirdiklar1 ¢alismanin sonucunda; yapilan ekokardiografik
kontrolde U-II infiizyonu uygulanan ratlarda diastolik disfonksiyon olustugu ve bunun
da istatistiksel olarak anlamli sekilde artis gosteren kollajen diizeyinin ve sol
ventrikiilde olusan fibrozisden kaynaklandigini ileri siirmiislerdir. Yine bu ¢alismada
ROCK inhibitorii olan GSK-576371 uygulanan grupta U-II'nin kardiak fibrozisi
stimiile edici etkisinin baskilandig1 goriilmiistiir. Bu sonuca gore; U-II"nin profibrotik
etkilerinin ROCK yolag1 lizerinden olusabilecegini 6ne siirmiislerdir. Bizim yaptigimiz
calismada da akciger fibrozisi olusturulan grupta U-II diizeyleri kontrol grubuna gore
anlaml olarak yiiksek bulundu. Ayrica palosuran ile tedavi edilen grupta ise hasta
koluna gore U-II diizeyleri anlamli olarak diisiikk oldugu saptandi. Ayrica U-II ile
patolojik olarak fibrozis skorlar1 ve ET-1 arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif
korelasyon saptandi. Ayrica yine bu c¢alismada fibrozis olusturulan grupta TGF-B1
diizeyleri kontrol grubuna gore yliksek, palosuran ile tedavi edilen grupta ise TGF-p1
diizeyleri hasta grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diisiik saptanmasina
ragmen, U-II ile TGF-B1 arasinda istatistiksel olarak pozitif bir korelasyon
saptanmamistir. Bu durum U-II ve TGF-B1’in farkh yolaklar iizerinden (birinin Rho-
Kinaz yolu tizerinden digerinin ise SMAD yolu iizerinden) etki gostermesine baglh
olabilecegi seklinde diisiintilmiistiir.

Rho/Rho-Kinaz Yolagi, G proteini ile iliskili reseptorleri aktive eden cesitli
agonistlere (Ang-11, 5-HT, Trombin, ET-1, PDGF, U-II gibi) yanit olarak aktive olan bir
hiicre i¢i sinyal iletim yoludur. Rho, baslica aktin hiicre iskeletinin organizasyonunun
diizenlenmesinde, hiicre gocii, hiicre adezyonu ve sitokinez gibi ¢ok ¢esitli hiicresel

olaym kontroliinde rol oynar.
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Rho ailesinin tiyelerinin, aktinin yeniden sekillenmesinde ve farkli yonlerinin
diizenlenmesindeki roli, ilk olarak fibroblast biiylime faktorii uyarisina yanit caligmalari
ile agiga cikarilmistir. Rho ile etkilesen ve aktive olan Rho-kinaz, diiz kas kasilmasi,
hiicre biiylimesi, adezyonu, migrasyonu, fibroblast aktivasyonu, motilitesi, gen
ekspresyonu ve apoptozu de igceren farkli hiicresel fonksiyonlara aracilik eder (164,165).
Calismamizda da fibrozis ile U-II ve ET-1 arasinda anlamli pozitif korelasyon oldugu
saptandi. U-II ve ET-1’in muhtemelen ayni yolak yani Rho-kinaz aktivasyonu
iizerinden hiicre biiylimesi ve fibroblast aktivasyonu ile beraber fibrozis olusturabilecegi
diistiniilmiistiir.

Yapilan bu ¢aligmalar 15181inda; U-II nin kalp, bobrek ve karacigerde profibrotik
ozelliginin olabilecegi ve U-II'nin fibrozis yapici bu 6zelliklerinin olusumunda TGF-$1
ve Rho-Kinaz yolagmm 6nemli mediyator ve yolaklar oldugu da goriilmektedir. Daha
once yapilan ¢alismalarda U-II ile akciger fibrozisi arasindaki iligki ile ilgili herhangi
bir c¢alisma bulunamadi. U-II'nin RhoA Kinaz yolu iizerinden hipertrofi ve
proliferasyon olaylar1 sonucunda fibroblast aktivasyonu ile birlikte fibrozisde hedef bir
mediator olabilecegi diisiiniilmiistiir. Farkli sonuglar olmakla birlikte ET-1 reseptor
antagonisti olan bosentanin akciger fibrozisi iizerindeki etkinliginin arastirilmasi klinik
arastirmalar diizeyinde devam etmektedir. Calismamiz; klinik arastirma diizeyinde
devam eden akciger fibrozisinde kullanilan bosentana destek olmakla birlikte, U-II” nin
akcigerde profibrotik bir mediatér oldugunu ve U-II antagonisti olan palosuranin
akcigerde antifibrotik bir ajan olarak kullanilabilecegini gosteren ilk calisma olmasi
nedeniyle 6nem kazanmaktadir. SSk’da giiniimiizde en sik mortalite sebebi pulmoner
sebeplere bagli olusmaktadir. Patogenezde ortaya ¢ikarilan yeni medyatorler, mortalitesi
ve morbiditesi yliksek olan ve heniiz kesin tedavisi miimkiin olmayan bu hastalikta

tedavide yeni birer umut olacaktir.



6. SONUCLAR VE ONERILER

Sicanlara intratrakeal bleomisin uygulanmasi sonucunda ondordiincii gilinde
siganlarda patolojik olarak akciger fibrozisi olusturulmustur.

. Akciger fibrozisi olusturulan sicanlarm serum UT-II (p=0.002), ET-1 (p<0.001)
ve TGF-B1 (p=0.016) diizeyleri kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
yiiksek bulunmustur. Béylece UT-1I’ninde, ET-1 ve TGF-B1 gibi fibrozis ile
giden hastaliklarda yiikselebilecegi anlasilmistir.

Olusturulan akciger fibrozisi sican modelinde, serum UT-II diizeyleri ile,
patolojik olarak fibrozis skorlar1 (p=0.001, r=0.562) ve ET-1 (p=0.001, r=0.607)
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon saptandi.
Olusturulan akciger fibrozisi sigan modeline, UT-II antagonisti olan palosuran
uygulanmast sonucunda, patolojik olarak fibrozis skorlarinda gerileme
(p=0.003), biyokimyasal olarak fibrotik siire¢ gostergeleri olan ET-1 (p<0.001)
ve TGF-B1 (p=0.013) serum diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli diisiis
saptandi.

. UT-I'nin SSk akciger fibrozisinde oOnemli bir mediyatér olabilecegi
anlasilmistir.

Glinlimiizde kesin tedavisi heniiz miimkiin olmayan SSk akciger fibrozisinde
UT-II antagonisti olan palosuran yeni bir tedavi ajani olabilir. Bunun i¢in daha

ileri diizeyde ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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