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OZET
TAKROLIMUSUN TEK BASINA VEYA NIFEDIPIN iLE BIRLIKTE
KULLANIMININ DiSETi DOKUSU UZERINE ETKIiSi
Dt. Ferda PAMUK, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi Samsun, Kasim 2011

Calismamizin amaci; takrolimus ve nifedipinin tek basina veya kombine
kullaniminin kisa donem ve uzun donemde neden oldugu diseti degisiklerinin
makroskopik, histopatolojik ve stereolojik yontemler kullanilarak karsilastirilmas: ve
hiicre proliferasyonunu inhibe eden, selliiler apoptozisi indiikleyen bir protein olan
Fosfotaz ve tensin (PTEN), 10. kromozomdan silinmis homolog, ekspresyonunun ilaca
bagli diseti biiyiimesindeki roliiniin immiinhistokimyasal olarak degerlendirilmesidir.

80 adet erkek Sprague-Dawley rat, 8 esit gruba ayrildi; 1. grup: 8 hafta
takrolimus, 2. grup: 8 hafta nifedipin, 3. grup: 8 hafta takrolimus ve nifedipin, 4. grup:
8 hafta distile su, 5. grup: 24 hafta takrolimus, 6. grup: 24 hafta nifedipin, 7. grup: 24
hafta takrolimus ve nifedipin ve 8. grup: 24 hafta distile su. Histomorfometrik
incelemeler kapsaminda epitel kalinhigi, bag dokusunun kalinligi ve yiiksekligi,
stereolojik incelemeler kapsaminda, fibroblast hacim yogunlugu, kollajen hacim
yogunlugu ve kan damarlarmin hacim yogunlugu hesaplandi. Immiinhistokimyasal
inceleme kapsaminda ise PTEN ekspresyonu kantitatif olarak degerlendirildi.

5. 6. ve 7.gruplarda epitel kalinlig1 ve bag dokusu genisliginin sirasiyla kontrol
grubuna gore istatistiksel anlamli olarak arttig1 saptandi (P<0,05; P<0,001). Bag dokusu
yiiksekliginin ise 5. ve 7. grupta istatistiksel anlamh artis oldugu saptandi (P<0,001).
Fibroblast hacim yogunlugu ve kollajen hacim yogunlugunun 7.grupta kontrol grubuna
gore istatistiksel anlamli olarak fazla oldugu bulundu (P<0,001). PTEN
immunreaktivitesinin ~ ise  ilag  uygulanan  deney  gruplarinin  tiimiinde
(1.,2.,3.,5.,6.,7.grup) kontrol gruplarina (4.ve8.grup) gore istatistiksel anlamli olarak
azaldig1 saptandi (p<0.05).

Calismamizin bulgulari, ila¢ kullanim siiresinin kombine ila¢ kullanimina gore
diseti biiyiimesi siddetini etkileyen daha 6nemli bir faktor oldugunu ayrica PTEN’nin

diseti biiylimesi patogenezinde rol oynadigini diisiindiirmektedir.



ABSTRACT
THE EFFECTS OF TACROLIMUS ON THE GINGIVAL TISSUES
ALONE OR IN COMBINATION WITH NIFEDIPINE
Dt. Ferda PAMUK, Ph.D. Thesis
University of Ondokuz Mayis, Samsun, Kasim 2011

The aim of this study is to compare the gingival changes induced by short term
and long term tacrolimus and nifedipine administration alone or in combination, using
macroscopic, histopathologic and stereolojical methods and to evaluate
immunohistochemically the role of PTEN expression, a protein that inhibit cell
proliferation and induces cellular apoptosis, in drug-induced gingival overgrowth.

Eighty Sprague-Dawley male rats were equally divided into eight groups as;
group 1: tacrolimus 8 weeks, group 2: nifedipine 8 weeks, group 3: tacrolimus and
nifedipin 8 weeks, group 4: distilled water 8 weeks, group 5: tacrolimus 24 weeks,
group 6: nifedipin 24 weeks, group 7: tacrolimus and nifedipin 24 weeks, group 8:
distilled water 24 weeks. Histomorphometric analysis included the measurements of
epithelial thickness, connective tissue thickness and height and stereological analysis
included the measurements of volumetric densities of fibroblasts, collagen fibers and
vessels. In addition, phosphatase and tensin (PTEN) expression was determined
immunohistochemically.

Epithelial thickness and connective tissue thickness respectively was statistically
significantly increased in groups 5, 6 and 7 compared to group 8 (P<0,05) while
connective tissue height was significantly increased in group 5, 7 (P<0,001).
Volumetric densities of fibroblasts and collagen fibers was significantly increased in
group 7 compared to control group (P<0,001). PTEN immunoreactivity was
significantly decreased in all experimental groups (groups 1,2,3,5,6,7) compared to the
control group (groups 4 and 8) (p<0.05).

The results of our study suggest that duration of drug administration seems to be
a more important factor which affect the severity of gingival overgrowth compared to
the combined drug treatment and PTEN might play a role in the pathogenesis of

gingival overgrowth.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

PTEN: Fosfotaz ve tensin 10. kromozomdan silinmis homolog
DNA: Deoksiriboniikleik asit

IL: interlokin

KKB: Kalsiyum kanal blokorii

IV: intravensz

NFAT: Aktive edilen T hiicrelerinin niikleer faktorii
TBF-B1: Transforme edici biiyiime faktorii-p1
FDA: Food and Drug Administration

MMEF: Mikofenolat mofetil

SBP: Sistolik kan basinci

ATPaz: Adenozin trifosfataz

ATP: Adenozin trifosfat

HLA: Human I6kosit antijen

PCNA: Proliferating cell nuclear antigen

FH: Fibroblast hacmi

KFH: Kollajen fibrillerin hacmi

KDH: Kan damarlarinin hacmi

HE: Hematoksilen-eosin

PBS: Fosfat buffer soliisyonu
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1.GIRIS

Diseti, periodontal ligament, alveol kemigi ve sementten olusan, disleri
cevreleyen ve destekleyen dokular periodonsiyumu olusturmaktir. Yaka tarzinda disi
cevreleyen disetinin ana gorevi, daha derin periodontal dokular1 korumaktir.

Diseti hastaliklar1 icerisinde Onemli bir yer tutan diseti biiyiimeleri, cesitli
ilaclarin yan etkisi olarak da karsimiza c¢ikmaktadir. Diseti biiylimesine neden olan
bircok ila¢ vardir; bu ilaclar terapotik etkilerine gore antikonviilsanlar, kalsiyum kanal
blokerleri ve immiinsupresif ilaglar olarak 3 ana gruba ayrlir (Marshall ve Bartold,
1999). Immiinsupresif bir ilag olan takrolimus ve kalsiyum kanal blokeri olan nifedipin
bu ilaglardan bazilaridir. Nifedipine bagli diseti biiylimesi ilk olarak 1984 yilinda
Lederman ve ark. (1984) tarafindan, takrolimusa bagli diseti biiyiimesi ise Adams ve
Famili (1991) tarafindan rapor edilmistir. Ilaca bagli diseti biiyiimesi ile ilgili yapilan
klinik ve deneysel calismalara ragmen takrolimusun tek basina veya nifedipin ile
birlikte kullaniminin meydana getirdigi diseti biiylimesinin etyopatogenezinde
aydinlatilmas1 gereken bircok nokta bulunmaktadir.

Yapilan cok sayida klinik ¢alisma sonuglarinin; bireysel farkliliklar, buna bagl
ilag metabolizmas1 ve doku cevabinda degisiklikler gOstermesi nedeniyle celiskili
olmas1 arastiricilart deneysel calismalara yoneltmistir(Rost ve Baker, 1978; Hall ve
Squier, 1982; Carrel ve ark., 1983; Latimer ve ark., 1985; do Nascimento ve ark., 1985;
Seibel ve ark., 1989; Kitamura ve ark., 1990; Nyska ve ark., 1990; Fu ve ark., 1995;
Nieh ve ark., 1996; Prabhu ve Mehta, 2006). Literatiirde; fenitoin, oksodipin,
siklosporin gibi ilaglarin diseti dokusundaki etkilerini calismak i¢in kedi, kopek, dag
gelincigi, kobay ve sican gibi ¢esitli hayvan modelleri kullanilmistir (Rost ve Baker,
1978; Hall ve Squier, 1982; Carrel ve ark., 1983; Latimer ve ark., 1985; do Nascimento
ve ark., 1985; Seibel ve ark., 1989; Kitamura ve ark., 1990; Nyska ve ark., 1990; Fu ve
ark., 1995; Nieh ve ark., 1996; Prabhu ve Mehta, 2006). Sicanlar, kiiciik olmasi, pahali
olmamas1 ve maniiplasyonunun kolay olmasi nedeniyle deneysel ¢alismalarda en fazla
tercih edilen hayvan modelleridir. Sican modeli kullanimi; genetik predispozisyon, doz
ve ila¢ uygulama yollar1 gibi bazi Onemli degiskenlerin kontroliine olanak
saglamaktadir. Ayrica, sicanlardaki ilaca cevap, insanlar ile karsilastirildiginda daha

uniformdur (Nassar ve ark., 2008).



flaca bagh diseti biiyiimesini etkileyen bir¢ok risk faktorii vardir. Bunlar; yas,
cinsiyet, genetik predispozisyon gibi bireysel faktorler, ilag dozu, serum
konsantrasyonu, kullanim siiresi gibi farmakolojik faktorler ve mikrobiyal dental plak
birikimi, diseti inflamasyonu gibi periodontal faktorlerdir. Bu faktorlerin diseti
biiylimesi patogenezindeki rolii ile ilgili yapilan ¢alismalarin sonuglar1 celiskili olup bu
konuda halen kesin bir fikir birligi saglanamamistir (Cetinkaya ve ark., 2006).

[lacin kullanim siiresi, diseti biiyiimesi patogenezinde rol oynadigi bilinen
onemli bir farmakolojik risk faktoriidiir. Ilaclarin diseti biiyiimesine neden olabilmesi
icin belirli bir siire kullanilmasi gereklidir ve ¢ogu ilac icin kullanim siiresi arttik¢a
diseti biiylimesi siddetinin arttig1 rapor edilmistir (Fu ve ark., 1998; Haniastuti ve ark.,
2002; Handajani ve ark., 2003; Brki¢, 2004; Sekiguchi ve ark., 2007; Nassar ve ark.,
2008).

Kombine ila¢ kullanimi1 da ilaca bagli diseti biiylimesini etkileyen diger bir risk
faktoriidiir. Bobrek transplantasyon sonrasinda, immiinsupresif ajanlar ve kalsiyum
kanal blokerleri nefrotoksititeyi azaltmak ve sonrasindaki yiiksek kan basincini tedavi
etmek icin ¢ogunlukla bir arada kullanilmaktadir (Van der Schaaf ve ark., 1995; Cezério
ve ark., 2008). Transplantasyon yapilan hastalarda nifedipin ve takrolimusun kombine
kullanimi, ilaglarin tek basina kullanimina gore daha fazla diseti biiylimesine neden
olmaktadir (Ellis ve ark., 2004; Wondimu ve ark., 2001; Spolidorio ve ark., 2002;
Spolidorio ve ark., 2006; Flynn ve ark., 2006; Costa ve ark., 2006; James ve ark., 2001;
McKaig ve ark., 2002; Greenberg ve ark., 2008). Ancak bu calismalara karsit olarak,
takrolimus ve kalsiyum kanal blokerlerinin kombine kullanimi ile diseti biiyiimesi
siddeti arasinda herhangi bir iliski bulunmadigini rapor eden calismalar da vardir (Lima
ve ark., 2008). Bu konuda yapilan cok sayida klinik calismaya ragmen, takrolimus ve
nifedipinin kombine kullaniminin disetinde meydana getirdigi degisiklikleri
karsilastiran herhangi bir deneysel ¢alisma bulunmamaktadir.

Takrolimus ve nifedipine bagli diseti biiylimesinin histopatolojisi, diger ilaca
bagli diseti biiytimeleri ile benzerlikler gostermektedir. Histopatolojik olarak bu
lezyonlar1 birbirinden ayirmak miimkiin degildir. ilaca bagh diseti biiyiimesinin en
belirgin histopatolojik 6zellikleri; degisen kalinlikta diizensiz ¢ok kathi parakeratinize
epitel, subepitelyal bag dokusu derinliklerine penetre rete pegler ve onlarla iliskili

diizensiz yerlesimli kollajen fibril kiimeleridir. Ayrica, bag dokuda vaskiilarizasyon ve



inflamatuar hiicre infiltrasyonu izlenmektedir (Rateitschak-Pluss ve ark., 1983; Hallmon
ve Rossmann, 1999; Fermin ve ark.,2007). Ilaca bagh diseti biiyiimesi goriilen
bireylerde; daha yiiksek oranda hiicre proliferasyonu, Deoksiriboniikleik asit (DNA)
sentezi ve kollajen sentezi rapor edilmesine ragmen (Fujii ve ark., 1994; Takeuchi,2004;
Takeuchi ve ark., 2007) ilaca bagh diseti biiyiimesinde, ilaglarin diseti epitel
hiicrelerine, fibroblastlar ve kollajen sentezi iizerine etkisi halen tam olarak
bilinmemektedir.

Hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimii organizmada denge halinde bulunur. Bu
dengenin bozulmasi ilaca bagh diseti biiylimesinin patogenezinde 6nemli rol oynar.
Ilaca bagl diseti biiyiimesinde ¢esitli proliferasyon belirleyicilerinin rolii arastirilmigtir
(Saito ve ark., 1999; Cetinkaya ve ark., 2006; Bulut ve ark., 2006) ve bu lezyonlarda bu
belirleyicilerin seviyelerinin arttign saptanmistir. Ilaca bagh diseti biiyiimesinin
patogenezinde hiicre proliferasyonunun artisindan c¢ok hiicre oliimiiniin azalmasinin
onemli rol oynadigini rapor eden arastiricilar da vardir (Niimi ve ark., 1990; Shimizu ve
ark., 2002). Hiicre oliimi (apoptozis), doku biiylimesinin kontroliinde ©nemli rol
oynamaktadir (Bhathal ve Gall, 1985; Wyllie, 1992; Shimizu ve ark., 2002).
Apoptozisin baskilanmasi diseti dokusunda biiylimeye neden olabilmektedir (Nishikawa
ve ark., 1996; Shimizu ve ark., 2002). Nitekim azalmis apoptozisin hiicre proliferasyonu
ile birlestiginde diseti biiyiimesinin bir¢ok formunda etkili olabilecegi rapor edilmistir
(Kantarci ve ark., 2007; Jung ve ark., 2009).

PTEN, fizyolojik bir substrat olarak fosfatidilinositol-3-4-5 trifosfati kullanan
cift yonlii 6zgiinliigli olan bir protein ve lipid fosfotazdir (Maehama ve Dixon, 1998;
White ve ark., 2006). Ik olarak malign hastaliklarda rol aldig1 gosterilmis olmasina
ragmen, daha sonraki yillarda PTEN ekspresyonu veya aktivitesinin; romatoid artrit,
astim ve pulmoner fibrozis gibi doku yikimi ve yeniden yapilanmasi ile karakterize olan
malign olmayan hastaliklarin patogeneziyle de iligkili oldugu rapor edilmistir (Pap ve
ark., 2000; Kwak ve ark., 2003; White ve ark., 2003; 2006). PTEN; lipit fosfataz
aktivitesi sayesinde hiicre proliferasyonunu, hiicre migrasyonunu ve hiicre biiylimesini
inhibe eden, selliiler apoptozisi baslatan bir proteindir (Stambolic ve ark., 1998; Tamura
ve ark., 1998; 1999; White ve ark., 2006; Nho ve ark., 2006). Yaptigimiz literatiir
incelemesinde ilaca bagli diseti biiyiimesinde PTEN’in roliinii inceleyen herhangi bir

calisma bulunmamaktadir. Epitel ve/veya bag dokusunda PTEN’in hiicre proliferasyonu



ve apoptozis arasindaki denge iizerine etki ederek diseti biiylimesi patogenezinde rol

oynayabilecegi bu ¢alismanin hipotezini olusturmaktadir.

Bu deneysel calismanin amaci; takrolimus ve nifedipinin tek basina veya
kombine kullaniminin kisa dénem ve uzun déonemde neden oldugu diseti degisiklerinin
makroskopik, histomorfometrik ve stereolojik yontemler kullanilarak karsilastirilmasi
ve hiicre proliferasyonunu inhibe eden, selliiler apoptozisi indiikleyen bir protein olan
PTEN ekspresyonunun diseti biiylimesindeki roliiniin immiinhistokimyasal olarak

degerlendirilmesidir.



2.GENEL BILGILER

Periodonsiyum; diseti, periodontal ligament, kok yiizeylerini kaplayan sement ve
alveol kemigi gibi disleri destekleyen dokulardan olusmaktadir. Periodontal dokular;
yerlesimleri, doku ozellikleri, hiicresel ve kimyasal kompozisyonlar1 acisindan farkl
olmalarina ragmen, tek bir iinite gibi birlikte gorev yaparak dislere destek saglarlar
(Bartold ve ark., 2000).

A&z mukozasinin bir boliimii olan diseti, dislerin alveol cikintilarin1 ve boyun
kistmlarini ¢evreler. Diseti, anatomik 6zelliklerine gore serbest diseti, yapisik diseti ve
interdental diseti olmak tizere lic boliime ayrilir. Serbest diseti, disleri bir yaka gibi
saran ancak dis ile baglantis1 olmayan disetinin servikal bolimiidiir. Yapisik diseti,
serbest diseti olugundan baslayarak mukogingival birlesime kadar uzanan alveol
kemiginin periostuna sikica tutunan boliimdiir. Interdental diseti ise, dislerin kontakt
noktalarinin altindaki alan1 dolduran diseti boliimiidiir (Fiorellini ve ark., 2007).

Diseti, merkezde bag dokusu ve onu ¢evreleyen cok katli yassi epitelden olusur.
Epitel dokusu, morfolojik ve fonksiyonel 6zelliklerine gore; oral epitel, sulkuler epitel
ve birlesim epiteli olmak iizere {i¢ bolime ayrilir. Diseti epitelinin temel hiicreleri
keratinositler olup, keratinosit olmayan hiicreler (Langerhans hiicreleri, Merkel
hiicreleri, melanositler ve enflamatuar hiicreler) de bulunur. Epitelin en ©Onemli
fonksiyonu disi bir yaka tarzinda cevrelemek ve daha derin periodontal dokulari
korumaktir. Bu durum keratinositlerin proliferasyonu ve farklilasmasi ile saglanir.
Epitelin bazal tabakasinda keratinositler mitozla prolifere olur. Suprabazal tabakalarda
ise mitoz nadir goriiliir. Prolifere olan hiicreler ¢ogunlukla daha iist tabakalara gog
ederken, cok az bir kismi prolifere oldugu yerde kalir. Farklilasma ise keratinizasyon
adi verilen ve bazal tabakadan goc¢ eden hiicrelerde meydana gelen biyokimyasal ve
morfolojik olaylar zinciridir (Fiorellini ve ark., 2007).

Oral epitel, serbest diseti ile yapisik diseti ylizeyini kaplayan keratinize epiteldir.
Sulkuler epitel, serbest diseti kenarindan birlesim epiteline kadar uzanan ve gingival
sulkusun yumusak duvarini Orten, keratinize olmayan cok kathi yassi epiteldir.
Morfolojik ve kimyasal 6zelliklerine ragmen, eger oral kaviteye acilirsa veya sulkustaki
biitiin bakteriler elimine edilirse sulkuler epitelin keratinize olabilme potansiyeli vardir.
Bunun aksine oral epitel, eger disle temas ederse keratinize olma 6zelligini kaybeder.

Sonu¢ olarak sulkustaki lokal irritasyon sulkus keratinizasyonunu engellemektedir.



Birlesim epiteli gingival sulkusun tabanindan apikale dogru kisa bir mesafede uzanan
keratinize olmayan cok katli yasst epiteldir. Birlesim epitelinin dis ylizeyine
yapismasina diseti fibrilleri destek olmaktadir (Fiorellini ve ark., 2007).

Diseti epitelinin bircok 6nemli savunma fonksiyonu vardir (Bartold ve ark.,
2000). Epitel hiicreleri periodontal dokuda ¢ogunlukla metabolik olarak aktiftirler ve
sitokin, adezyon molekiilleri, biiylime faktorleri ve enzimleri sentezleyerek eksternal
uyarilara cevap verirler (Fiorellini ve ark., 2007). Mikrobiyal dental biofilmin
yerlesimini takiben epitel hiicreleri; notrofil toplanmasi ve gocii ile ilgili olan interlokin
(IL)-1 beta , IL-8 gibi sitokinleri ve interselliiler adezyon molekiilii-1 gibi adezyon
molekiillerini sentezleyerek periodontal patojenlere karst konak doku cevabinin
baslatilmasi ve diizenlenmesinde gorev alirlar (Miyasaki ve ark., 1997).

Diseti, bag dokusu ana hiicreleri, fibriller, damarlar, sinirler ve hiicrelerarasi
matriksten olusmaktadir. Bag dokusunun esas fibrilleri kollajen fibrillerdir. Kollajen
fibrillerin yami sira retikiiler ve elastik fibrillerin de oldugu bilinmektedir. Elastik lif
sistemi, kollajen lifler arasina dagilan oksitalan, elanin ve elaunin liflerden olusmustur.
Diseti bag dokusunun ana hiicre tipi fibroblastlar olup; mast hiicreleri, savunma
hiicreleri, osteoblast ve osteoklastlar, sementoblast ve sementoklastlar da bag dokuda

yer alan hiicrelerdir (Fiorellini ve ark., 2007).

2.1. DiSETi BUYUMESI VE DiSETi BUYUMESINE NEDEN OLAN iLACLAR

Diseti hastaliklari, disetini etkileyen farkli hastaliklarin daha kapsamli bir
tanimidir. Gingivitis tek bir hastaligi temsil etmemektedir. Mikroorganizmalarin neden
oldugu diseti inflamasyonu gingivitisin en yaygin formudur. Ancak; disetini etkileyen
atrofi, diseti biiylimesi ve neoplaziler de gingivitis olarak kabul edilmektedir (Mariotti,
1999).

1999 Diinya Periodontoloji Calistayr’min yaptigi simiflamaya gore diseti
bliylimeleri, diseti hastaliklar1 arasinda yer almaktadir (Armitage, 1999). Diseti
biiytimeleri; dis-diseti iliskisinin bozulmasina yol agan, estetik fonksiyonel problemler
yaratan ve agiz hijyenini zorlastiran lezyonlardir. Diseti hacmindeki artis diseti
hastaliginin genel bir ozelligidir. Bu durum icin kabul edilen terminoloji "diseti
biiytimesidir". Bu terim klinik olarak tanimlayicidir ve gecmiste kullanilan "gingival

hiperplazi" veya "gingival hipertrofi" gibi terimlerin yanlis patolojik tanimlamalarini



onlemektedir (Carranza ve Hogan, 2007). Diseti biiyiimesini bag dokusunda genislemis
oval vezikiiloid cekirdeklerin goriildiigli fibroblast sayisinda artis ile karakterize bir
cesit fibroplazi olarak tarif eden arastiricilar da vardir (Wysocki ve ark.,1983; Seymour
ve Jacops, 1992). Ancak; fibroblastlarin sayica artmadigini, normal diseti ile benzer
fibroblast ve ekstraselliiler kollajen varligin1 gosteren ¢alismalar da mevcuttur (Rostock
ve ark., 1986; McGaw ve Porter, 1988). Her ne kadar fibroepitelyal hiperplazi olarak
tarif edilse de bu lezyonlarda ne epitelde ne de bag dokusunda hiicre proliferasyonu tam
olarak gosterilememistir. Bu nedenle kullanilan hiperplazi ya da hipertrofi terimleri bu

lezyonlar tarif etmekte yetersiz kalmaktadir.

Diseti biiyiimeleri etyolojik faktorler ve patolojik degisikliklere gore
(Carranza ve Hogan, 2007)
I. Inflamatuar Diseti Biiyiimeleri
A- Akut
B- Kronik
II. ila¢ Kullamimina Bagli Diseti Biiyiimeleri

A- Antikonviilsanlar

B- immiinsiipresanlar

C- Kalsiyum Kanal Blokerleri (KKB)

III. Sistemik Hastaliklarla iliskili Diseti Biiyiimeleri
A- Diseti Biiyiimesine Neden Olan Durumlar
e Hamilelik
e Puberte
e (C Vitamini Eksikligi
¢ Plazma Hiicreli Gingivitis
e Nonspesifik Durumlara Bagh Diseti Biiyiimeleri (Pyojenik
Graniilom)
B-Diseti Biiylimelerine Neden Olan Sistemik Hastaliklar
e Losemi
e (raniilamatoz  Hastaliklar  (Wegener’s  Granulomatosis,
Sarkoidozis)

IV.Neoplastik Diseti Biiylimeleri (Gingival Tiimorler)



A-Benign Tiimorler
B-Malign Tiimorler

V. Yalanci Diseti Biiylimeleri

Diseti biiyiimeleri yerlesim ve dagilim sekillerine gore (Carranza ve Hogan, 2007)
Lokalize: Tek dise veya bir grup dise ait diseti biiytimesi
Generalize: Biitiin agizda goriilen diseti biiylimesi
Marjinal: Marjinal disetinde goriilen diseti biiylimesi
Papiller: interdental papillerde goriilen diseti biiyiimesi
Diffiiz: Marjinal diseti, yapisik diseti ve papillerde goriilen diseti biiyiimesi

Ayrik: Sapli veya sapsiz izole edilebilen tiimor benzeri diseti biiytimesi

Diseti biiyiimeleri siddetine gore (Carranza ve Hogan, 2007)
Sinif 0: Diseti biiyiimesi belirtileri yoktur.
Smmf 1: Diseti biiyiimesi interdental papilde goriiliir.
Smif 2: Diseti biiylimesi papilla ve marjinal disetinde goriiliir.

Smif 3:Diseti biiylimesi kronunu iicte birini veya daha fazlasini igerir

lla¢ kullammina bagli diseti biiyiimesi, fibrotik diseti biiyiimesi ana baslig
altinda incelenir. {laca bagli diseti biiyiimesi disetinin hedef organ olmadig1 tedavilerde
kullanilan ilaglarin yan etkisi olarak karsimiza ¢ikar. Ilk rapor edilen olgudan sonra
(Kimball ve ark., 1939), yaklasik 70 senedir diseti biiyiimesi ile ilgili arastirma
yapilmaktadir. Sayilar gittik¢e artan bir ¢cok ilac disetinde biiylimeye neden olmaktadir.
Diseti biiyiimesi ile ilgili ilaglar terapotik etkilerine gore antikonviilsanlar, KKB’leri ve

immiinsupresif ilaclar olarak 3 ana gruba ayrilir (Marshall ve Bartold, 1999).

llag kullannmimm takiben ilk alt1 ayda diseti biiyiimesi ©nce interdental
papillerde kiiciik degisiklikler seklinde baslar ve ileri donemlerde disin vestibiiler yiizii
ile iligkili olarak dis kronunun tamamini kaplayacak boyuta ulasabilir (Thomason ve
ark., 2005; Lima ve ark., 2008). Bu lezyonlar agizdaki biitiin bolgeleri etkileyebilir
fakat anterior bolgede papiller arasinda ve vestibiill yiizeylerde daha sik goriiliir
(Rateitschak-Pliiss ve ark., 1983; Adams ve Davies, 1984; Hallmon ve Rossmann,

1999; Thomason ve ark. 2005; Sekiguchi ve ark., 2007). Dissiz bolgelerde ise diseti



bliylimesi goriilmez (Lucas ve ark., 1985; Boltchi ve ark., 1999; Hallmon ve
Rossmann, 1999). Ancak nifedipine bagli olusan diseti biiyiimesinin dental implantlar
cevresinde de olustugu rapor edilmistir (Hallmon ve Rossmann, 1999). Diseti
biiylimesinin ileri evrelerinde okliizyon engellenebilir, beslenme yetersizligi, cigneme
ve konusma bozukluklari, estetik ve psikolojik problemler olusabilir. Cocuklarda
goriildiigiinde ise dislenmede kronolojik degisikliklere neden olabilir (Hallmon ve
Rossmann, 1999; James ve ark., 2000; Sekiguchi ve ark., 2007; Lima ve ark., 2008).
Diseti biiyiimesi oral hijyeni olumsuz etkilediginden, bagisiklik sistemi baskilanmig
hastalarda ciddi fokal oral infeksiyon gelisimine de yol agabilir (Seymour ve ark.,
1987; Lima ve ark., 2008).

llaca bagh diseti biiyiimesi literatiirde ilk olarak Kimball (1939) tarafindan
fenitoin kullanimina bagl olarak rapor edilmistir. Ayn1 yan etkiye sahip oldugu bilinen
diger antikonviilsan ilaglar; etotoin (Paganone), mefenitoin (Mesantoin), suksinamidler
(Zerontin), metsuksinamidler (Celontin) ve valproik asit (Depakenel)’dir. Fenitoin, ilk
olarak 1938 yilinda antiepileptik ila¢ olarak kullanilmis ve halen epilepsi tedavisinde ilk
secenek olarak kullanilmaya devam etmektedir. Ozellikle grand mal, temporal lob ve
psikomotor nobetlerin tedavisinde, ayrica bazi nevralji formlar1 ve kardiyak aritmilerin
tedavisinde en fazla kullanilan ilaclardan biridir. Fenitoin, antikonviilsan ilaclar i¢inde
en fazla diseti biiyiimesine neden olan ilagtir. Yapilan c¢alismalarda fenitoin
kullananlarin %3-84.5’inde diseti biiytimesi gelistigi rapor edilmekle birlikte (Glickman
ve Lewitus, 1941; Panuska ve ark., 1961; Angelopoulos ve Goaz, 1972), bu oran
ortalama olarak %50’dir (Seymour ve ark., 1996). Diger bir antikonviilsan ila¢ olan
sodyum valproat kullanimina bagh rapor edilen diseti biiyiimesi olgular1 biiyiik oranda
cocuk hastalardir. Fenobarbitona bagl biiylime ise, interdental papilde lobiiler goriintii
olmaksizin diizgiin yiizeye sahip biiylimeler seklindedir ve diger ilaca bagl diseti
biiylimelerinin aksine anterior bolgeden ¢ok posterior bolgede izlenir. Histolojik ve
klinik goriinlimii herediter gingival fibromatozise benzer, ancak bu olgularda ailesel
Oykii mevcut degildir. Diger bir antiepileptik ilag olan vigabatrin, gamma-aminobiitirik

asit i¢in selektif ve irreversibl bir inhibitordiir (Marshall ve Bartold, 1999).
Immiinsupresif ilaglar, immiin sistemin ¢esitli bilesenleri iizerinde segici
inhibisyon yaparlar (Seymour ve Heasman, 1988). Immiinsupresif ilaclardan

siklosporin, organ naklinden sonra doku reddini onlemek amaciyla en sik kullanilan



ajandir (Spolidorio ve ark., 2006). Ayrica ilag; romatoid artrit, psoriasis, nefrotik
sendrom gibi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir (Spolidorio ve
ark., 2005; 2006). Genel olarak nefrotoksisite, hepatotoksisite, hipertansiyon ve
norotoksisite gibi yan etkileri goriilmekle birlikte, siklosporinin agiz icinde en 6nemli
yan etkisi diseti biiylimesidir (Spolidorio ve ark., 2006). Siklosporine bagl diseti
biiyiimesi, ilk kez Rateitschak-Pluss ve ark. (1983) tarafindan rapor edilmistir. Once
karaciger transplantasyonunda ve daha sonra bobrek transplantasyonunda kullanilan,
hasta ve greft sag kalimi saglayan, siklosporine alternatif diger immiinsupresif ajan ise

takrolimustur.

2.2. TAKROLIMUSA BAGLI DiSETi BUYUMESI

Takrolimus 1984 yilinda Tsukuba’da bulunan ve 1989’da ilk kez kullanilan yeni
bir immiinsupresif ajandir. ilk olarak solid organ transplantasyonunda alicilarda doku
reddini Onlemek i¢in klinik deneylerde kullamilmistir. Nefrotoksisite, ndrotoksisite ve
glukoz metabolizma hastaliklar1 gibi ortak yan etkileri olmakla beraber; takrolimusun,
siklosporinden farkli olarak diseti biiylimesine neden olup olmadigi veya daha az oranda
neden oldugu tartismal1 bir konudur (Spolidorio ve ark., 2005; Nassar ve ark., 2008).

Dental literatiirde, takrolimusa bagh diseti biiyiimesi ilk olarak Adams ve Famili
(1991) tarafindan rapor edilmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda takrolimusun diseti
biiylimesine neden olmadigi (James ve ark., 2001; Spolidorio ve ark., 2005) veya
siklosporine oranla daha az biiylimeye neden oldugu bildirilmistir (Ellis ve ark., 2004;
Prabhu ve Mehta, 2006). Siklosporin kullanimi takrolimus ile degistirildiginde diseti
biiylimesinin hizla azaldigim1 gosteren calismalar da mevcuttur. (Bader ve ark., 1998;
Hernandez ve ark., 2000; Prabhu ve Mehta, 2006).

Takrolimusa bagli olusan diseti biiyiimesinin prevalansina yonelik calismalar
sinirlidir. Biiyiime ve siddeti degerlendirmek i¢in kullanilan yontemler ¢alismaya gore
farklilik gostermesine ragmen sonuglar1 genelde birbirine yakindir (James ve ark.. 2001,
Oettinger-Barak ve ark., 2001, Wondimu ve ark., 2001; Ellis ve ark., 2004; Sekiguchi
ve ark., 2007). Degisik oranlar verilmekle birlikte kontrollii klinik calismalarda diseti
biiylimesi insidansi ortalama %10-15 arasinda rapor edilmektedir (Ellis ve ark., 2004;

Sekiguchi ve ark., 2007). Arastirmalarda varilan ortak nokta, takrolimus kullananlarda
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diseti biiyiimesi insidansinin ve siddetinin siklosporinden daha az oldugudur (Ellis ve

ark., 2004).

2.2.1.Takrolimus’un Farmakokinetik ve Farmakodinamik Ozellikleri

Streptomyces tsukubaensis mikrobiyal besi ortamindan izole edilen bir makrolid
antibiyotik olan takrolimus, C44HeNO;> H,O kimyasal formiiliine sahiptir ve molekiil
agirhg 822.03’tiir. ilag beyaz kristaller veya kristalin tozu olarak bulunur ve pratik
olarak suda c¢oziilmez. Etanol, metanol ve kloroformda ise serbestce ¢oziiliir (Kino ve

ark., 1987; Prabhu ve Mehta, 2006).

H €
H,cO | 1 OCH;

Sekil-1. Takrolimusun kimyasal yapis1 (Iwasaki, 2007)

Takrolimusun gastrointestinal sistemden emilimi, safra tuzlarina bagimh
degildir. Etkinliginin ve emiliminin goreceli olmasi sebebiyle nadiren intravendz (iv)
kullanimi  gerekebilir. Ozellikle gastrointestinal bozuklugu olan hastalarda oral
kullamimda emilimi ¢ok degiskendir ve biyoyararlanimi %25 civarindadir. Kati
gidalarin mideden bosalmasinin takrolimus kullananlarda siklosporin kullananlara
oranla daha hizli olmasi nedeniyle gastrik motilite bozuklugu olanlarda takrolimus
kullaniminin yararli oldugu diisiiniilmektedir (Danovitch, 2001).

Takrolimusun yar1 6mrii yaklasik 8 saattir. Ilacin gastrointestinal ve karaciger

mikrozomal enzim sisteminde bulunan sitokrom-P450-3A tarafindan metabolize

11



edilmesiyle bir¢ok metabolit ortaya cikmaktadir. ilacin sitokrom-P450-3A ve p-
glikoprotein yolu ile gastrointestinal metabolizmasi ‘ilk gecis metabolizmasi’ olarak
bilinmektedir. Karaciger, ilag metabolizmas1 i¢in en Onemli yer olarak kabul
edilmektedir. Tlacin baz1 metabolitleri potansiyel olarak immiinsupresyon ve nefrotoksik
etkiye sahip olabilirler. ilacin cok az bir kism1 bobrek yolu ile olmak iizere genellikle
safra yolu ile atilir. Bu sebeple bobrek islev bozukluklarinda ilag dozunun
ayarlanmasina gerek yoktur (Plosker ve Foster, 2000).

Takrolimus da siklosporin gibi bir kalsindrin inhibitoriidiir. Kalsinorin
inhibitorleri, hiicre sitoplazmasinda bulunan immiinofilin adli proteinlere baglanarak
hiicresel etkilerini gosterirler (Cardenas ve ark., 1994). lac diffiizyon ile hiicre igine
girer ve FK506 baglayic1 protein-12’ye baglanir. Olusan kompleks, normal sartlar
altinda aktive edilen T hiicrelerinin niikleer faktorii (NFAT) gibi molekiilleri
defosforilize eden bir fosfataz olan kalsindrine baglanir. Defosforilize olan NFAT
cekirdege girer ve orada IL-2 gibi bircok sitokinin promoter bolgelerine baglanir (Bierer
ve ark., 1990; Tepperman ve ark., 2010). Boylece, kalsinorini bloke eden takrolimus,
IL-2 transkripsiyonunu inhibe eder. IL-2 transkripsiyonunu inhibe etmesinin yani sira
takrolimus, nitrik oksit sentaz aktivasyonu, hiicre degraniilasyonu ve apoptozis gibi
kalsiyum bagimli olaylar1 da inhibe eder. Takrolimus ayni zamanda mast hiicrelerinde
hem degraniilasyonu hem de IL-3,-5 gibi sitokinlerin transkripsiyonel aktivasyonuna
engel olur. Sonug olarak IL-3,-4,-5, interferon-7y, timor nekrozis faktor-a ve graniilosit
makrofaj koloni stimiile edici faktor gibi diger sitokinlerin tiretimi de azalir (Ruzicka ve
ark., 1999; Zabawski ve ark., 2000; Bornhévd ve Burgdorf, 2001; Nghiem ve ark.,
2002; Kose ve Acikgoz, 2003). Glikokortikoid ve progesteron aktivitesi artar ve
transforme edici biiyiime faktorii-f1 (TBF-B1) ekspresyonu gii¢lenir. Siklosporinde
oldugu gibi, oncelikli olarak tip 2 yardimci T hiicrelerine gore, Tip 1 T yardimci
hiicreleri baskilanir, béylece T hiicresi tarafindan yonlendirilen toksisite bozulur (Ellis
ve ark., 2004). Kalsinorin inhibitorlerinin ana avantaji, diger hizli ¢ogalan hiicreleri
etkilemeden immiin sistem iizerinde secici etkileri olmasidir (Reem, 1992; Klee ve ark.,
1998; Tepperman ve ark., 2010). Benzer etki mekanizmasina ragmen, takrolimus
siklosporinden 100 kat daha fazla immiinsupresif kapasiteye sahiptir (Jacobson ve ark..
1998; Ellis ve ark., 2004), primer ve kurtarici (rescue) tedavide siklosporine karsi etkili

bir alternatif olarak kabul edilir. Hatta primer tedavide takrolimusun, akut ve kronik
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karaciger reddinin Onlenmesinde siklosporinden daha etkili olabilecegi ©ne

stiriilmektedir (Spencer ve ark., 1997; Ellis ve ark., 2004).

2.2.2 Takrolimus’un Klinik Kullanimi ve Yan Etkileri

Takrolimusun kapsiil formu ve iv steril soliisyon formu mevcuttur. Kapsiil
formu, 0.5mg, 1mg ya da Smg anhidr6z takrolimus icermektedir. Inaktif bilesenleri ise
laktaz, hidroksipropil metilseliiloz, kroskarmeloz sodyum ve magnezyum stearatdir.
Steril soliisyon (iv takrolimus enjeksiyonu) ise Iml’de Smg anhidr6z takrolimus igerir,
sadece 1v infiizyonla uygulanir. Takrolimus enjeksiyonu 0.09 sodyum klorit enjeksiyonu
ya da %5 dekstroz enjeksiyonu ile seyreltilerek kullamlmalidir (Plosker ve Foster,
2000). Transplantasyonda kullanilan siklosporinin yan etkilerinin ortaya c¢ikisi ile
yasanan giicliikler sonucunda, daha az toksik fakat daha etkin bir kalsinorin
inhibitoriiniin gelistirilmesi ¢abalarinin iiriinii olarak takrolimus kullantma sunulmustur
(Adali, 2007).

1987°de ilk in vitro calismalar ve deneysel ¢aligmalarin yaymlanmasin takiben,
takrolimus organ transplantasyonlarinda kullanilmak iizere immiinsupresif bir ajan
olarak kabul edilmistir (Kapturczak, 2004; Ellis ve ark., 2004). 1994 yilinda ise ilacin
karaciger transplantasyonu sonrasi greft reddini 6nlemek amaciyla kullanimi1 Food and
Drug Administration (FDA) tarafindan onaylanmistir (Adali, 2007). Takrolimus bugiin
allojenik karaciger, bobrek veya kalp transplantasyonu yapilan hastalarda organ
reddinin profilaksisi i¢cin endikedir. Takrolimus ayrica miyastenia gravis, artrit ve atopik
dermatit gibi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde de basaril1 bir sekilde kullanilmaktadir
(Iwasaki, 2007). Kalp nakli geciren hastalarda takrolimusun azatioprin veya
mikofenolat mofetil (MMF) ile kullanim1 6nerilmektedir (Plosker ve Foster, 2000). Son
yillarda iilseratif kolit, atopik dermatit ve egzema tedavisinde topikal olarak da
kullanilmaktadir (Hiraoka, 2001; Niwa, 2003). Hag, takrolimus ve HCO-60
hipersensitivitesi olan hastalarda kontrendikedir (Magee ve ark., 2011).

Takrolimusun diger tim immiinsupresif ajanlar gibi istenmeyen yan etkileri
mevcuttur. Bunlar;

a. Nefrotoksisite: Kalsinorin inhibitorleri nefrotoksisite sendromlarina neden
olabilirler. Bunlar; glomeriil filtrasyon hizinda geri doniisiimlii azalma, akut

mikrovaskiiler hastalik, kronik ilerleyici olmayan glomeriil filtrasyon hizidir. Ayrica
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ilacin hipertansiyon ve elektrolit anormalliklerine de neden oldugu rapor edilmistir. Bu
yan etkiler sodyum tutulumu ve 6dem, hiperpotasemi, hipomagnazemi, hiperkloremik
asidoz ve hiperiirisemi seklinde goriiliir. Siklosporin ile karsilastirildiginda nefrotoksik
yan etkileri benzerdir (Magee ve ark., 2011).

b. Gastrointestinal yan etkiler: Siklosporin kullanan hastalarda hafif biliriibin
yiiksekligi ve orta diizeyde serum aminotransferaz yiiksekligi ile karakterize
hepatotoksisite izlenmekle birlikte bu durum genellikle 6nemli klinik sonuglar
yaratmaz. Buna karsin takrolimus daha cok istahsizlik, bulanti ve kusma, ishal ve
karinda huzursuzluk hissi yaratir (Magee ve ark., 2011).

c. Kozmetik yan etkiler: Siklosporin kullanan hasta gruplarinda daha yaygindir.
Ozellikle bayanlarda belirgindir. Yiiz goriiniimiinde kabalasma ve hipertrikozis hastanin
yasam kalitesini etkileyebilir. Siklosporin kullaniminda daha belirgin olmak iizere diseti
biiylimesi cerrahi girisim gerektirebilir. Bu komplikasyon siklosporinden takrolimusa
gecis gerekcgesi olabilir (Magee ve ark., 2011).

d. Hiperlipidemi: Siklosporin kullanimi hiperlipidemi gelisimini artirir.
Takrolimus kullanimina bagli bu komplikasyon daha azdir (Magee ve ark., 2011).

e. Hiperglisemi: Takrolimus kullaniminda siklosporine gore daha fazladir.
Transplantasyondan sonraki donemde gelisen hiperglisemi varliginda, kortikosteroid
dozlarinin daha hizli azaltilmasi gercekg¢i bir yaklasim olabilir (Magee ve ark., 2011).

f. Norotoksisite: Doza bagl titreme, hissizlik, uykusuzluk ve nadiren epileptik
ataklar izlenebilir (Magee ve ark., 2011).

g. Hiperiirisemi ve gut: Ozellikle birlikte diiiretik kullanimi1 var ise sorun
olabilir (Magee ve ark., 2011).

h. Oral yan etkiler: Agiz icinde en 6nemli yan etkisi diseti biiylimesidir
(Spolidorio ve ark., 2006). Diger oral lezyonlar tam olarak aciklanmamistir. Bir¢ok
vaka raporu; takrolimus kullanan bireylerde diseti biiylimesi siddetinin Siklosporin

kullanan bireylerden daha az oldugunu ileri siirmektedir (Spolidorio ve ark., 2006).

i. Diger: Titreme, bas agrisi, beyaz kan hiicrelerinin sayisinin azalmasi ve

infeksiyon ihtimali vardir (Magee ve ark., 2011).
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2.3. NIiFEDIiPINE BAGLI DiSETi BUYUMESI

KKB’lerinin yaygin kullanimi 1980’11 yillarda baslamistir. Bu gruptaki ilaglar
degisik kimyasal yapida olup hepsinin ortak o6zelligi hiicrelere kalsiyum gecisini
engellemeleridir (Marshall ve Bartold, 1999). KKB’leri hipertansiyon, koroner arter
spazmlari, anjina pektoris ve kardiyak aritmiler gibi kalp damar hastaliklarinin
tedavisinde kullanilan ilaclardir. Bu ilaglar diiz kas ve kalp hiicrelerinin hiicre
membranlarindan kalsiyum iyon gegisini engellerler. Bu durum kalp kasina oksijen
destegi saglayarak, koroner arterler ve arteriollerin genislemesini direkt olarak tetikler
ve periferal damarlar1 genisleterek hipertansiyonu azaltir. Bu ilaclar dihidropiridin
tiirevleri (amlodipin, felodipin, nikardipin, nifedipin), benzotiazin tiirevleri (diltizem) ve
fenilalkilamin tiirevleri (verapamil)’dir (Hallmon ve Rossmann, 1999). Bu ilaclardan
bazilar1 diseti biiylimesine neden olmaktadir (Lederman ve ark., 1984; Lucas ve ark.,
1985; Nishikawa ve ark., 1991). Nifedipine bagh diseti biiylimesi ilk olarak 1984
yilinda Lederman ve ark. (1984) tarafindan rapor edilmistir.

Nifedipin en fazla diseti biiylimesine neden olan KKB’idir (Barclay ve ark.,
1992). Nifedipine bagl olusan diseti biiyimesinin prevalansi %6.3-83 arasinda rapor
edilmekle beraber, kontrollii klinik ¢alismalarda ortalama % 44 olarak bildirilmektedir
(Fattore ve ark., 1991; Barclay ve ark., 1992; Ellis ve ark., 1999; Castro ve ark., 2010).
Bu genis aralik, diseti biiylimesini degerlendirmek i¢in kullanilan yontemlere veya
popiilasyonun ornekleme teknigine bagh olabilir (Ellis ve ark., 1999; Castro ve ark.,
2010). Diltiazem, amlodipin ve felodipine bagli diseti biiyiimesi ise nadir izlenir
(Marshall ve Bartold, 1999). Diltiazem’in diseti biiyiimesi insidansi %20 iken,
verapamile bagli diseti biiyiimesi %4 oraninda goriiliir. Dihidropiridin tiirevi olan
isradipinin ise bazi vakalarda nifedipine alternatif olarak kullamildigi ve diseti

biiylimesine neden olmadigi rapor edilmistir (Westbrook ve ark., 1997).

2.3.1. Nifedipin’in Farmakokinetik ve Farmakodinamik Ozellikleri
Nifedipin, 1,4-dihidropiridin tiirevi bir kalsiyum antagonistidir. Nifedipin,
[3,5-Pyridinedicarboxylic asit ,1,4-dihidro-2 ,6-dimetil-4-(2-nitrofenil), dimetilester]

C 17 H 15 N ; O ¢ kimyasal formiiliine sahiptir ve molekiil agirhig 346,33 tiir.
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Sekil-2. Nifedipinin kimyasal yapis1 (Ishizawa ve ark., 2009)

Nifedipin, L tipi bir Ca* kanal blokeridir ve genelde anjina pektoris ve
hipertansiyon tedavisinde kullanilir. Klinik calismalar nifedipinin koroner ateroskleroz,
kardiyak hastaliklar ve bobrek disfonksiyonunun onlenmesi gibi dolasim ile ilgili
organlar iizerinde koruyucu etkilere sahip oldugunu gostermistir (Lichtlen ve ark.,
1990; Poole-Wilson ve ark., 2004; Ishizawa ve ark., 2009). Nifedipinin antihipertansif
etkisinin Otesinde en azindan kismen bobrek iizerinde organ koruyucu etkilere sahip
oldugu da ileri siiriilmektedir. Ancak nifedipinin detayli etki mekanizmasi heniiz
tanimlanamamuistir (Ishizawa ve ark., 2009).

Nifedipin, 30-180 mg’lik doz araliginda, yaklasik 1.7 saatlik eliminasyon
yartlanma siiresi ile sifir derece kinetigi sergiler. Bu, nabzin etkisi goz Oniine
alindiginda anlamhidir ve kan basinci plazma ila¢ konsantrasyonu ile uyumludur
(Swanson ve ark. 1987; Snider ve ark., 2008). Renal bozukluk, siddetli olmadik¢a ki bu
durumda yarilanma siiresi yaklasik olarak 3.5 saate uzar (CrCl< dakikada 25 mL),
nifedipinin yarilanma siiresini etkilemez (Chung ve ark. 1987; Snider ve ark., 2008).
Dozun % 60-80°i inaktif bir metabolit olarak idrarla atilir (Snider ve ark., 2008).
Nifedipin hepatik olarak metabolize edilir ve % 92-98’1 proteine baglidir. Kronik
karaciger hastalig1 yarilanma siiresini uzatabilir ve hedef dokudaki etkisini azaltabilir
(Snider ve ark., 2008).

Oral uygulamadan sonra nifedipin hemen hemen tiimiiyle absorbe olur. Hizli
salintmli nifedipin formiilasyonlarinin, sistemik yararlanimi ilk gecis etkisine baglh

olarak %45-56 arasindadir. Kontrollii salinan nifedipin formiilasyonlarinin, kapsiile
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gore rolatif biyoyararlanimi ise %68-86 oranindadir ve ilk dozdan sonra yaklasik 6-12
saat icinde plato olusturmaktadir. Nifedipinin plazma proteinlerine baglanma orani
yaklasik olarak %95'tir. Oral uygulamadan sonra nifedipin bagirsak duvart ve
karacigerde metabolize olur. Metabolitleri inaktiftir. Nifedipin metabolitleri halinde
baslica bobrekler ve %5-15 oraninda da safra ile atilir. Idrarda bulunan degismeden
kalan madde miktar1 %0.1’in altindadir (Drug Information, 2011).

Nifedipin, anjinada oldugu gibi hipertansiyonda da etkisini arteriyel bir
vazodilator gibi haraket ederek gosterir. Kalsiyum iyonlari, kalpteki inotropik ve
kronotropik aktiviteye katki saglayarak diiz kas kontraksiyonunu diizenler (Rosendorff
ve ark. 2007; Snider ve ark., 2008). Vaskiiler diiz kaslardaki L-tipi kanallar,
kontraksiyonu potansiyalize eden kalsiyum iyonlarinin girisine izin verir (Abernathy ve
ark. 1999; Snider ve ark., 2008). Nifedipin gibi dihidropiridin KKB’leri, arteriyel
dokuda oOzellikle koroner arterlerde vazodilasyona neden olan kalsiyum iyonlarinin
akisint onleyerek ve bu sekilde myokardiyal oksijen teminini artirarak L-tipi kanala
baglanirlar (Snider ve ark., 2008). Myokardiyal oksijen talebi, periferal vaskiiler
direncteki azalma ile diisiiriiliir (Snider ve ark., 2008). KKB’leri ayn1 zamanda, sistolik
kan basincindaki (SBP) diisiis ile goriilen afterload’daki diisiisten de sorumludur (Snider
ve ark., 2008). Kan basincindaki diisiis baslangi¢ degerine baghdir ve daha yiiksek kan
basin¢li hastalar daha anlamli bir diisiis gosterirler (Frishman ve ark., 1989; Snider ve
ark., 2008). Bircok calismada, vaskiiler koruyucu ozelliklere katki saglayan
dihidropiridin KKB’lerin kullanimi ile yeni aterosklerotik lezyonlarin gelisiminde bir
azalma oldugu gosterilmistir (Wenzel ve ark., 1997; Snider ve ark., 2008).

Nifedipinin hiicre i¢ine kalsiyum girisini inhibe etmesi sonucu; kalsiyuma baglh
bir enzim olan adenozin trifosfataz (ATPaz) enzimi etkilenir. ATPaz enzimi enerji
tilketerek adenozin trifosfati (ATP) parcalayamaz. Boylelikle myokard fonksiyonlar en
az enerji ve en az oksijen ihtiyaci ile devam ettirilir. Periferde diiz kas hiicrelerine
kalsiyum girisinin bloke edilmesi sonucu kontraktilite azalir ve uzun siireli arteriyel
vazodilatasyon saglanmis olur (Lederman ve ark., 1984; Lucas ve ark., 1985;

Giincii,2006).
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2.3.2. Nifedipin’in Klinik Kullanimi ve Yan Etkileri

Dihidropiridin tiirevi KKB’leri 6zellikle sol ventrikiiler hipertrofili, asemptomatik
aterosklerozlu, angina pektorisli, sabit atriyum fibrilasyonu ve periferal arter hastalig
olan, izole sistolik hipertansiyonlu, metabolik sendromlu ve hamile olan hipertansiyonlu
hastalarda birinci basamak tedavidir (Lewington ve ark., 2002; Staessen ve ark., 2003;
Snider ve ark., 2008). KKB’ler1 6zellikle stabil angina pektorisli hastalarda iskemik
kalp hastaliginin tedavisi i¢in yavas salinimi 6zelliginden dolayr uygun bir birinci
basamak ajan olarak tavsiye edilmektedir (Chobanian ve ark., 2003; Snider ve ark.,
2008). Diger muhtemel endikasyonlar, yiiksek koroner hastalik ve diabet riski olan
hastalar1 kapsamakta ve bu yiiksek riskte, kalsiyum kanal blokerlerinin, kardiyovaskiiler
hastalik, fel¢ insidansi, Raynaud sendromu ve spesifik aritmiyi azalttigr gosterilmistir
(Chobanian ve ark., 2003; Snider ve ark., 2008).

Hizli salinan nifedipinin formiilii refleks sempatik sinir sistemi aktivasyonu ile
iligkilidir. Bu aktivasyon yiliz kizarmasina, tasikardiye, myokardiyal iskeminin
agirlasmasina ve serebrovaskiiler iskemiye neden olur. Bu nedenle sadece uzun siire
etkili formlar1 kullanilmalidir (Snider ve ark., 2008). Kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde nifedipinin iyi bilinen pozitif etkileri disinda, iireme organlarinda, deride ve
periodonsiyumda olusabilen yan etkileri hakkinda halen bilgi eksikligi vardir (Brkic,
2004). Nifedipin ile yapilan klinik ¢alismalarda asteni (yorgunluk), ddem, bas agrisi,
bas donmesi, periferik 6dem, vazodilatasyon, palpitasyon, konstipasyon gibi yan

etkilerin olustugu belirtilmistir (Drug Information, 2011).

24. TAKROLIMUS VE NIiFEDIiPINE BAGLI DiSETi BUYUMESINi
ETKILEYEN RiSK FAKTORLERi

Yapilan birgok klinik ve deneysel calismaya ragmen, bu ilaclarin diseti
biiylimesine neden yol agtig1 halen bilinmemektedir. Diseti biiylimesi etyopatogenezini
anlamaya yonelik bu calismalarda bireysel farkliliklar, genetik, farmakolojik ve
periodontal faktorler arastirilmis ve kesin bir fikir birligi saglanamamistir (Seymour ve
ark., 2000). Ilag kullanan tiim bireylerde diseti biiyiimesi goriilmemektedir, bu
lezyonlarin siklig1 ve siddeti bireysel farkliliklar gostermektedir. Yapilan bir¢ok klinik
ve deneysel calismanin sonuclart diseti biiylimesinin sikligini, siddetini etkileyen ve

bireyler arasi farkli diseti cevabina neden olan ¢esitli risk faktorleri oldugunu ortaya
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koymustur. Bunlar; yas, cinsiyet, genetik predispozisyon gibi bireysel faktorler, ilacin
dozu, serum, tiikiirilk konsantrasyonu gibi farmakolojik faktorler ve mikrobiyal dental
plak birikimi ve diseti inflamasyonu gibi periodontal faktorlerdir. Ancak bu risk
faktorlerinin diseti biiylimesine etkileri ve hangi faktorlerin bu lezyonlarin olusumunda
daha 6nemli oldugu konusunda halen kesin bir fikir birligi bulunmamaktadir (Seymour
ve ark., 2000; Trackman ve Kantarci, 2004).

Yas; ilaca bagli diseti biiyiimesini etkileyen bireysel bir risk faktorii olarak
bildirilmistir (Ellis ve ark., 2004; Cezario ve ark., 2008). Yapilan klinik calismalarda
takrolimus kullanan hastalarda disetinde meydana gelen degisikliklerin siddeti ve yas
arasinda negatif iliski oldugu rapor edilmistir. (Ellis ve ark., 2004; Cezario ve ark.,
2008). Nifedipine baglh olusan diseti biiylimesinde ise yas bir risk faktorii olarak
bildirilmezken (Ellis ve ark., 1999), siklosporin ve nifedipinin kombine kullanildig
hastalarda yasin diseti biiylimesini etkiledigi tanimlanmistir (Seymour ve ark., 2000).
Kesin bir fikir birligi olmamakla birlikte bu iliskide androjen metabolizmasi ve diseti
fibroblastlar1 arasindaki iligki tizerinde durulmaktadir. Cocuklarda ve genclerde yiiksek
olan androjen seviyesi sonucunda aktif metabolitler diseti fibroblast alt gruplar1 iizerine
etki ederek kollajen sentezinde artisa veya kollajenaz sentezinde azalmaya neden
olmaktadir. Bu durum cocuklarin ve genclerin diseti biiylimesine daha duyarh
olmasinda etkilidir (Seymour ve ark., 2000).

Hastanin cinsiyeti de ilaca baglh olusan diseti biiylimesinin siklig1 ve siddetini
etkilemektedir. Takrolimus ile ilgili yapilan klinik c¢aligmalarin c¢ogunda diseti
biiyimesinin erkeklerde daha fazla oldugu gosterilmistir (Spolidorio ve ark., 2006;
Sekiguchi ve ark., 2007; Cezario ve ark., 2008; Reali ve ark., 2009). Kadinlarda daha az
diseti biiyiimesi goriilmesinin nedeninin kadinlarin saglik bilinclerinin daha fazla olmasi
ve oral hijyene daha fazla onem vermesi oldugu ileri siiriilmektedir. (Reali ve ark.,
2009). Benzer sekilde, nifedipine bagh diseti biiylimesinde erkeklerin daha duyarh
oldugu yapilan klinik ve deneysel calismalarla gosterilmistir (Ellis ve ark., 1999). Bu
duyarliligin nedeni ise, diseti biiyiimesi olusabilmesi i¢in gerekli serum konsantrasyon
seviyesinin erkeklerde daha diisiik olmasidir. Her iki cinsiyette de bu konsantrasyona
ulasildiginda lezyonun siddeti arasinda farklilik goriilmedigi bildirilmistir. (Ishida ve

ark., 1995; Seymour ve ark., 2000).
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Fenitoin, siklosporin, takrolimus veya KKB’i kullanan her hastada diseti
bliylimesi  goriilmediginden, literatiirde bireyler aras1 duyarlilifi ve genetik
predispozisyonu ortaya koyan “duyarli” ve “duyarli olmayan” terimleri kullanilmaktadir
(Hallmon ve Rossmann, 1999; Spolidorio ve ark., 2002; Brki¢, 2004; Sakagami ve ark.,
2006; Flynn ve ark., 2006). Genetik predispozisyon; ilag, hiicre ve plaga bagh
inflamasyon arasi iliskiler gibi bir¢cok faktor iizerinde etkilidir. Bu faktorler arasinda
gingival fibroblastlarin heterojenitesi, kollajenolitik aktivite, ilag-reseptor baglantisi,
ilac metabolizmasi, kollajen sentezi yer almaktadir (Boltchi ve ark., 1999). Takrolimus,
nifedipin, siklosporin ve fenitoin gastrointestinal ve karaciger mikrozomal enzim
sisteminde bulunan sitokrom-P450-3A tarafindan metabolize edilir (Plosker ve Foster,
2000; Seymour ve ark., 2000). Sitokrom P450 geni, ila¢ diizeylerinde bireyler arasi
farkliliklara neden olacak sekilde polimorfizm gostermektedir. Ilac metabolizmasina
genetik gecis yapan bu varyasyonlar, hastalarda ilaclarin serum ve doku
konsantrasyonlarini etkileyerek diseti cevabini degistirebilir (Seymour ve ark., 2000).
Yapilan bir calismada takrolimus kullanan bobrek nakil hastalarinda IL-6 gen
polimorfizmi ile diseti biiyiimesi arasinda herhangi bir iliski saptanmamistir (Kota ve
ark., 2010). Human Lokosit Antijen (HLA) gen ekspresyon tipi, genetik
predispozisyonda onemlidir ve diseti biiyiimesinde riskin belirlenmesinde 6nemli bir
genetik belirleyicidir (Boltchi ve ark., 1999; Seymour ve ark., 2000; Lima ve ark.,
2008). HLA ekspresyonu ve diseti biiyiimesi insidansi arasindaki iligskinin arastirildigi
calismalarda HLA-DR1 ve HLA-A68’in diseti biiylimesine karst koruyucu, HLA-DR2,
HLA-B19 ve HLA-B37’nin ise diseti biiyiimesi icin risk faktorii oldugu gosterilmistir
(Margiotta ve ark., 1996; Seymour ve ark., 2000; Lima ve ark., 2008). HLA-A24
ekspresyonunun ise ilaca bagli olusan diseti biiyimesine karst koruyucu bir faktor
oldugunu ileri siiren calismalar olmasina ragmen (Thomason ve ark., 1996), diseti
biiylimesi gelisimi icin bir risk faktorii oldugunu ileri siiren arastirmalar da vardir (Lima
ve ark., 2008).

Bireysel risk faktorlerinin yanm sira diseti biiylimesinin sikligi ve siddetini
etkileyen farmakolojik risk faktorleri (ilacin dozu, serum ve tiikiiriik konsantrasyonlari
ve kullanim siiresi) de tamimlanmistir. Bu konuda yapilan calismalarin sonuglarinin
farkliligi; biiylik oranda kullanilan metodlarin farkliliklari, kan oOrneklerinin alinma

zaman1 ve calisilan hasta sayist ile iliskilidir. Ancak cogu arastirici disetinde
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degisikliklerin baglamasi icin ilacin dokularda belli bir esik degere ulasmasi gerektigini
ve bu esik degerin bireyden bireye farklilik gosterdigini savunmaktadir (Seymour ve
ark., 2000). Takrolimus dozu, serum seviyesi ve diseti biiyiimesi arasindaki iliskiyi
inceleyen az sayida calismanin ¢ogunda takrolimus dozu ve diseti biiylimesi arasinda bir
iliski bulunamazken (Ellis ve ark., 2004; Costa ve ark.,2006; Cezério ve ark., 2008),
yapilan deneysel bir ¢alismada takrolimus verilen sicanlarda iki hafta icerisinde olusan
diseti biiyiimesinin yiliksek doza bagl olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Prabhu ve Mehta,
2006). Nifedipine bagh olusan diseti biiylimesinin dozla iliskisini inceleyen
calismalarda da celiskili sonuglar alinmistir. Dozun diseti biiylimesi i¢in bir risk faktori
oldugunu savunan arastirmalarin yani sira (Morisaki ve ark., 1993; Ishida ve ark., 1995;
Fu ve ark., 1998; Haniastuti ve ark., 2002; Handajani ve ark., 2003; Brki¢, 2004; Flynn
ve ark., 2006; Bullon ve ark., 2007), ilacin dozu ile diseti biiylimesi arasinda iligki
olmadigini savunan ¢alismalar da mevcuttur (Barclay ve ark., 1992). Sonug olarak; ilag
dozunun disetindeki degisikliklerin zayif bir belirleyicisi oldugu ve diseti biiytimesi ile
doz arasindaki iliskiyi yorumlamak icin ilacin dozu ile hastanin viicut agirligini
iliskilendirmenin daha dogru olacag: diisiiniillmektedir (Seymour ve Heasman, 1988;
Seymour ve Jacobs, 1992; Fu ve ark., 1995).

Deneysel caligsmalarda nifedipin serum-kan seviyesinin artmasinin, lezyonlarin
siklig1 ve siddetini arttirdig1 belirtilmistir (Ishida ve ark., 1995; Haniastuti ve ark., 2002;
Shimizu ve ark., 2002; Kato ve ark., 2005). Yapilan deneysel bir calismada, serum
nifedipin konsantrasyonunun ketokonazol tarafindan uzun siire yiiksek tutulmasi
nedeniyle nifedipinin neden oldugu diseti biiylimesini anlamli bir sekilde arttirdig1 da
tespit edilmistir (Kato ve ark., 2005). Ellis ve ark. (1993) nifedipinin, hastalarin diseti
olugu sivisinda da bulundugunu gostermisler ve nifedipinin aslinda diseti dokularina
kan akimindan ulasabildigini, daha sonra da diseti olugu sivisinin icine penetre
oldugunu ileri stirmiislerdir. Ayrica diseti biiylimesi goriilen hastalarin diseti olugu
stvisindaki nifedipin konsantrasyonunun, plazmadakinden ¢ok daha yiiksek oldugu da
rapor edilmigtir (Ellis ve ark., 1993; Shimizu ve ark., 2002).

flaca bagli diseti biiyiimesinde bir diger risk faktorii olarak ilacin kullanim siiresi
tanimlanmustir. Nifedipine bagh diseti biiyiimesinde ilacin uzun donem kullaniminin
diseti biiyiimesi siddetini arttirdigi rapor edilmistir (Fu ve ark., 1998; Haniastuti ve ark.,

2002; Handajani ve ark., 2003; Brki¢ , 2004). Takrolimusun siire ile iligkisini arastiran
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calisma sayis1 ise sirhidir (Sekiguchi ve ark., 2007; Nassar ve ark., 2008). Yapilan
klinik bir ¢aligmada nakil sonrasi takrolimus kullanan hastalarda 30 giin i¢inde disetinde
herhangi bir degisiklik gozlenmezken, siire uzatildiginda (90 giin) hastalarin %10 unda
diseti biiytimesi izlenmistir (Sekiguchi ve ark., 2007). Deneysel bir calismada; kisa
stireli takrolimus uygulamalarinin diseti biiylimesine yol agmadigi, fakat uzun siireli
takrolimus uygulanan sicanlarin hepsinde diseti biiyiimesi olustugu gosterilmistir
(Nassar ve ark., 2008).

Kombine ila¢ kullanimi da takrolimusa bagl diseti biiylimesini etkileyen bir risk
faktorii olabilir. Organ nakil hastalar1 sadece takrolimus veya siklosporin kullanip
monoterapi alabildikleri gibi, KKB’leri ve diger immiinsupresif ajanlarla (azatioprin,
mikofenolat mofetil, mikofenolat sodyum) veya kortikosteroidlerle (prednisolone)
kombine olarak da kullanabilmektedir (James ve ark., 2001; Adali ,2007). Bu ajanlarin
birarada kullanilmasi yan etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir (Ellis ve ark.,
2004; Costa ve ark., 2006; Cezario ve ark., 2008). 1mmiinsupresif ajanlar ve kalsiyum
kanal blokerleri cogunlukla nefrotoksititeyi azaltmak ve nakil sonrasi yiiksek kan
basincini tedavi etmek icin birarada kullanilmaktadir (Van der Schaaf ve ark.,
1995;Cezéario ve ark., 2008). Ketokonazol ve nifedipinin birlikte kullanildigt bir
deneysel calismada; ketokonazoliin nifedipinin neden oldugu diseti biiyiimesini anlamli
bir sekilde artirdig1 tespit edilmistir (Kato ve ark., 2005). Bir¢ok klinik ¢alismada;
transplantasyon yapilan hastalarda nifedipin ve takrolimusun kombine kullaniminin,
ilaclarin tek basina kullanimina gore daha fazla diseti biiyiimesine neden oldugu rapor
edilmistir (Wondimu ve ark.,2001; James ve ark., 2001; McKaig ve ark., 2002;
Spolidorio ve ark., 2002; Ellis ve ark., 2004; Flynn ve ark., 2006; Spolidorio ve ark.,
2006; Costa ve ark.,2006; Greenberg ve ark., 2008). Ancak, takrolimus ve KKB’lerinin
kombine kullanimi ile diseti biiyiimesi arasinda herhangi bir iliski bulunmadigini rapor
eden arastiricilar da vardir (Lima ve ark., 2008).

Plak kontroliiniin iyi olmamas1 ve diseti inflamasyonu, kullanilan ilacin tipinden
bagimsiz olarak diseti biiyimesini siddetlendirir (Seymour ve Heasman, 1988;
Nishikawa ve ark., 1991; Seymour ve Jacobs, 1992; Morisaki ve ark., 1993; Thomason
ve ark., 1996; Seymour ve ark., 1996; Hallmon ve Rossmann, 1999; Ellis ve ark., 1999;
Chiu ve ark., 2001; Trackman ve Kantarci, 2004; Sakagami ve ark., 2006; Lima ve ark.,
2008; Reali ve ark., 2009). Nitekim, histolojik ¢alismalar da biiylimiis disetinde kismen
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inflamatuar hiicre infiltrasyonun bulundugunu gostermistir (Lucas ve ark., 1985;
Sakagami ve ark., 2006). Diseti inflamasyonunun ilaca bagh diseti biiyiimesinin
baslangici icin gerekli oldugunu ileri siiren calismalar bulunsa da (Morisaki ve ark.,
1993; Takeuchi ve ark., 2007) inflamasyonun diseti biiyiimesini modifiye edebilecegini
fakat lezyonlarin baslangici i¢in gerekli olmadigimi savunan arastirmalar da vardir
(Seymour ve ark., 1987; Barclay ve ark., 1992; Spolidorio ve ark., 2002). Yapilan
deneysel bir calismada siklosporine bagli olusturulan deneysel diseti biiyiimesinde
yapilan makroskobik, histopatolojik, histomorfometrik ve immiinhistokimyasal
degerlendirme sonucunda siklosporinin plak birikimi olmasa da diseti biiyiimesine
neden oldugu, dental plak birikiminin bu etkiyi arttirdigi goriilmiistiir (Cetinkaya ve
ark., 2004). Bu bulgular 1s18inda plak birikimi ve diseti inflamasyonunun diseti
biiylimesinin baslangict i¢in gerekli olmadigi, ancak lezyonlarin siddetini arttiran bir

risk faktorii oldugu diisiiniilmektedir.

2.5. TAKROLIMUS VE NIiFEDIiPINE BAGLI DiSETi BUYUMESINDE
HUCRESEL VE MOLEKULER DEGIiSIKLiKLER

Diseti biiytimesi, selliiler ve interselliiler elementlerdeki artisin neden oldugu
dokunun histolojik olarak biiylimesi anlamina gelir (Fujii ve ark., 1994; Takeuchi ve
ark., 2007). ilaca bagh diseti biiyiimesinin en nemli histopatolojik ozellikleri, degisen
kalinlikta diizensiz ¢ok katli parakeratinize epitel, subepitelyal bag doku derinliklerine
penetre rete peg yapisi ve onlarla iliskili diizensiz yerlesimli kollajen fibril kiimeleridir.
Bag dokusu degisik miktarda ara madde ve dens yapida kollajen icermektedir. Ilaca
bagh diseti biiylimesi goriilen bireylerde daha yiiksek oranda proliferasyon, DNA
sentezi ve kollajen sentezi belirtilmistir (Fujii ve ark., 1994; Takeuchi,2004; Takeuchi
ve ark., 2007). Nifedipine bagl diseti biiyiimesinin etki mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle birlikte, ilacin direkt olarak fibroblastlar1 etkiledigi ve bunun sonucunda
hiicre proliferasyonu ve matriks sentezinin arttig1 rapor edilmistir (Fu ve ark., 1998).
Nifedipinin diseti fibroblastlarin1 kollajen iiretmek i¢in uyardigi bdylece diseti
biiyimesine neden oldugu savunulurken (Brki¢, 2004; Bullon ve ark.,2007) nifedipinin
kollajen sentezini etkilemedigini rapor eden celiskili in vitro ¢alismalar da vardir
(Nishikawa ve ark., 1991; Fujii ve ark., 1994; Tipton ve ark., 1994; McKevitt ve Irwin,
1995; Henderson ve ark., 1997; Matsumoto ve ark., 2001; Sakagami ve ark., 2006).
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Ayrica nifedipinin kollajen yikimi iizerindeki etkisi ile ilgili olarak, nifedipinin hem
intraseliiller ve hem de ekstraseliiler kollajen yikim yollarim1 etkiledigi, ilacin
intraselliiler yolda diseti fibroblastlar1 yoluyla kollajen fagositozunu azalttif1 rapor
edilmistir (Tipton ve ark., 1994; Kataoka ve ark., 2001; Sakagami ve ark., 2006).
Siklosporin ve nifedipinin tek basina veya kombine kullaniminin neden oldugu diseti
biiylimelerinin karsilastirilmasini amaglayan deneysel bir ¢alismada, diseti dokusunda
kollajen ve fibroblast yogunlugunda artis oldugu belirtilmistir (Spolidorio ve ark.,
2002). Takrolimusun diseti bag dokusunun ektrasellular matriks komponentleri ve
ozellikle dokular aras1 kollajen metabolizmasi iizerine etkilerini inceleyen ¢alisma sayisi
ise diger ilaglara gore kisitlidir ve sonuglar celigkilidir (Gagliano ve ark., 2005; Nassar
ve ark., 2008).

Bag dokusunda vaskiilarizasyon ve enflamatuar hiicre infiltrasyonu, ilaca
bagh diseti biiylimesinin diger histopatolojik 6zelliklerindendir (Rateitschak-Pluss ve
ark., 1983). Inflamatuar hiicre infiltrasyonunda dominant hiicreler, T lenfositler ve
monositlerdir, B lenfositleri ise yok denecek kadar azdir. Lenfositler daha ¢ok bag
doku fibrillerine komsudur, hicbir niikleer ve sitoplazmik anormallik gériillmemesine
ragmen bu hiicreler neoplastik olabilecek miktarlara ulasabilirler (Deliliers ve ark.,
1986). Nifedipine bagli diseti biiylimesi diger ilaca bagli diseti biiyiimeleri ile benzer
ozelliklere sahiptir. Histopatolojik olarak bu lezyonlar1 birbirinden ayirmak miimkiin
degildir. Ancak immiinhistokimyasal boyama teknikleri ve elektron mikroskop
incelemesi ile ilaclar arasi farkliliklarin ortaya konulmasmin  miimkiin oldugu
bildirilmektedir (Seymour ve ark., 1996).

[laca bagh diseti biiyiimesi patogenezinde sitokin ve biiyiime faktorlerinin etkisi
tizerine de dikkat cekilmistir (Saito ve ark., 1996; Iacopino ve ark., 1997; Atilla ve
Kiitiik¢iiler, 1998; Modeer ve ark., 2000). Biiyiime faktorleri ilaglar i¢in 6nemli
hedeflerdir ve epidermal biiyiime faktorii, transforme edici biiyiime faktorii B, bazik
fibroblast biiylime faktorii, bag dokusu biiyiime faktorii, trombosit kaynakli biiyiime
faktorii ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii gibi biiyiime faktorlerinin ilaca bagh
diseti biiylimesinin patogenezinde rol oynayabilecekleri gosterilmistir (Saito ve ark.,
1996; Ellis ve ark., 2004, Cetinkaya ve ark., 2006; Takeuchi ve ark., 2007).

Periodontal hastaligin baslangic1 ve ilerlemesinde ©nemli rol oynayan

sitokinlerin diseti biiylimesindeki rolii de arastirilmistir. IL-1a, -6 ve -8 gibi inflamatuar
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sitokinlerin de ilaca bagli olusan diseti biiylimesi ile iligkili olduklar1 gosterilmistir
(Ruhl ve ark., 2004; Takeuchi ve ark., 2007). Periodontal hastalig1 olan bireylerin diseti
olugu sivisinda anlamli Olciide yiiksek seviyede bulunan IL-1’in potansiyel bir
fibroblast proliferasyon diizenleyicisi oldugu rapor edilmistir (Kjeldsen ve ark., 1993;
Takeuchi ve ark., 2007). Nifedipin ve IL-la karistmimnin hiicre proliferasyonunu
arttirdigini ve bunun da IL-lo’nin nifedipinine bagli olusan diseti biiylimesi icin bir
onemli olabilecegini gostermislerdir (Takeuchi, 2004; Sato ve ark., 2005; Takeuchi ve
ark., 2007). Ayrica yapilan baska bir deneysel calismada IL-6’nin, fibroblast benzeri
bag doku hiicrelerinin metabolizmasi ve biiyiime iizerinde uyarici etkiye sahip oldugu,
bu nedenle fibroblastlarin etkilendigi hastaliklarda IL- 6’nin patojenik role sahip
oldugu kabul edilmistir (Myrillas ve ark., 1999; Brki¢, 2004).

Hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimii normalde organizmada denge halinde
bulunur. Bu dengenin bozulmasi ilaca bagh diseti biiyiimesinin patogenezinde onemli
rol oynar. ilaca bagh diseti biiyiimesinde cesitli proliferasyon belirleyicilerinin rolii
arastirtlmistir. Bunlardan en eski olani; prolifere olan hiicrelerde DNA sentezinde DNA
polimeraz-delta icin yardimci protein olarak gorev yapan “proliferating cell nuclear
antigen” (PCNA)’dir (Miyachi ve ark., 1978). Hiicredeki konsantrasyonu direkt olarak
hiicrenin proliferatif asamasi ile iliskilidir; G1 fazinda artar, G1/S fazinda pik yapar, G2
fazinda diismeye baslar ve M fazi ve interfaz asamalarinda en diisiik seviyeye iner
(Kurki ve ark., 1986). Cotrim ve ark., (2003)’nin yaptig1 calismada ise siklosporine
bagh diseti biiyiimesinde PCNA ekspresyonunun bag dokuda arttigi gosterilmistir.
Cetinkaya ve ark. (2006), yaptiklari deneysel c¢alismada ise epitelyal hiicre
proliferasyonu yani mitotik aktivitenin gostergesi olarak kabul edilen PCNA
ekspresyonunun siklosporine bagl diseti biiyiimesi goriilen gruplarda kontrol grubuna
gore istatistiksel anlamli olarak arttigini rapor etmislerdir. Benzer sekilde; Bulut ve ark.
(2006), siklosporine bagli diseti biiylimesi olan bobrek nakli gecirmis bireylerden ve
sistemik saglikli bireylerden alinan diseti Orneklerini degerlendirmis ve PCNA
ekspresyonunun siklosporine bagl diseti biiyiimesi goriilen gruplarda kontrol grubuna
gore istatistiksel anlamli olarak arttigini saptamislardir. Diger bir niikleer protein olan
Ki67’nin rolii ise ilk olarak nifedipine bagli diseti biiylimesinde arastirilmis ve diseti
bliylimesinde gozlenen artmis epitel kalinliginin, Kkeratinositlerin artan mitotik

aktiviteleri ile iligkili oldugu rapor edilmistir (Saito ve ark., 1999). Tiimor baskilayici
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bir gen olan ve hiperproliferatif sinyaller ile aktive olan p53’iin roliinii inceleyen bir
arastirmada ise nifedipin ile tedavi edilen sicanlarin diseti epitel tabakasinda giiclii bir
pS3 protein boyanmasi oldugu ve doz ve tedavi siiresi arttikca p53 pozitif diseti
hiicrelerinin sayilarinin arttig1 gosterilmistir (Haniastuti ve ark., 2002).

Hiicre proliferasyonunun gosterilmedigi calismalarda hiicre oliimiiniin yani
apoptozisin azalmasinin diseti biiyiimesine neden olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Epitel,
bazal tabakada proliferasyon ile ortaya cikan ve ¢ok katli yassi epitelin yukar1 dogru
degisik katmanlarina hareket eden, kademeli olarak farklilasma gosteren ve sonunda
olen keratinositler igerir (Shimizu ve ark., 2002). Diseti epitelinin normal yapisi;
biiylime, farklilasma ve oliim gibi bir dizi olaylar ile iy1 bir sekilde diizenlenir. Bu
homeostatik denge hi¢ siliphesiz ki epitel farklilasmasinin ve apoptozisin
entegrasyonunu icermektedir (Lovas, 1986; Shimizu ve ark., 2002). Apoptozis, doku
farklilasmasinin sonucunda meydana gelen hiicre 6lim modelidir (Maruoka ve ark.,
1997; Harada ve ark., 1998; Shimizu ve ark., 2002) ve apoptozisin baskilanmasi diseti
biiylimesinde artisa neden olabilir (Bhathal ve Gall, 1985; Wyllie, 1992; Nishikawa ve
ark.,1996; Shimizu ve ark., 2002). Nitekim, nifedipinin endotelyal hiicrelerin (Sugano
ve ark., 2002; Yamagishi ve ark., 2003; Castro ve ark., 2010) ve keratinositlerin
(Shimizu ve ark., 2002; Handajani ve ark., 2003; Castro ve ark., 2010) apoptozisini
bloke ettigi rapor edilmistir. Ayrica siklosporine bagli diseti biiyiimesinde goriilen
epitelyal hiperplazinin keratinositlerdeki artis yiiziinden olmadigi, daha cok hiicre
Omriiniin artisina bagl oldugu da bu hipotezi destekleyen diger bir bulgudur (Niimi ve
ark., 1990; Shimizu ve ark., 2002). Daha sonraki yillarda yapilan calismalarda apoptozis
belirleyicilerinin seviyesinin diseti biiylimesindeki rolii arastirilmistir (Geske ve
Gerschenson, 2001; Sugano ve ark., 2002; Shimizu ve ark., 2002; Yamagishi ve ark.,
2003; Handajani ve ark., 2003; Castro ve ark., 2010). Bir anti-apoptotik protein olan
Bcl-2’in apoptotik metabolik yolu diizenledigi ve hiicre 6liimiine kars1 koruyucu rol
oynadigr bilinmektedir (Geske ve Gerschenson, 2001; Castro ve ark., 2010). Handajani
ve ark. (2003) yaptiklar1 deneysel ¢alismada, nifedipin ile tedavi edilen sicanlarin diseti
dokularinda doz ve sikliga bagh olarak Bcl-2 protein ekspresyonunun arttifini ve
boylece nifedipine bagli olusan diseti biiyiimesinin gelisiminde Bcl-2 proteinin rol
oynayabilecegini ileri siirmiislerdir (Handajani ve ark., 2003). Caspase 3 ise inaktif

salman ve apoptozis sirasinda aktive olan bir proteazdir; Bulut ve Ozdemir (2007),
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caspase-3 seviyesindeki azalmanin siklosporine bagli diseti biiyiimesinin patogenezinde
rol oynayabilecegini bildirmislerdir. Ayn1 zamanda apoptozis sirasinda bol miktarda ve
secici salinan Bax ise apoptozisi arttiran diger bir pro-apoptotik proteindir (Geske ve
Gerschenson, 2001; Castro ve ark., 2010). Siklosporine bagh diseti biiylimesinde Bcl-2
ekspresyonunun arttig1 diger taraftan Bax ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (Jung
ve ark., 2008). Apoptozis baslangicinin diger bir diizenleyicisi de, Bax gibi apoptozisi
indiikleyen genlerin aktivasyonu ile hareket eden p53 olarak bilinen bir tiimor
baskilayict gendir (Geske ve Gerschenson, 2001; Castro ve ark., 2010). Diseti biiylimesi
ile 1lgili yapilan baska bir calismada ise Foxo ve Caspase 3 apoptozis indeksleri
degerlendirilmis; Foxo ve Caspase 3 salinimimn fibroblastlarda proliferatif aktivitenin
artmasina ve apoptozisin azalmasina neden oldugunu bildirilmistir (Kantarc1 ve ark.,
2007). Sonug olarak; ilaca bagli diseti biiylimesinde proapoptotik ve antiapoptotik
proteinlerin 6nemli rolii oldugu diistiniilmektedir.

Fosfotaz ve tensin (PTEN), 10. kromozondan silinmis homolog, fizyolojik bir
substrat olarak fosfatidilinositol-3-4-5 trifosfat1 kullanan c¢ift yonlii 6zgiinliigii olan bir
protein ve lipid fosfotazdir (Maehama ve Dixon, 1998; White ve ark., 2006). ilk olarak
malign hastaliklarda rol aldig1 gosterilmis olmasina ragmen daha sonraki yillarda PTEN
protein ekspresyonu veya aktivitesinin; romatoid artrit, astim ve pulmoner fibrozis gibi
doku yikimi ve yeniden yapilanmasi ile karakterize olan malign olmayan hastaliklarin
patogeneziyle de iliskili oldugu rapor edilmistir (Kwak ve ark., 2003; White ve ark.,
2003; 2006). PTEN lipid fosfataz aktivitesi sayesinde hiicre proliferasyonunu, hiicre
migrasyonunu ve hiicre biiyiimesini inhibe eder, selliiler apoptozisi baslatir (Stambolic
ve ark., 1998; Tamura ve ark., 1998; 1999; White ve ark., 2006; Nho ve ark., 2006).

Yapilan arastirmalarda, PTEN aktivitesinin kollajen matriks kontraksiyonuna
cevap olarak arttig1 gosterilmistir (Nho ve ark., 2006). Kontraksiyon sirasinda PTEN’in
bu artis1 fibroblast apoptozisinin indiiksiyonuna neden olmaktadir. Doku tamirinin son
asamalarinda kollajen matriks kontraksiyonunu takiben fibroblastlar apoptozis ile
elimine edilir, boylece doku hiicreleri azalir. Bu fizyolojik islem, fibrotik doku
olusumunun azalmasinda ve normal doku yapisinin korunmasinda 6nemli rol oynar
(Nho ve ark., 2006). Pulmoner fibrozisli hastalarin akcigerlerinden izole olmus
fibroblastlarda, azalmis PTEN ekspresyonu gozlenmistir ve PTEN inhibisyonunun

fibrotik akciger hastaliklarinin patogenezine katkida bulundugu ileri siiriilmiistiir (White
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ve ark., 2003; 2006). Ayrica endometrial hiperplazili hastalarda PTEN’in tamamen
kayboldugu rapor edilmistir (Tantbirojn ve ark., 2008). PTEN ilerlemis bir¢cok kanser
tiiriinde mutasyona ugrar ve PTEN ekspresyonunun kaybi1 veya azalmasinin tiimor
insidansinda artisa neden oldugu gosterilmistir (Li ve ark., 1997; Stambolic ve ark.,
2000; Eason ve ark., 2004). PTEN yetmezligi, fibroblastlart miyofibroblastlara
farklilastirir ve onlart aym1 zamanda apoptozise karsi direncli hale getirir. Yapilan
literatiir incelemelerinde ilaca bagh diseti biiylimesinde PTEN’in roliinii inceleyen
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. PTEN’in epitel ve/veya bag dokusunda hiicre
proliferasyonu ve apoptozis arasindaki denge iizerine etki ederek diseti biiyiimesi
patogenezinde rol oynayabilecegi bu ¢alismanin hipotezini olusturmaktadir.

Bugiin itibariyle ilaca bagl diseti biiylimesini engelleyecek etkili bir tedavi sekli
bulunmamaktadir. Diseti biilyiimesinin patogenezine yonelik yeni calismalarin amaci, bu
lezyonlarda goriilen proliferasyon ve 6liim arasindaki dengeyi diizenleyecek yeni tedavi
yaklasimlar1 konusunda literatiire 151k tutmaktadir. Bu bilgilerin 15181nda; calismamizin
amact takrolimusun tek basina veya nifedipin ile birlikte kisa ve uzun donem
kullantminin meydana getirdigi diseti degisikliklerinin makroskopik, histomorfometrik
ve stereolojik yontemler ile incelenmesi ve PTEN’in ilaca bagh diseti biiylimesindeki

roliiniin immiinhistokimyasal olarak degerlendirilmesidir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Deney protokolii
Bu deneysel Arastirma, Ondokuz Mayis Universitesi Yerel Hayvan Etik Kurulu
tarafindan 29.05.2008 tarihinde 2008/19 numarast ile onaylandi. Laboratuvar
calismalarinda hayvanlarin bakimi ve kullanimi i¢in uluslararasi etik kurallara uyuldu.
Calismamiz  Ondokuz Mayis Universitesi Tibbi ve Cerrahi Arastirma
Merkezinde yiiriitiildii. Calismada toplam 80 adet erkek Sprague-Dawley sican
kullanildi. Deney hayvanlar1 4-5 haftalik, agirliklart 100-120 gr arasinda degisen,
sistemik olarak saglikli ve daha once herhangi bir arastirmada kullanilmamis sicanlar
arasindan secildi. Siganlar; 22+1 °C sicaklik ve %50 nem oraninda, 12 saat aydinlik-12
saat karanlik bir ortamda, her bir plastik kafese tek sican yerlestirilerek ve standart sican

yemi verilerek beslenme sartlar1 esit olacak sekilde ayarlandi.

3.2. Deney Gruplan

Seksen adet saglikli sican; rastgele olacak sekilde deney ilaglarinin 2 ay ve 6 ay
siirelerle uygulandig1 sayica esit 2 gruba ayrildi. Her iki grup da esit sayida sican (n:10)
iceren takrolimus, nifedipin, takrolimus+nifedipin ve kontrol olmak {iizere 4 alt gruba
ayrildi. Deney gruplart asagidaki gibi isimlendirildi:

1. grup (takrolimus uygulanan grup; n:10): Bu gruptaki deney hayvanlarina
distile su ile diliie edilmis takrolimus, 8 hafta boyunca her giin 1,5 mg/kg dozda
intragasrik gavaj yolu ile verildi (Prabhu ve Mehta, 2006).

2. grup (nifedipin uygulanan grup; n:10): Bu gruptaki deney hayvanlarina 30
mg/kg dozda nifedipin, toz haline getirilip distile su ile dilue edilerek her giin gavaj
yoluyla 8 hafta boyunca verildi (Haniastuti ve ark., 2002).

3. grup (takrolimus+nifedipin uygulanan grup; n:10): Bu gruptaki deney
hayvanlarina 8 hafta boyunca 1.5 mg/kg dozda takrolimus ve 30 mg/kg dozda nifedipin
her giin gavaj yoluyla verildi.

4. grup (kontrol grubu; n:10): Bu gruptaki sicanlara herhangi bir ilag
uygulanmadi. 8 hafta boyunca distile su gavaj yoluyla sicanlara verildi.

5. grup (takrolimus uygulanan grup; n:10): Bu gruptaki deney hayvanlarina
distile su ile diliile edilmis takrolimus, 24 hafta boyunca her giin 1,5 mg/kg dozda

intragastik gavaj ile verildi.



6. grup (nifedipin uygulanan grup; n:10): Bu gruptaki deney hayvanlarina 30
mg/kg dozda nifedipin, toz haline getirilip distile su ile dilue edilerek her giin gavaj
yoluyla 24 hafta boyunca verildi.

7. grup (takrolimus ve nifedipin uygulanan grup; n:10): Bu gruptaki deney
hayvanlarina 24 hafta boyunca 1.5 mg/kg dozda takrolimus ve 30 mg/kg dozda
nifedipin her giin gavaj yoluyla verildi.

8. grup (kontrol grubu; n:10): Bu gruptaki sicanlara herhangi bir ilag
uygulanmadi. 24 hafta boyunca distile su gavaj yoluyla sicanlara verildi.

Ilaglarin hazirlanmast:

Takrolimus: Progra’f1 I mg kapsiil icerigi 1,5mg/kg dozda distile su ile dilue
edilerek her giin intragastrik gavaj yoluyla verildi.

Nifedipin: Adalat Crono” 30 mg tablet icerigi 30 mg/kg dozda toz haline getirilip
distile su ile dilue edilerek her giin intragastrik gavaj yoluyla verildi.

Deneye baslamadan ©Once ve 6 ay boyunca her hafta deney hayvanlarinin
agirliklan oOlciildii ve kaydedildi. Her 6l¢iimden sonra hayvanlarin degisen agirliklarina
gore hassas tart® kullanilarak ilaglarin doz ayarlamasi yapildi. Ilaclar her giin aym
saatte gavaj yoluyla uygulandi. Kisa donem ila¢ uygulanan deney hayvanlarn 2 ay ve
uzun donem ila¢ uygulanan sicanlar 6 ay sonunda dekapitasyon metodu ile sakrifiye

edildi.

3.3. Makroskopik ve histomorfometrik inceleme

Sakrifikasyon sonrasinda, stereolojik ve immiinhistokimyasal incelemeler i¢in
sag ve sol mandibula, 24-48 saat siireyle %10’luk formalin soliisyonunda bekletildi.
Disetindeki makroskopik degisikler stereomikroskopta4 incelendikten sonra Ornekler
%8’lik formik asitte 14 giin boyunca dekalsifiye edildi. Dekalsifikasyon isleminin
ardindan ornekler 12 saat boyunca yikandi ve rutin histolojik takip islemlerine gecildi.
Takip islemlerinin ardindan dokular parafine gomiilerek rotary mikrotom’ ile bukko-

lingual yonde 1. molar disten itibaren 5 pm kalinlifinda kesitler alindi. Sistematik

'Eczacibagi ilag Pazarlama A.S., Kerry, irlanda
*Bayer Tiirk Kimya Sanayi Ltd.Sti, Almanya

3 Precisa XB 220A ,Dietikon, isvigre

4 Nikon SMZ 1500, Japonya

3 Leira Mycrosystems GmbH, Wetzlar, Almanya
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rastgele ornekleme ile her 40. kesit alinarak hematoksilen-eosin (HE) ile boyandi. Bu
ornekleme ile her bir ornekten 7-9 kesit elde edildi. Histolojik takip sonrasi elde edilen
bukko-lingual kesitlerde disetinde meydana gelen degisiklikleri gostermek igin
histometrik o6l¢iimler yapildi. Sekil 3’te de belirtilen boliimlerde 20x objektif
biiylitmesinde; serbest disetine ait bag dokusunun ii¢ farkli noktasinda bag dokusu
genisligi (G1,G2,G3), bag doku yiiksekligi (Y) ve serbest diseti epitelinin beg farklh
noktasinda (E;, E,, Es, E4, Es) epitel kalinlig1 lineer olarak hesaplandi. Bu dl¢iimlerin

ortalamalar1 alinarak degerlendirme yapildi.

E1l

-LE 3
2 G2
E4 o,

1

Sekil 3. Lineer olciimlerin yapildig1r boliimleri gosteren temsili cizgiler. Gy, 3: Olgiilen bag dokusu
genislikleri. E; 55 45: Ol¢iilen gingival epitel genislikleri, Y:serbest diseti yiiksekligi (Nassar ve ark., 2008’
den modifiye edildi)

3.4. Stereolojik inceleme
Stereolojik inceleme kapsaminda; fibroblast hacmi (FH), kollajen fibrillerin
hacmi (KFH) ve kan damarlarinin hacmi (KDH) fraksiyon yontemi ile hesaplandi.
Stereolojik inceleme, elde edilen kesitlerdeki bukkal ve lingual disetine ait

kesit profil goriintiilerinin kamera ilaveli bir mikroskop araciligi ile bilgisayara
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aktarilmasiyla gerceklestirildi (West, 1999). Gruplardaki kollajen, fibroblast ve damar
miktarlart hacim fraksiyonu yontemi kullanilarak karsilastirildi (Howard ve Reed,
1998). Karsilastirmalarda gruplardaki bu parametrelerin bag dokusuna olan oranlari
kullanildi. Bu oranlarin karsilastirilmasinda, bilgisayarda hazirlanan iki sablondan
(2x1,3 cm?’lik alanlar iceren bir "alan sablonu" ve sistematik dagilimli noktalar iceren
bir "nokta sablonu") yararlanildr (Sekil 4,5,6). Nokta sablonunda bag dokusu i¢in ayri,
diger parametreler icin ayr1 noktalar ¢izildi. Her iki sablon ¢aligma bolgelerine rastgele
diisiiriildiikten sonra, ilgili calisma bolgesindeki alanlara diisen noktalar 40x objektif
biiyiitmesinde sayildi. Bu sekilde elde edilen veriler, ilgili yapilarin ger¢ek degerlerini
temsil etmemekle birlikte, birbirlerine olan oranlari gruplar arasinda karsilastirma
yapabilecek bir parametre olusturmaktadir. flgili nokta sayilar1 oranlandiktan sonra her

gruptaki ortalamalar1 alind1 ve degerlendirme yapildi.

[ ;. d(;\‘ A: \ b (&) 44
Sekil 4: Alan kleme asetatinin 4x’liikk objektif biiylitmesinde ilgili bolgeye rasgele diisiiriilmesiyle
ortaya ¢ikan sayimlarin yapildig: alanlar (sar1 renkli alanlar).
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RN :
Sekil 5: Sayim alanlari belirlendikten sonra 40x objektif bilyilitmesinde noktalar i¢eren asetatin ilgili
alanlara diistirtildiigti gortintii. Fibroblastlara rastgelen tiim noktalar sayilirken, bag doku i¢in sadece

daireli noktalar sayildi (bu 6rnekte Tablo 4’deki C2 alani verildi).

4

Skil 6: Kollajenlere rastglen tiim noktalar sayilirken, bag oku gin sadece daireli noktalar sayildi (bu
ornekte Tablo 4’deki C2 alam verildi).

e P %

33



3.5. immiinhistokimyasal inceleme

Her bir doku 6rneginden rutin histolojik islemler i¢in alinan kesitlerin yaninda,
immiinhistokimyasal islemler i¢in 5 um kalinliginda 2-3 adet kesit pozitif sarjli lamlara
alindi. Kesitler, ksilen ve dereceli alkol serilerinden gecirildikten sonra distile suda
yikandi. Ardindan sitrat tampon soliisyonuna (pH.6.0) koyulan preparatlara mikrodalga
1istnimi - (mikrodalga firinda maksimum gii¢) ile antijen geri kazanimi islemi
gerceklestirildi. Distile su ile iyice yikandiktan sonra 20 dakika boyunca %3’liikk H,O,
ile endojen peroksit blokaj1 yapildi. Fosfat buffer soliisyonu (PBS, pH.7,4) ile yikanan
(3x5 dakika) kesitlere oda 1sisinda 10 dakika boyunca protein6 blokaji uygulandi.
Ardindan primer antikor’ 1:100 diliisyonla oda 1sisinda 1 saat uygulandi. PBS ile
yikanan (3x5 dakika) kesitler biyotinli antikora® 20 dakika maruz birakildi. Tekrar PBS
ile yikanan (3x5 dakika) kesitler streptavidin-peroksidaz soliisyonunda’ 20 dakika
bekletildi. Uciincii kez PBS ile yikanan (3x5 dakika) kesitler kromojene (DAB: 3,3’-
diaminobenzidine tetrahydro chloride, DBS, Pleasanton, CA, USA) maruz birakilarak
boyanmasi saglandi. Zit boyama hematoksilen ile gerceklestirildikten sonra kesitler
dehidrate edilip kapatildi.

PTEN’in  immiinhistokimyasal boyanma yogunluguna gore PTEN
immiinreaktivitesi degerlendirildi. PTEN+ boyanan hiicrelerin, boyanma yogunluklari
0 (boyama yok), 1 (zayif fakat belirlenebilir), 2 (belirgin), 3 (olduk¢a yogun) olarak
skorlandi. Hiicrelerin belirtilen kategorideki yogunluklarinin yiizdesi ilgili yogunluk
kategorisiyle ¢arpilarak HSCORE hesaplamasi yapildi (Tanriover ve ark., 2005). Bunun
icin her bir kesitteki 10 ayr1 alanda 100x’liikk objektif biiylitmesinde, her yogunluk
kategorisi icin hiicrelerin ylizdesi ayr1 ayri belirlendi ve ortalamalar1 alindi. HSCORE su
formiile gore hesaplandi: HSCORE= XP; (i+1). i; hiicrelerin boyanma yogunluk skorunu

ve P;; ilgili yogunluk skoruna ait hiicrelerin yiizdesini temsil etmektedir.

3.6. Istatistiksel Inceleme
Veriler Shapiro-Wilk testi ile normal dagilima uygunluk yoniinden arastirildi.

Normal dagilima uydugu tespit edilen verilerin degerlendirilmesinde parametrik testler

®Super Block, SensiTek HRP Anti-Polyvalent Lab Pack, Skytek Laboratories, Logan, Utah

7 Anti-PTEN monoklonal antikor, 6H2.1, Millipore

8Biotinylated Link Antibody, SensiTek HRP Anti-Polyvalent Lab Pack, Skytek Laboratories, Logan, Utah
°Streptavidin/HRP Label, SensiTek HRP Anti-Polyvalent Lab Pack, Skytek Laboratories, Logan, Utah
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kullanild:. Intraksiyon etkilerini gérmek icin Ug Yonlii Varyans Analizi yapildi. Gruplar
aras1 karsilastirmalarda Tek Yonlii Varyans Analizi (One-way ANOVA) ve Post Hoc
Tuckey testleri kullanildi. 45 birimlik onemli fark, 70 birim standart sapma, %95 giiven
sinir1 ve %80 power icin Ornek sayisi her grup i¢in 10 sican olarak belirlendi. P<0,05
istatistiksel anlamli olarak kabul edildi. Verilerin degerlendirilmesi icin SPSS 15 Paket

Veri Pro graml10 kullanilda.

19SPSS 15 Inc., Chicago, IL
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4. BULGULAR

Deney hayvanlarinin c¢alisma Oncesi viicut agirlhiklarinin  gruplar arasinda
farklilik gostermedigi, 2 ve 6 aylik deney periyotlar1 sonunda biitiin hayvanlarinda
degisen oranlarda agirlik artisi belirlendi. Biitiin gruplarda deney sonrasi viicut

agirliginin deney oncesine gore istatistiksel anlamli olarak arttig1 saptandi (P<0,05).

Tablo 1. Deney Hayvanlarinin Calisma Oncesi ve Sonrast Agirliklari (gr)

Grup Deney oncesi agirlik® Deney sonrasi agirlik”
1.grup 109,80+ 7,16 240,90 £ 36,67
2.grup 111,80+ 5,14 241,80 + 42,03
3.grup 112,30 £5,52 253,60 £ 29,11
4.grup 108,70 £ 3,68 253,90 £ 33,72
S.grup 104,90 £ 3,48 361,90 + 32,99
6.grup 108,30 £7,35 375,50 £ 26,21
7.grup 105,90 £ 6,23 297,40+ 17,51
8.grup 108,20 + 7,00 415,20 + 49,62

(Veriler ortalamat standart sapma olarak verildi. P<0,05 istatistiksel anlamli olarak kabul edildi).

“Deney Oncesi agirliklarda gruplar arasi istatistiksel anlamli farklilik yok (P>0,05)
® Her grupta deney sonrasi agirhiklarda deney oncesi agirliklara gore istatistiksel anlamli artis
var(P<0,05)

Dekapitasyon islemini takiben etrafindaki yumusak dokular ile c¢ikarilan
mandibular molar disler bolgesinde stereomikroskopta yapilan makroskopik
degerlendirmede, kisa donem ila¢ verilen gruplarda (1.,2.,3.grup) diseti biiylimesi
gozlenmezken uzun donem ilag verilen gruplarda (5.,6.,7.grup) diseti biiylimesi
olustugu gozlendi. ila¢ uygulanmayan kontrol gruplarinda (4.,8.grup) ise disetinde
herhangi bir degisiklik izlenmedi. S5.grup ve 7.gruptaki disetindeki makroskopik
degisikliklerin, 6.grup ile Kkarsilastinldiginda daha fazla oldugu goriildii. Diseti
biiylimesi goriilen gruplarda lezyonlarin bukkal disetinde olustugu, lingual disetinin

daha az etkilendigi saptandi (Sekil 7 a-h).



Sekil 7a. Kisa donem takrolimus uygulanan 1. gruba ait  Sekil 7b. Kisa donem nifedipin uygulanan 2. gruba ait

mandibular molar  bolgenin  okluzal yiizeyden mandibular molar bdolgenin  okluzal yiizeyden

makroskopik goriintiisii (B:bukkal, L:lingual) makroskopik goriintiisii (B:bukkal, L:lingual)

Sekil 7c¢. Kisa donem takrolimus+nifedipin uygulanan Sekil 7d. Kisa donem kontrol grubuna (4.grup) ait

3. gruba ait mandibular molar bolgenin okluzal mandibular molar bolgenin  okluzal yiizeyden

yiizeyden makroskopik goriintiisii (B:bukkal, L:lingual) = makroskopik goriintiisii (B:bukkal, L:lingual)
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Sekil 7e. Uzun donem takrolimus uygulanan 5. gruba ait ~ Sekil 7f. Uzun dénem nifedipin uygulanan 6. gruba ait

mandibular molar  bolgenin  okluzal yiizeyden mandibular molar bolgenin  okluzal yiizeyden

makroskopik goriintiisti (B:bukkal, L:lingual) makroskopik goriintiisti (B:bukkal, L:lingual)

Sekil 7g. Uzun donem takrolimus+nifedipin uygulanan Sekil 7h. Uzun donem kontrol grubuna (8.grup) ait

7. gruba ait mandibular molar bolgenin okluzal mandibular molar bolgenin  okluzal yiizeyden

yiizeyden makroskopik goriintiisii (B:bukkal, L:lingual)  makroskopik goriintiisii (B:bukkal, L:lingual)
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HE ile boyanmis kesitlerde 151k mikroskobunda 4x’likk biiyiitmede yapilan
histopatolojik incelemede; makroskopik incelemeyi destekleyecek sekilde kisa donem
ilagc verilen gruplarda (1.,2.,3.grup) diseti biiyiimesi gozlenmezken, uzun donem ilag
verilen gruplarda (5.,6.,7.grup) bukkal diseti dokusunun boyutlarinda artis oldugu
gozlendi. Doku boyutlarindaki bu artisin uzun donem takrolimus uygulanan 5.grupta ve
uzun donem takrolimus ve nifedipinin kombine uygulandigi 7.grupta daha belirgin
oldugu goriildii (Sekil 8 e-h). Daha biiyiik biiyiitmede (10x) yapilan degerlendirmede;
diseti bliylimesi goriilen gruplarda epitel kalinliginin ve rete peg yapinin arttigir ve bag
dokusu boyutlarinin genisledigi goriildii (Sekil 9e-h).

Aym kesitlerde 151k mikroskobunda yapilan histomorfometrik degerlendirme
bulgulart (epitel kalinligi, bag dokusu genisligi ve bag dokusu yiiksekligi) Tablo
2,3,4°de verildi. Epitel kalinlig1 yoniinden degerlendirildiginde, kisa dénem ilag¢ verilen
1. 2. ve 3.gruptaki degerlerde kontrol grubuna (4.grup) gore istatistiksel anlamli farklilik
olmadig1 bulundu (P>0,05). Uzun donem ila¢ verilen biitiin gruplarda (5. 6. 7.grup)
epitel kalinliginin kontrol grubuna (8.grup) gore istatistiksel anlamli olarak arttigi
(P<0,05) saptandi. 5. ve 7. grup arasinda istatistiksel anlamli farklilik bulunmazken
(P>0,05) uzun donem nifedipin uygulanan 6.gruptaki artisin 5. ve 7. gruba gore
istatistiksel anlamli olarak daha az oldugu bulundu (P<0,01).

Bag dokusu genisligi yoniinden degerlendirildiginde, kisa donem ila¢ uygulanan
1. 2. ve 3.grupta kontrol grubuna (4.grup) gore farklilik bulunmazken (P>0,05), uzun
donem ila¢ uygulanan 5.,6. ve 7.grupta bag dokusu genisliginin kontrol grubuna gore
(8.grup) istatistiksel anlamli olarak arttig1 saptandi (P<0,001). 5. ve 7.gruptaki bag
dokusu genisliginin sadece nifedipin uygulanan 6.gruba gore istatistiksel anlamli olarak
fazla oldugu (P<0,001) diger taraftan 5. ve 7. grup arasinda farklilik olmadig1 bulundu
(P>0,05).

Bag dokusu yiiksekligi degerlendirildiginde ise benzer sekilde kisa donem ilag
uygulanan 1. 2. ve 3.grupta kontrol grubuna (4.grup) gore farklilik bulunmazken
(P>0,05), uzun dénem ila¢ uygulanan 5. ve 7.grupta bag dokusu yiiksekliginin kontrol
grubuna gore (8.grup) istatistiksel anlamli olarak arttigi saptandi (P<0,001). Epitel
kalinlig1 ve bag dokusu genisligi degerlerinden farkli olarak bag dokusu yiiksekliginde

6.gruptaki artisin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olmadigr goriildii
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(P>0,05). Diger lineer Olgtimler ile benzer sekilde 5. grup ve 7. grup arasinda
istatistiksel anlamli farklilik olmadigi bulundu (P>0,05).
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Sekil 8a. Kisa donem takrolimus uygulanan 1.gruba ait
mandibular birinci molar disten bukko-lingual yonde
alnan kesitte goriilen normal boyutlarda diseti (HE,

Bar=250pm)

Sekil 8c. Kisa donem takrolimus+nifedipin uygulanan

3.gruba ait mandibular birinci molar disten bukko-

lingual yonde alinan kesitte goriilen normal boyutlarda

diseti (HE, Bar=250um)
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Sekil 8b. Kisa donem nifedipin uygulanan 2.gruba ait
mandibular birinci molar disten bukko-lingual yonde
alman kesitte goriilen normal boyutlarda diseti (HE,

Bar=250pum)

Sekil 8d. Kisa donem kontrol grubuna (4.grup) ait

mandibular birinci molar disten bukko-lingual yonde
alinan kesitte goriilen normal boyutlarda diseti (HE,

Bar=250pm)



Sekil 8e. Uzun donem takrolimus uygulanan 5.gruba ait  Sekil 8f. Uzun donem nifedipin uygulanan 6.gruba ait

mandibular birinci molar disten bukko-lingual yonde mandibular birinci molar disten bukko-lingual yonde

alman kesitte gorillen bukkal ve lingual diseti almman kesitte gorillen bukkal ve lingual diseti

boyutlarinda artis (HE, Bar=250um)

boyutlarinda artis (HE, Bar=250um)

Sekil 8g. Uzun donem takrolimus+nifedipin uygulanan Sekil 8h. Uzun donem kontrol grubuna (8.grup) ait

7.gruba ait mandibular birinci molar disten bukko- mandibular birinci molar disten bukko-lingual yonde

lingual yonde alinan kesitte goriilen bukkal ve lingual alinan Kesitte goriilen normal boyutlarda diseti (HE,

diseti boyutlarinda artis (HE, Bar=250um)

Bar=250um)
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Sekil 9a. Kisa donem takrolimus uygulanan 1.gruba ait Sekil 9b. Kisa donem nifedipin uygulanan 2.gruba ait
normal kompozisyonda bukkal diseti ve rete peg yapis1 normal kompozisyonda bukkal diseti ve rete peg yapist

(HE, Bar=100pm) (HE, Bar=100pm)

Sekil 9c. Kisa donem takrolimus+nifedipin uygulanan Sekil 9d. Kisa donem kontrol grubuna (4.grup) ait

3.gruba ait normal kompozisyonda bukkal digeti ve rete normal kompozisyonda bukkal diseti ve rete peg yapist

peg yapist (HE Bar=100pm) (HE, Bar=100pm)
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Sekil 9e. Uzun donem takrolimus uygulanan Sekil 9f. Uzun donem nifedipin uygulanan 6.gruba ait
S5.gruba ait bukkal diseti epitel kalinligi, bag bukkal diseti epitel kalinlig1, bag doku boyutlar1 ve rete
doku boyutlar1 ve rete peg yapida artis (HE, peg yapida artis (HE, Bar=100um)

Bar=100um)

Y AR e e Y

Sekil 9g. Uzun donem takrolimus+nifedipin uygulanan Sekil 9h. Uzun donem kontrol grubuna (8.grup) ait
7.gruba ait bukkal diseti epitel kalinligi, bag doku normal kompozisyonda bukkal diseti ve rete peg yapist
boyutlari ve rete peg yapida artis (HE, Bar=100um) (HE, Bar=100um)
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Tablo 2. Epitel Kalinliginin Gruplara Goére Dagilimlar1 (im)

Grup
1.grup

2.grup
3.grup
4.grup
S.grup
6.grup
7.grup

8.grup

Epitel kalinlig:
47,76 + 4,23*

49,99 + 5,74
54,10 £ 4,17°
45,34 + 8,02
67,99 + 7,73>4<f
56,15 +3,39%¢
69,53+ 6,164

46,98 + 7,43

(Veriler ortalamat standart sapma olarak verildi. P<0,05 istatistiksel anlaml1 olarak kabul edildi).

a Kisa donem kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli farklilik yok (P>0,05).

®Kisa donem gruplarina gore istatistiksel anlamli farklilik var (P<0,05).

¢ Kisa dénem gruplarina gore istatistiksel anlaml farklilik yok (P>0,05).

¢ Uzun dénem kontrol grubuna gére istatistiksel anlamli farklihik var (P<0,001).

¢5.grup ve 7.grup arasinda istatistiksel anlamli farklilik yok (P>0,05).

5. ve 7.grupta 6.gruba gore istatistiksel anlamli farklilik var (P<0,001).
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Tablo 3. Bag Doku Genisliginin Gruplara Gore Dagilimlar1 (pum)

Grup Bag doku genisligi
1.grup 131,71 £ 18,07
2.grup 147,76 £ 17,38*
3.grup 151,71 £22.91*
4.grup 125,38 £ 15,16
5.grup 231,70+ 21,35 Pede
6.grup 178,55 + 14,60"°
7.grup 243,23 + 21 4200
8.grup 128,17 £ 15,03

(Veriler ortalamaz standart sapma olarak verildi. P<0,05 istatistiksel anlaml1 olarak kabul edildi).

“ Kisa dénem kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli farklilik yok (P>0,05).
®Kisa donem gruplarima gore istatistiksel anlamli farklihik var (P<0,05).

¢Uzun donem kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli farklilik var (P<0,001).
5.grup ve 7.grup arasinda istatistiksel anlaml farklilik yok (P>0,05).

5. ve 7.grupta 6.gruba gore istatistiksel anlaml farklilik var (P<0,001).
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Tablo 4. Bag Doku Yiiksekliginin Gruplara Gore Dagilimlar1 (um)

Grup Bag doku yiiksekligi
1.grup 343,95+ 31,98?
2.grup 358,96 + 49,65"
3.grup 381,30 + 53,66°
4.grup 337,75 £ 46,77
5.grup 535,33 + 59,62
6.grup 404,28 + 16,85°°
7.grup 539,65+ 93,374t
8.grup 334,08 +£40,37

(Veriler ortalamaz standart sapma olarak verildi. P<0,05 istatistiksel anlaml1 olarak kabul edildi).

a Kisa donem kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli farklilik yok (P>0,05).
®Kisa dénem gruplarina gore istatistiksel anlamli farklilik var (P<0,05).

¢ Kisa dénem gruplarina gore istatistiksel anlaml farklilik yok (P>0,05).

¢ Uzun dénem kontrol grubuna gére istatistiksel anlamli farklilik var (P<0,001).
¢Uzun donem kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli farklilik yok (P>0,05).
'5.grup ve 7.grup arasinda istatistiksel anlamli farklilik yok (P>0,05).

£5. ve 7.grupta 6.gruba gore istatistiksel anlamli farklilik var (P<0,001).

Stereolojik degerlendirme bulgulart (tim gruplardaki fibroblast hacim
yogunlugu, kollajen hacim yogunlugu ve damar hacim yogunlugu yiizdeleri) Tablo
5,6,7 de verildi. Fibroblast hacim yogunlugunun sadece uzun donem kombine ilac
uygulanan 7.grupta kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli1 yiiksek oldugu (P<0,001),
diger uzun donem gruplarda ise kontrol grubundan farkli olmadig1 saptandi (P>0,05).
Kollajen hacim yogunlugu degerlendirildiginde ise fibroblast hacim yogunlugu ile
benzer sekilde, uzun donem ila¢ uygulanan gruplardan sadece 7.grupta kontrol grubuna
gore istatistiksel anlamli artis oldugu bulundu (P<0,001) Damar hacim yogunluklarinin
ise gruplar arasinda farklilik gostermedigi saptandi (P>0,05). Fibroblast, kan damarlari

ve kollajen fibrillerin 40x’1lik biiyiitmede goriintiileri Sekil 10(a-h)’da gosterildi.
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Sekil 10a. Kisa donem takrolimus uygulanan Sekil 10b. Kisa donem nifedipin uygulanan
1.gruba ait kollajen, fibroblast ve kan damarlari 2.gruba ait kollajen, fibroblast ve kan damarlar
goriintiileri (HE, Bar=30um, ok: fibroblast, yi1ldiz:  goriintiileri (HE, Bar=30um, ok: fibroblast, yildiz:

kollajen ok bast: damar) kollajen ok bast: damar)

Sekil 10c. Kisa donem takrolimus+nifedipin  Sekil 10d. Kisa donem kontrol grubuna (4.grup) ait

uygulanan 3.gruba ait kollajen, fibroblast ve kan kollajen, fibroblast ve kan damarlar1 goriintiileri (HE,
damarlar1 goriintiileri (HE, Bar=30pum, ok: fibroblast, Bar=30um, ok: fibroblast, yildiz: kollajen ok basi:

yildiz: kollajen ok bagi: damar) damar)
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Sekil 10e. Uzun donem takrolimus uygulanan Sekil 10f. Uzun donem takrolimus uygulanan

5.gruba ait kollajen, fibroblast ve kan damarlar1 6.gruba ait kollajen, fibroblast ve kan damarlar1
goriintiileri (HE, Bar=30um, ok: fibroblast, yildiz: goriintiileri (HE, Bar=30pm, ok: fibroblast, yildiz:
kollajen ok basi: damar) kollajen ok bast: damar)

Sekil 10g. Uzun donem takrolimus+nifedipin  Sekil 10h. Uzun donem kontrol grubuna (8.grup) ait

uygulanan 7.gruba ait kollajen, fibroblast ve kan kollajen, fibroblast ve kan damarlar1 goriintiileri (HE,
damarlari goriintiileri (HE, Bar=30um, ok: fibroblast, Bar=30um, ok: fibroblast, yildiz: kollajen ok basi:

yildiz: kollajen ok basi: damar) damar)
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Tablo 5. Deney Gruplarinda Fibroblast Hacim Yogunluklar1 (%)

Grup Fibroblast Hacim Yogunlugu
.grup 0,219 +0,03*¢
2.grup 0,232 % 0,04"¢
3.grup 0,239 + 0,03
4.grup 0,213+ 0,03
5.grup 0,242 £0,05°
6.grup 0,229 + 0,04¢
7.grup 0,295 + 0,05
8.grup 0,217 £ 0,04

(Veriler ortalamaz standart sapma olarak verildi. P<0,05 istatistiksel anlaml1 olarak kabul edildi).

* Kisa donem kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli farklilik yok (P>0,05).
® Kisa donem gruplarina gore istatistiksel anlaml farklilik var (P<0,001).
¢ Uzun donem kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli farklilik yok (P>0,05).

¢ Uzun dénem kontrol grubuna gére istatistiksel anlamli farklilik var (P<0,001).
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Tablo 6. Deney Gruplarinda Kollajen Hacim Yogunluklari (%)

Grup Kollajen Hacim Yogunlugu
l.grup 0,253 +£0,04*
2.grup 0,247 0,04
3.grup 0,249 +0,03*°
4.grup 0,233 £0,03
S.grup 0,296 + 0,04
6.grup 0,246 +0,03°
7.grup 0,321 £0,08"°
8.grup 0,243+ 0,03

(Veriler ortalamaz standart sapma olarak verildi. P<0,05 istatistiksel anlaml1 olarak kabul edildi).

“ Kisa donem kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli farklilik yok (P>0,05).
® Uzun donem kontrol grubuna gére istatistiksel anlaml farklilik yok (P>0,05).

‘Uzun donem kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli farklilik var (P<0,001).
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Tablo 7. Deney Gruplarinda Damar hacim yogunluklari (%)

Grup Damar

hacim yogunlugu

1.grup 0,269 + 0,05%
2.grup 0,290 £ 0,06
3.grup 0,310+ 0,07*
4.grup 0,270 £ 0,04
5.grup 0,281 +0,04°
6.grup 0,268 + 0,06
7.grup 0,282 +0,07°
8.grup 0,258 = 0,05

(Veriler ortalamaz standart sapma olarak verildi. P<0,05 istatistiksel anlaml1 olarak kabul edildi).

“ Kisa dénem kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli farklilik yok (P>0,05).

®Uzun dénem kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli farklilik yok (P>0,05).

Yapilan  immiinhistokimyasal = degerlendirmede; epiteldeki  hiicrelerin
cekirdeklerinde PTEN+ boyanma (PTEN immiinreaktivitesi) izlenirken, bag
dokusundaki boyanmanin ¢ekirdek diizeyinde olmadig goriildii. Epitelde ¢ekirdekleri
boyanan hiicrelerde boyanmanin heterojen oldugu, biitiin gruplarda degisen
yogunluklarda PTEN + hiicrelerin varlig1 saptandi. PTEN immiinreaktivitesinin kontrol
gruplarinda (4. ve 8.grup) deney gruplarina (1.,2.,3.,5.,6.,7.gruplar) gore daha yogun
oldugu goriildii (Sekil 11a-h). Orneklerde, HSCORE yontemi ile yapilan kantitatif
degerlendirme sonucunda elde edilen bulgular Tablo 8’de verildi. Gruplar arasi
degerlendirmede ila¢ uygulanan deney gruplarinin tiimiinde (1.,2.,3.,5.,6.,7.grup) PTEN
yogunlugunun kontrol gruplarina (4. ve 8.grup) gore istatistiksel anlamli olarak azaldigi
saptand1 (P<0,05). Kisa donem ilag uygulanan gruplardaki PTEN yogunluklar1 arasinda
istatistiksel anlamli farklilik olmadig1 goriildii (P>0,05). PTEN immiinreaktivitesinin iki

ilacin kombine uzun dénem uygulandigi 7.grupta, diger gruplarla karsilastirildiginda
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istatistiksel anlamli olarak en diisiik oldugu bulundu (P<0,001). Immiinhistokimya

bulgular1 Tablo 8’de verildi.
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Sekil 11a. Kisa donem takrolimus uygulanan 1.grupta Sekil 11b. Kisa donem nifedipin uygulanan 2.grupta az
az sayida PTEN+ hiicreler (DAB, x40) sayida PTEN+ hiicreler (DAB, x40)

Sekil 11c. Kisa donem takrolimus+nifedipin uygulanan Sekil 11d. Kisa dénem kontrol grubunda (4.grup) ¢ok
3.grupta az sayida PTEN+ hiicreler (DAB, x40) sayida PTEN+ hiicreler (DAB, x40)
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Sekil 11e. Uzun donem takrolimus uygulanan 5.grupta  Sekil 11f. Uzun donem nifedipin uygulanan 6.grupta
az sayida PTEN+ hiicreler (DAB, x40) az sayida PTEN+ hiicreler (DAB, x40)

Sekil 11g. Uzun donem takrolimus+nifedipin uygulanan  Sekil 11h. Uzun dénem kontrol grubunda (8.grup) cok

7.grupta cok az sayida PTEN+ hiicreler (DAB, x40) sayida PTEN+ hiicreler (DAB, x40)
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Tablo 8. PTEN HSCORE degerlerinin gruplara gore dagilimi (%)

Grup PTEN immiinreaktivitesi
1.grup 170,40 £ 29,90%¢
2.grup 175,20 £ 22,24*%¢
3.grup 172,20 £ 19,44*°
4.grup 209,70 +22,47°
5.grup 142,50 £ 19,90"4¢
6.grup 158,90 + 25,44>4¢
7.grup 101,90 + 15,18°
8.grup 210,40 £21,58°

(Veriler ortalamaz standart sapma olarak verildi. P<0,05 istatistiksel anlaml1 olarak kabul edildi).
* Kisa donem kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli farklilik var (P<0,001).

® Uzun dénem kontrol grubuna gére istatistiksel anlamli farklihik var (P<0,001).

¢ Kisa donem ilag uygulanan gruplar arasinda istatistiksel anlaml farklilik yok (P>0,05).
5. ve 6. grup arasinda istatistiksel anlamli farklilik yok (P>0,05).

¢7.gruba gore istatistiksel anlamli farklilik var (P<0,001).

Calismada iki ayr1 ilacin ve zamanin etkisi ayr1 ayr1 U¢ Yonlii Varyans Analizi
ile degerlendirildiginde; ilaglarin kombine kullaniminin ¢alismanin paramatreleri
izerine etkisi olmadigi saptandi. Diger taraftan zamanin tek basina biitiin parametreler
tizerine etkisi oldugu bulundu. Kisa donem ve uzun donem ila¢ uygulanan gruplar
karsilastirlldiginda, zamanla ilaglarin etkisinin arttig1 goriildii. Uzun donem ilag
uygulanan gruplardaki (5.,6. ve 7. grup) epitel kalinligi, bag dokusu genisligi, bag
dokusu yiiksekliginin kisa donem ila¢ uygulanan gruplara (1.,2. ve 3. grup) gore

istatistiksel anlamli olarak arttig1 saptand1 (P<0,001).

56



S.TARTISMA

Diseti hastaliklar1 arasinda onemli bir yeri olan diseti biiyiimesi, cesitli ilaclarin
yan etkisi olarak da karsimiza ¢cikmaktadir. Diseti biiyiimesine neden olan bir c¢ok ilag
bulunmaktadir, immiinsupresif bir ila¢ olan takrolimus ve kalsiyum kanal blokeri olan
nifedipin bu ilaglarin arasinda yer almaktadir.

Yaptigimiz deneysel calismada; takrolimusun tek basina veya nifedipin ile
birlikte diseti dokusu iizerine etkileri, kontrol gruplari ile karsilastirilarak incelendi. Bu
iki ilacin tek basina veya kombine olarak kisa donem ve uzun donem kullaniminin
disetinde olusturdugu degisikliklerin makroskobik, histomorfometrik ve stereolojik
olarak incelendigi bu calisma, ayrica hiicre proliferasyonunu indiikleyen ve apoptozisi
inhibe eden bir protein olan PTEN’in ilaca bagl diseti biiyiimesindeki roliiniin
degerlendirildigi ilk kontrollii ¢calisma olarak 6nem tasimaktadir.

llag kullanim siiresi ve kombine ila¢ kullanimi gibi farmakolojik risk
faktorlerinin roliiniin incelendigi bu calismada; makroskobik ve histomorfometrik
bulgular degerlendirildiginde, takrolimus ve nifedipinin tek basina veya kombine olarak
kisa donem kullaniminin kontrol grubu ile karsilastirildiginda diseti biiylimesine neden
olmadigy; diger taraftan uzun donem ila¢ uygulanan biitiin deney gruplarinda diseti
biiylimesi olustugu saptandi. Uzun donem ila¢ uygulanan gruplarda goriilen diseti
biiylimesinin tek basina nifedipin verilen 6.grupta en az, kombine ila¢ verilen 7.grupta

ise en fazla oldugu goriildii

flaca bagh diseti bilyiimesini etkileyen risk faktorleri; yas, cinsiyet, genetik
predispozisyon gibi bireysel faktorler, ilacin dozu, serum konsantrasyonu, kullanim
siiresi ve kombine ila¢ kullanim1 gibi farmakolojik faktorler ve mikrobiyal dental plak
birikimi ve diseti enflamasyonu gibi periodontal faktorlerdir. Bu faktorlerin diseti
biiylimesi patogenezindeki rolii ile ilgili yapilan ¢aligmalarin sonuclar ¢eliskili olup, bu
konuda halen kesin bir fikir birligi saglanamamistir (Seymour ve ark., 2000; Trackman

ve Kantarci, 2004).

[laca bagh diseti biiyiimesini etkileyen bireysel risk faktorleri; yas, cinsiyet ve
genetik predispozisyondur. Yapilan cok sayida klinik calismanin sonuglarinin bireysel
farkliliklar ve buna bagl ilag metabolizmasinda ve doku cevabindaki degisiklikler

nedeniyle celiskili olmasi1 arastiricilart deneysel calismalara yoOneltmistir (Rost ve



Baker, 1978; Hall ve Squier, 1982; Carrel ve ark., 1983; Latimer ve ark., 1986; do
Nascimento ve ark., 1985; Kitamura ve ark., 1990; Nyska ve ark., 1990; Fu ve ark.,
1995 ; Nieh ve ark., 1996; Prabhu ve Mehta, 20006). Haglarln diseti dokusundaki
etkilerini calismak icin ge¢cmiste deney hayvan olarak kedi, kopek, dag gelincigi, kobay
ve sican gibi cesitli hayvan modelleri kullanilmistir (Rost ve Baker, 1978; Hall ve
Squier, 1982; Carrel ve ark., 1983; Latimer ve ark., 1986; do Nascimento ve ark., 1985;
Kitamura ve ark., 1990; Nyska ve ark., 1990; Fu ve ark., 1995 ; Nieh ve ark., 1996;
Prabhu ve Mehta, 2006). Bu deney hayvanlar1 arasinda; kii¢iik olmasi, pahali olmamasi
ve maniiplasyonlarinin kolay olmasindan dolay:r sicanlar en fazla tercih edilen hayvan

modelleridir.

Si¢canlarda yapilan deneysel calismalarda ilaca bagh diseti biiylimesinin geng ve
erkek sicanlarda %100 oraninda izlendigi rapor edilmistir (Morisaki ve ark., 1993;
Ishida ve ark., 1995). Morisaki ve ark. (1993), siklosporin vererek olusturduklart diseti
biiylimesinin 15 giinliik sicanlarda %100, 30 giinliik sicanlarda %55 oraninda oldugunu
ve 60 giinliik sicanlarda diseti biiylimesinin olusmadigin1 saptamislar; Fischer si¢anlarin
8 haftalik oldugunda eriskin kabul edildigini ve eriskin sicanlarda diseti biiylimesi
izlenmedigini bildirmislerdir. Ko&peklerde yapilan deneysel bir calismada, diseti
biiylimesinin 6 aylik kopeklerde %100, 2 yasindaki kopeklerde %42 oldugu rapor
edilmistir (Seibel ve ark., 1989). Del Pozo ve ark. (1995), 7 haftalik (ortalama viicut
agirhigr 176 gram) Wistar sicanlar1 geng, 40 haftalik (ortalama viicut agirligi 320 gram)
sicanlart ise erigkin gruba dahil etmislerdir. Bu veriler 1s18inda; takrolimus ve
nifedipinin disetine etkilerini inceledigimiz calismamizda duyarhilig1 daha fazla oldugu
bilinen ve ilaca cevabi hizli olan, erkek cinsiyete sahip, gen¢ gruba giren (5 haftalik ve
viicut agirligr ortalama 100-120gr arasi) Spraque Dawley sicanlar kullanilarak yas,
cinsiyet ve viicut agirhi@ gibi ilaca bagh diseti biiyiimesini etkileyebilecek faktorler
standardize edildi.

Deneysel ¢alismalarda diseti biiylimesi olusabilmesi i¢in gerekli siire, kullanilan
hayvanin tiriine gore degisiklik gostermektedir. Makroskopik diseti biiyiimesi
olusabilmesi icin mongrel kedilerde 3 ay ve beagle kopeklerde 10 haftalik siire
gereklidir (Hassell ve ark., 1982; Heijl ve Sundin, 1989). Sicanlarda takrolimusa baglh
meydana gelen diseti degisikliklerini inceleyen deneysel bir calismada kisa siireli

tedavilerde (30 ve 60 giin) diseti biiylimesi olusmadigi, ancak uzun siireli tedavide (180
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ve 240 giin) ilacin diseti biiylimesine neden oldugu gosterilmistir (Nassar ve ark., 2008).
Nifedipin ile yapilan deneysel calismalarda ise kisa donemde (3,6 ve 9 hafta veya
8,15,30 giin) diseti biiylimesi olustugu (Fu ve ark., 1998; Shimizu ve ark., 2002) ve
nifedipine baglh diseti biiylimesinde ilacin uzun donem kullaniminin diseti biiylimesi
siddetini arttirdig1 rapor edilmistir (Fu ve ark., 1998; Haniastuti ve ark., 2002;
Handajani ve ark., 2003; Brki¢ , 2004). Biz de bu literatiirlerin 15181inda ¢alismamizda
kisa donem ila¢ uygulama siiresini 8 hafta ve uzun donem ila¢ uygulama siiresini ise 24
hafta olarak belirledik.

Deneysel arastirmalarda takrolimus, oral ve subkiitan olarak iki sekilde
uygulanmaktadir. Etkinliginin ve emiliminin goreceli olmasi sebebiyle ilacin klinikte
intravenoz (iv) kullanimi ise nadiren gerekmektedir (Danovitch, 2001). Deneysel
calismalarda takrolimus, oral olarak “gavage” yontemi veya subkutan yol ile verilmistir
(Prabhu ve Mehta, 2006; Nassar ve ark., 2008; Spolidorio ve ark.,2005). Takrolimus ile
yapilan deneysel calismalarda subkiitan yol ile ila¢g uygulanan deney hayvanlarinda
diseti biiyiimesi olusmazken, oral yoldan takrolimus uygulanan deney hayvanlarinda
diseti biiyiimesi olustugu rapor edilmistir (Praphu ve Mehta, 2006; Nassar ve ark., 2008;
Spolidorio ve ark., 2005). Nifedipin ile yapilan deneysel calismalarda ila¢ genellikle
“gavage” yoOntemi, “gastric feeding” yoOntemi veya toz olarak diyete karistirilarak
uygulanmistir (Morisaki ve ark., 1993; Fu ve ark.,1998; Chiu ve ark., 2001; Shimizu ve
ark., 2002; Haniastuti ve ark., 2002; Spolidorio ve ark., 2002; Handajani ve ark., 2003;
Brki¢ , 2004; Kato ve ark., 2005). Oral uygulamadan sonra, nifedipinin hemen hemen
tiimiiyle absorbe oldugu bilinmektedir.

Bu literatiir bilgileri 1s181inda, ¢calismamizda 1,5 mg/kg dozda takrolimus ve 30
mg/kg dozda nifedipin hergiin gavaj yoluyla uygulandi ve bu dozlarda uzun dénemde
deney hayvanlarinda diseti biiyiimesinin olustugu goriildii. Calismamiza benzer bir
deneysel ¢alismada 1.5 mg/kg dozda oral yoldan takrolimus uygulanan sicanlarda diseti
biliylimesinin olustugu gosterilmistir (Praphu ve Mehta, 2006). Nifedipin ile ilgili
yapilan deneysel calismalarda ise 30 mg/kg dozda oral yoldan nifedipin uygulanan
sicanlarda diseti biiyiimesinin olustugu bildirilmistir (Fu ve ark., 1998; Haniastuti ve
ark., 2002; Handajani ve ark., 2003).

Sicanlarin periodontal dokulari insana oldukca fazla benzerlik gostermesine

ragmen, anterior bolgedeki disler ve periodontal dokular insandan oldukca farklidir.

59



Farkli olarak keser dislerin siirekli biiyliylip yenilenmesi alt cenedeki incelemeleri
etkileyebilmektedir (Klausen, 1991). Bu anatomik farkliliklar ve bu bolgedeki siirekli
biiylime ve yenilenme (Del Fabbro ve ark., 2001) nedeniyle arastirmamizda calisma
bolgesi olarak siirme siirecinin tamamlandigr molar bolge secilip ve degerlendirmeler
bu bolgede yapilmustir.

Sicanlarda ilk kez deneysel diseti biiylimesi olusturan Kitamura ve ark. (1990),
siklosporin ~ uyguladiklar1 deney hayvanlarinda alt c¢ene molar bdlgede
stereomikroskopta diseti biiytimesinin 6zellikle bukkal bolgede daha belirgin oldugunu
gostermislerdir. Calismamizda da benzer sekilde 8 hafta ve 24 haftalik deney periyotlar
sonunda, dekapitasyon islemini takiben etrafindaki yumusak dokular ile c¢ikarilan
mandibular molar disler bolgesinde stereomikroskopta yapilan makroskopik
degerlendirmede, kisa donem ila¢ verilen gruplarda (1.,2.,3.grup) diseti biiylimesi
gozlenmezken, uzun donem ila¢ verilen gruplarda (5.,6.,7.grup) oOzellikle bukkal
bolgede diseti biiyiimesi olustugu gozlendi. Ilac uygulanmayan kontrol gruplarinda (4.
ve 8.grup) ise disetinde herhangi bir degisiklik izlenmedi. Tek basina takrolimus
uygulanan 5.grup ve kombine ila¢ uygulanan 7.gruptaki diseti degisikliklerinin tek
basina nifedipin uygulanan 6.grup ile karsilastirldiginda daha fazla oldugu ve
lezyonlarin bukkal disetinde olustugu, lingual disetinin daha az etkilendigi saptandi.

llaca bagh diseti biiyiimesinin en 6nemli histopatolojik ozellikleri, degisen
kalinlikta diizensiz ¢ok katli parakeratinize epitel, subepitelyal bag doku derinliklerine
penetre olan rete pegler ve onlarla iliskili diizensiz yerlesimli kollajen fibril kiimeleridir
(Rateitschak-Pluss ve ark., 1983; Spolidorio ve ark., 2002; Nassar ve ark.,2008). Epitel
kalinliginin ve bag doku elemanlarinin artis1 diseti biiylimesinde rapor edilen onemli
histometrik degisikliklerdir (Rateitschak-Pluss ve ark., 1983; Spolidorio ve ark., 2002;
Nassar ve ark.,2008). Calismamizda yaptigimiz histopatolojik incelemede, makroskopik
incelemeyi destekleyecek sekilde kisa donem ilag verilen gruplarda (1.,2.,3.grup) diseti
bliylimesi gozlenmezken, uzun donem ila¢ verilen gruplarda (5.,6.,7.grup) diseti
dokusunun boyutlarinda artis oldugu gozlendi. Hem epitelde hem de bag dokudaki bu
boyutsal artisin uzun dénem takrolimus uygulanan 5.grupta ve uzun donem takrolimus
ve nifedipinin kombine uygulandig1 7.grupta daha belirgin oldugu goriildii. Diseti
bliylimesi goriilen gruplarda epitel kalinliginin ve rete peg yapimin arttigi, bag

dokusunun boyutlarinin genisledigi goriildii. Nassar ve ark. (2008), yaptiklar1 deneysel
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calismada uzun donem takrolimus uygulanan (180 ve 240 giin) tiim siganlarda diseti
biiylimesi olustugunu ve lezyonlarin alt molar dislerin bukkal diseti dokusunda daha
belirgin oldugunu rapor etmislerdir. Diseti epitelinin derin papiller girintilerle
hiperplastik goriinimii ve bag dokunun boyutlarindaki artis da calismanin diger
bulgularidir. Ayrica kontrol grubu ile karsilastirildiginda deney gruplarinda daha fazla
kollajen lif gozlendigini ve bunun da artan kollajen sentezini diisiindiirdiigiinii ileri
siirmiislerdir (Nassar ve ark., 2008).

Histomorfometrik bulgularimiz degerlendirildiginde epitel kalinligi, bag dokusu
genisligi ve yiiksekliginin kisa donem ila¢ verilen gruplarda kontrol grubuna gore
istatistiksel anlamli farklilik gostermedigi bulundu. Epitel kalinligi ve bag dokusu
genisliginin uzun donem ila¢ verilen tiim gruplarda (5. 6. ve 7.grup) kontrol grubuna
gore istatistiksel anlamli olarak arttif1 saptandi. Ancak, sadece nifedipin uygulanan
6.gruptaki artisin diger uzun donem deney gruplarina gore daha az oldugu bulundu. Bag
dokusu yiiksekligi yoOniinden degerlendirildiginde, uzun donem ila¢ uygulanan
gruplardan 5. ve 7. grupta istatistiksel anlamli artis oldugu, 6. gruptaki artisin ise
istatistiksel anlamli olmadig1 saptandi. Nassar ve ark. (2008)’nin yaptiklari deneysel
calismada calismamizin sonuclari ile benzer sekilde kisa donem takrolimus uygulanan
sicanlarda epitel kalinligi, bag dokusu genisligi ve yiiksekligi degerlerinde degisiklik
gozlenmezken, uzun donem takrolimus uygulanan sicanlarda bu degerlerde artis oldugu
gosterilmigstir. Diger bir deneysel calismada, tek basina siklosporin, nifedipin ve bu
ilaglarin kombine olarak kullanildig1 deney gruplarinda epitel kalinligi, bag dokusu
genisligi ve yiiksekliginin kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli olarak arttig
belirlenmistir (Spolidorio ve ark., 2002). Siklosporin ve takrolimus uygulanan
sicanlarda disetinde meydana gelen morfolojik degisikliklerin karsilastirildigr bir diger
calismada, dordiincii hafta sonunda deney gruplarinda diseti biiyiimesi meydana geldigi
ve disetinin bukko-lingual, mesio-distal ve vertikal yiiksekliklerinde artis oldugu, ancak
bu artisin siklosporin verilen grupta takrolimusa oranla daha fazla oldugu rapor
edilmistir (Prabhu ve Mehta, 2006).

Takrolimusa bagli diseti degisikliklerini inceleyen calisma sayisi diger ilaclara
gore daha azdir ( Spolidorio ve ark., 2005; Prabhu ve ark., 2006; Sekiguchi ve ark.,
2007; Nassar ve ark., 2008). Takrolimusa bagh diseti degisikliklerini ilk inceleyen
calisma 1991 yilinda yapilmis ve 48 yasinda takrolimus kullanan bir hastada ilag
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kullaniminin ilk 9 ayinda disetinde herhangi bir degisiklige rastlanmazken, 12 aydan
itibaren alt ¢cenede insizal bolgede interdental papilde diseti biiyiimesi olustugu rapor
edilmistir (Adams ve Famili, 1991). Yapilan klinik bir calismada transplantasyon
sonrast takrolimus kullanan hastalarda 30 giin icinde disetinde bir degisiklik
gozlenmezken, 90 giin sonra takrolimus kullanan hastalarin %10’ nunda diseti biiytimesi
olustugu rapor edilmistir (Sekiguchi ve ark., 2007). Spolidorio ve ark. (2005), 30 ve 60
giin boyunca takrolimus uyguladiklar1 si¢anlarda diseti biiylimesi olusmadigini rapor
ederken, diger bir deneysel calismada calismamizin bulgularim1 destekleyecek sekilde
60 ve 120 giin boyunca takrolimus uygulanan sicanlarda diseti biiyiimesi olusmadigi,
fakat 180 ve 240 giin boyunca takrolimus uygulanan sicanlarda diseti biiylimesi
olustugu saptanmistir (Nassar ve ark., 2008). Diger taraftan deneysel bir calismada,
takrolimus tedavisinin ikinci haftasinda diseti biiylimesi olustugu gosterilmistir ve iki
hafta icerisinde diseti biiylimesi olusumun takrolimusun yiiksek dozda verilmesi ve
ilacin uygulama yolu ile iligkili olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Praphu ve Mehta, 2006).
Nifedipine baglh diseti biiyiimesinde ila¢ kullanim siiresinin roliinii inceleyen
calismalarda ise takrolimus ile ilgili caligmalarin aksine sonuglar celiskili degildir. 3, 6
ve 9 hafta boyunca nifedipin uygulanan sicanlarda 3-6 hafta arasinda diseti boyutlarinin
artiglt ve bunu takiben 6-9 hafta arasinda diseti biiylimesinde bir artis olmadigi
gosterilmistir (Fu ve ark., 1998). Shimizu ve ark., yaptiklar1 deneysel ¢alismada 8, 15,
30 giin boyunca nifedipin uygulanan sicanlarda en fazla diseti biiylimesinin 30 giin
nifedipin uygulanan grupta oldugunu rapor etmislerdir (Shimizu ve ark., 2002). Benzer
sekilde, daha uzun siire ve daha yiiksek doz nifedipin verilen deney hayvanlarinda daha
belirgin diseti biiylimesi olustugu gosterilmistir (Brki¢ ve ark., 2004). Bizim
calismamizda ise kisa donem, yani 8 hafta tek basina veya takrolimus ve nifedipinin
kombine uygulandig: siganlarda diseti biiyiimesi olusmazken; 24 hafta yani uzun dénem
tek basina veya takrolimus ile kombine nifedipin uygulanan deney hayvanlarinda diseti
biiylimesi olustugu goriilmiistiir. Makroskopik ve histomorfometrik bulgular tek basina
uzun donem nifedipin uygulanan gruptaki (6. grup) diseti biiyiimesinin diger uzun
donem ila¢ uygulanan gruplara (5. ve 7. grup) gore daha az oldugunu gostermektedir.
Bu bulgular ila¢ kullanim siiresinin diseti biiylimesinin olusumunu etkileyen énemli bir

farmakolojik risk faktorii oldugunu diistindiirmektedir.
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[laca bagh diseti biiyiimesinde kombine ila¢c kullanimi diger bir farmakolojik
risk faktoriidiir. Transplantasyon yapilan hastalarda nifedipin ve takrolimusun kombine
kullanimi, ilaglarin tek basina kullanimina gore daha fazla diseti biiylimesine neden
olmaktadir (Wondimu ve ark., 2001; James ve ark., 2001; McKaig ve ark., 2002;
Spolidorio ve ark., 2002; Ellis ve ark., 2004; Spolidorio ve ark., 2006; Flynn ve ark.,
2006; Costa ve ark.,2006; Greenberg ve ark., 2008). Ancak bu ¢aligmalarin bulgularina
karsit olarak, takrolimus ve kalsiyum kanal blokerinin kombine kullanimi ile diseti
biliylimesi arasinda herhangi bir iliski bulunmadigi da gosterilmistir (Lima ve ark.,
2008). Arastirdigimiz 6lgiide, takrolimus ve nifedipinin kombine kullaniminin disetinde
meydana getirdigi  degisiklikleri inceleyen herhangi deneysel bir calisma
bulunmamaktadir. Calismamizin makroskobik ve histomorfometrik bulgular: takrolimus
ve nifedipinin kombine olarak kisa donem kullanildig: 3.grupta disetinde herhangi bir
degisiklik olmadigini, ancak ilaglarin uzun donem kombine kullanildig: 7. grupta diseti
biiylimesinin olustugunu gostermektedir. Kombine ila¢ kullaniminin sadece uzun
donemde diseti biiylimesine yol a¢gmasi, takrolimus ve nifedipine bagl olusan diseti
degisikliklerinin patogenezinde kombine ila¢ kullaniminin ila¢ kullanim siiresi kadar
onemli bir degisken olmadigim gostermektedir. Bu iki parametrenin etkisi U¢ Yonlii
Varyans Analizi ile istatistiksel olarak degerlendirildiginde ilacin kullanim siiresinin
diseti biiylimesi i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugu, diger taraftan kombine ilag

kullaniminin daha zayif bir belirleyici oldugu saptanmustir.

flaca bagh diseti biiyiimesi goriilen bireylerde; daha yiiksek oranda hiicre
proliferasyonu, DNA sentezi ve kollajen sentezi belirtilmistir (Fujii ve ark., 1994;
Takeuchi, 2004; Takeuchi ve ark., 2007). Takrolimusa bagh diseti biiyiimesinde ise,
ilacin diseti epitel hiicrelerine, fibroblastlar ve kollajen sentezi iizerine etkisi tam olarak
bilinmemektedir. Nassar ve ark. (2008), uzun donem ila¢ uygulanan sicanlarda
takrolimusun fibroblast sayis1 ve kollajen sentezinde artisa neden oldugunu rapor
etmislerdir Gagliano ve ark. (2005)’nin yaptig1 in vitro calismada ise, takrolimusun
kollajenaz gen ve protein ekspresyonunu indiikleyerek tip-1 kollagen birikimini
engelledigi ve boylece ilacin diseti biiyiimesine neden olmadigi gosterilmistir.
Nifedipine bagl diseti biiyiimesinin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte,
ilacin direkt olarak fibroblastlar1 etkiledigi ve bunun sonucunda hiicre proliferasyonu ve

matriks sentezinin arttigi rapor edilmistir (Fu ve ark., 1998). McKevit ve Irwin (1995),
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nifedipine bagh diseti biiyiimesi olusan hastalarin fibroblastlarinin diseti biiylimesi
olmayanlara gore yiiksek seviyede protein ve kollajen {irettigini gostermislerdir
(McKevit ve Irwin, 1995; Sakagami ve ark., 2006). Fujii ve ark. (1994), nifedipine
cevap veren bir hastadan alinan diseti fibroblastlarinin, nifedipine cevap vermeyen bir
hastadan alinan fibroblastlardan daha fazla oranda proliferasyon, DNA ve kollajen
sentezi gosterdigini rapor etmislerdir (Fujii ve ark., 1994; Takeuchi ve ark., 2007).
Siklosporin ve nifedipinin tek basina veya kombine kullaniminin neden oldugu diseti
biiylimelerinin karsilastirilmasini amaclayan deneysel bir ¢alismada diseti dokusunda
kollajen ve fibroblast yogunlugunda artis oldugu belirtilmistir (Spolidorio ve ark.,
2002).

Stereolojik uygulamalar, biyolojik yapilarin geometrik 6zelliklerinin (hacim,
yiizey alani, say1 v.b.) hesaplama yolu ile belirlenmesini saglar. Boylece ince yapidan
sistemik diizeye kadar yer alan oldukca farkli biiyiikliikteki elemanlarda olusan yapisal
degisiklikler belirlenebilir. Stereolojik uygulamalar ile saglanan bu bilgi, biyolojik
yapilarin kesitlerdeki goriintiilerinden elde edilir. Stereolojik degerlendirmelerde,
kesitlerde gozleyebildigimiz biitiin degisikliklere ait sayisal veriler elde edilebilir.
Stereoloji, kesit alim islemi ile olusan bilgi ve boyut kaybini giderecek bir grup
matematiksel ve istatistiksel metot sunmaktadir. Stereolojinin avantaji, hesaplamalarin
varsayimlara dayanan eski sayim tekniklerinde oldugu gibi gercek degerinden
sistematik olarak uzaklasmamasidir (Geinisman ve ark., 1996; West, 1999).
Calismamizda stereolojik hiicre sayim metodlarindan hacim fraksiyonu yontemi
kullanilmistir. Hacim fraksiyonu kisaca iki hacmin orani olarak da tarif edilebilir. Diger
bir ifade ile inceledigimiz bir elemanin hacim fraksiyonu, o elemanin hacminin
icerisinde bulundugu referans hacmine oranidir. Son yillarda rutin histometrik
degerlendirmelerin yerini stereolojik incelemeler almistir ve ilaca bagh diseti
biiylimesinde doku boyutlarindaki artis, stereoloji ile daha objektif olarak
degerlendirilebilmektedir.

Calismamizin  stereolojik  verileri degerlendirildiginde; fibroblast hacim
yogunlugu ve kollajen hacim yogunlugunun sadece uzun donem kombine ilac
uygulanan 7.grupta kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli olarak fazla oldugu, diger
gruplarda ise kontrol grubundan farkli olmadig1 saptandi. Damar hacim yogunluklarinin

ise gruplar arasinda farklilik gostermedigi saptandi. Calismamiz takrolimus ve
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nifedipinin diseti iizerine etkisini stereolojik olarak degerlendiren ilk c¢alismadir.
Takrolimusun 60,120,180,240 giin siireyle uygulandig1 sicanlarda fibroblast ve kollajen
hacim yogunlugu incelenmis ve fibroblast ve kollajen hacim yogunluklarinin artisi ile
karakterize diseti biiylimesi gozlendigi rapor edilmistir (Nassar ve ark., 2008).
Spolidorio ve ark. (2002), siklosporin ve nifedipinin tek basina ve kombine kullanimin
diseti biiyiimesi iizerine etkisini inceledikleri stereolojik ¢alismada biitiin ila¢ uygulanan
gruplarda fibroblast ve kollajen hacim yogunlugunun arttigini, siklosporin ve
nifedipinin kombine kullanildig1 grupta bu artisin daha belirgin oldugunu ileri
sirmiislerdir. ~ Calismamizda diseti  biliylimesi  goOriilen  gruplardan  sadece
histomorfometrik olarak en siddetli diseti biiylimesinin olustugu saptanan kombine ilag
uygulanan 7.grupta fibroblast proliferasyonu ve kollajen birikimi tespit edildi.
Makroskopik ve histomorfometrik bulgulardan farkli olarak uzun donem ila¢ uygulanan
5. ve 6. grupta fibroblast ve kollajen hacim yogunlugundaki artisin istatistiksel anlaml
olmadigr bulundu. Histomorfometrik verilerimizin 5. ve 7.grupta benzer olmasina
ragmen stereolojik bulgularimiz iki ilacin kombine kullanildigi 7.grupta hiicre
proliferasyonu ve kollajen seviyesinin daha fazla olduguna isaret etmektedir. Bu
bulgular kombine ila¢ kullaniminin ila¢ kullanim siiresi kadar olmasa da ilaca bagh
diseti biiytimesi siddetini etkiledigini diistindiirmektedir.

[laca bagh diseti biiyiimesinde ¢esitli proliferasyon belirleyicilerinin rolii
arastirllmigtir. Saito ve ark. (1999)’'nmin yaptig1 calismada, bir niikleer protein olan Ki-
67’nin roliinii nifedipine bagh diseti biiylimesinde arastirilmis ve diseti biiyiimesinde
gozlenen artmis epitel kalinliginin keratinositlerin artan mitotik aktiviteleri ile iliskili
oldugu rapor edilmistir. Cetinkaya ve ark. (2006), yaptiklar1 deneysel ¢alismada epitel
hiicre proliferasyonu yani mitotik aktivitenin gostergesi olarak kabul edilen PCNA
ekspresyonunun siklosporine bagl diseti biiyiimesi goriillen gruplarda kontrol grubuna
gore istatistiksel anlamli olarak arttigini rapor etmislerdir. Inflamasyon siddeti ve PCNA
(%) arasindaki iliski incelendiginde ise hafif (+) ve orta siddetli (++) inflamasyon
varliginda mitotik aktivitenin arttifini, yogun (+++) enflamasyon varliginda ise, bu
artisin daha az oldugunu rapor etmislerdir. Bulut ve ark. (2006), siklosporine bagh diseti
biiylimesi olan bobrek nakli gec¢irmis bireylerden ve sistemik saglikli bireylerden alinan
diseti orneklerini degerlendirmisler ve PCNA ekspresyonunun siklosporine bagh diseti

biiylimesi goriilen gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli olarak arttigini
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rapor etmislerdir. Timor baskilayici bir gen olan ve hiperproliferatif sinyaller ile aktive
olan p53’iin roliinii inceleyen bir arastirmada ise nifedipin ile tedavi edilen sicanlarin
diseti epitel tabakasinda giiclii bir p53 protein boyanmasi oldugu ve doz ve tedavi siiresi
arttikga p53 pozitif diseti hiicrelerinin sayilarimin arttifi gosterilmistir (Haniastuti ve
ark., 2002).

[laca bagh diseti bilyiimesinin patogenezinde hiicre proliferasyonunun
artisindan ¢ok hiicre Oliimiiniin azalmasinin onemli rol oynadigin1 rapor eden
arastiricilar da vardir. Shimizu ve ark., (2002)’nin yaptig1 ¢alismada, nifedipine bagh
diseti biiyiimesinde keratinosit proliferasyonunda artis gosterilememis olup, diseti
dokusundaki artisin keratinositlerin dmriindeki artis ile iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir.
Benzer sekilde Niimi ve ark., (1990), siklosporine bagh diseti biiylimesinde
keratinositlerin yasam siirelerinin artisinin 6nemli rol oynadigini gostermislerdir. Diger
bir calismada proliferasyon belirleyicileri olan Ki67 ve siklin Bl seviyelerinin
nifedipine bagl diseti biiylimesinde kontrol grubu ile benzer oldugu bulunmus ve
gingival hiperplazinin apoptozis belirleyicilerinin azalmasi ile iliskili oldugu rapor
edilmistir (Castro ve ark., 2010).

Handajani ve ark. (2003) yaptiklar1 deneysel calismada, nifedipin ile tedavi
edilen sicanlarin diseti dokularinda doz ve siklia bagimli olarak bir antiapoptotik
protein olan Bcl-2 ekspresyonunun arttigini ve boylece nifedipine baglh olusan diseti
biiylimesinin etyopatogenezinde Bcl-2 proteinin rol oynayabilecegini ileri stirmiislerdir.
Bulut ve Ozdemir (2007), caspase-3 seviyesindeki azalmanin siklosporine bagh diseti
biiylimesinin patogenezinde rol oynayabilecegini ileri siirmiislerdir. Kantarci ve ark.,
(2007), diseti biiyiimesinde Foxo ve Caspase 3 apoptozis indekslerini degerlendirmis ve
Foxo ve Caspase 3 salmminin fibroblastlarda proliferatif aktivitenin artmasina ve
apoptozisin azalmasina neden oldugunu ve bu etkinin diseti biiylimesinin olusumunda
rol alabilecegini bildirmislerdir.

Hiicre proliferasyonunu inhibe eden ve apoptozisi indiikleyen bir protein olan
PTEN bircok ilerlemis kanser tiiriinde mutasyona wugrar. Nitekim, PTEN
ekspresyonunun kaybi1 veya azalmasinin yiiksek tiimor insidansi ile iligkili oldugu
gosterilmistir (Li ve ark., 1997; Stambolic ve ark., 1998; 2000; Tamura ve ark., 1998;
1999; Eason ve ark., 2004; White ve ark., 2006; Nho ve ark., 2006). Meme, beyin,

prostat ve bobrek ile iliskili kanserler, endometriyum karsinomu, malign melanom ve
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tiroid tiimorlerinde somatik PTEN kaybi ve mutasyonu gosterilmistir (Yang ve ark.,
2010). Endometriyumda yapilan bir calismada PTEN ekspresyon kaybinin premalign
evre boyunca kismen endometriyal kanserlerle iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir (Sarmadi
ve ark., 2009). Son yillarda bu proteinin ekspresyonu veya aktivitesinin; romatoid artrit,
astim ve pulmoner fibrozis gibi doku yikimi ve yeniden yapilanmasi ile karakterize olan
malign olmayan hastaliklarin patogeneziyle de iliskili oldugu rapor edilmistir (Pap ve
ark., 2000; Kwak ve ark., 2003; White ve ark., 2003; 2006).

Yapilan arastirmalarda, PTEN aktivitesinin kollajen matriks kontraksiyonuna
cevap olarak arttig1 gosterilmistir (Nho ve ark., 2006). Kontraksiyon sirasinda PTEN’in
bu artis1 fibroblast apoptozisinin indiiksiyonuna neden olmaktadir. Doku tamirinin son
asamalarinda kollajen matriks kontraksiyonunu takiben fibroblastlar apoptozis ile
elimine edilir, boylece doku hiicreleri azalir. Bu fizyolojik islem fibrotik doku
olusumunun azalmasinda ve normal doku yapisinin korunmasinda énemli rol oynar
(Nho ve ark., 2006). Pulmoner fibrozisli hastalarin akcigerlerinden izole olmus
fibroblastlarda azalmis PTEN ekspresyonu gozlenmistir ve PTEN inhibisyonunun
fibrotik akciger hastaliklarinin patogenezine katkida bulundugu ileri siiriilmiistiir (White
ve ark., 2003; 2006). Ayrica endometrial hiperplazili hastalarda PTEN’in tamamen
kayboldugu rapor edilmistir (Tantbirojn ve ark., 2008).

Bu bilgilerin 1s18inda, PTEN’in ilaca bagli diseti biiyiimesinin patogenezinde rol
alip almadigim ilk kez arastirdigimiz calismamizin immiinhistokimyasal bulgulari,
PTEN immiinreaktivitesinin kontrol gruplarinda deney gruplarina (1.,2.,3.,5.,6.,7.grup)
gore daha yogun oldugunu gostermektedir. PTEN immiinreaktivitesinin iki ilacin
kombine olarak uzun donem uygulandigi 7.grupta diger gruplarla karsilastirildiginda
istatistiksel anlamli olarak en diisiik oldugu bulundu. fla¢ uygulanan gruplarda PTEN
seviyesinin  diismesi  calismamizin  hipotezini  desteklemektedir. = Calismanin
histomorfometrik ve stereolojik bulgularindan farkli olarak kisa donem ila¢ uygulanan
gruplarda da PTEN seviyesi diisik bulunmustur. Ayrica, PTEN’in kombine uzun
donem ila¢ uygulanan 7.grupta en diisiik seviyede olmasi diseti biiylimesinin
etyopatogenezinde hiicresel ve molekiiler mekanizmalarin farklilik gosterdigini
diistindiirmektedir.

Calismamiz, multifaktoryel oldugu bilinen ve halen etyopatogenezinde

aydinlatilmas1 gereken bircok nokta olan ilaca bagli diseti biiylimesinde PTEN
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ekspresyonunu degerlendiren ilk c¢alismadir. Bulgularimiz, ilaca baglh diseti
biiytimesinde dokudaki PTEN ekspresyonunun azaldigina ve bu proteinin diseti
biiylimesi patogenezinde rol oynayabilecegine isaret etmektedir. Calismamizin sinirlari
dahilinde, bulgularimizin desteklenece8i ve bu proteinin seviyesini arttiracak tedavi
staratejilerinin  gelistirilmesine Onciilik edecek yeni c¢alismalara ihtiya¢ oldugu

kanaatindeyiz.
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SONUCLAR VE ONERILER

Takrolimusun tek basina veya nifedipin ile birlikte kisa ve uzun dénem
kullantminin meydana getirdigi diseti degisikliklerinin makroskopik, histomorfometrik
ve stereolojik yontemler ile incelendigi ve PTEN’in ilaca bagh diseti biiyiimesindeki
roliiniin immiinhistokimyasal olarak degerlendirildigi ¢alismamizda;

1. Stereomikroskopta yapilan makroskopik degerlendirmede uzun donem ilag
uygulanan gruplardaki (5.,6.,7.grup) tiim deney hayvanlarinda diseti biiylimesi izlendi.

2. Histomorfometrik degerlendirmede epitel kalinligi, bag dokusu genisligi ve
yiiksekliginin kisa donem ila¢ uygulanan 1. 2. ve 3. grupta kontrol (4. grup) grubu ile
benzer oldugu goriildii.

3. Histomorfometrik degerlendirmede uzun donem ila¢ uygulanan 5.,6. ve
7.grupta epitel kalinliginin ve bag dokusu genisliginin kontrol grubuna gore (8.grup)
istatistiksel anlamli olarak arttig goriildii.

4. Histomorfometrik degerlendirmede bag dokusu yiiksekliginin uzun donem
ila¢c uygulanan 5. ve 7.grupta kontrol grubuna gore (8.grup) istatistiksel anlamli olarak
arttig1 6. gruptaki artisin ise kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli olmadigr goriildii.

5. Stereolojik degerlendirmede fibroblast hacim yogunlugu ve kollajen hacim
yogunlugunun sadece uzun donem kombine ila¢ uygulanan 7.grupta kontrol grubuna
gore istatistiksel anlamli olarak fazla oldugu, diger gruplarda ise kontrol grubundan
farkli olmadig1 goriildii.

6. Stereolojik degerlendirmede damar hacim yogunluklarinin gruplar arasinda
farklilik gostermedigi goriildii.

7. Immiinhistokimyasal degerlendirmede biitiin gruplarada epiteldeki hiicrelerin
cekirdeklerinde PTEN+ boyama (PTEN immiinreaktivitesi) izlenirken, bag dokudaki
boyanmanin c¢ekirdek diizeyinde olmadig1 goriildii.

8. PTEN immiinreaktivitesinin kontrol gruplarinda (4. ve 8.grup) deney
gruplarma (1.,2.,3.,5.,6.,7.grup) gore istatistiksel anlaml1 olarak fazla oldugu goriildii

9. Zaman ve iki ilacin etkisi U¢ Yonlii Varyans analizi ile degerlendirildiginde

zamanla dogru orantili olarak ilaglarin etkisinin arttirdig1 gorildii.



10. Calismamizin bulgulart PTEN’in diseti biiylimesi patogenezinde rol
oynayabilecegine isaret etmektedir.

11. Takrolimusun tek basina veya nifedipin ile birlikte kullanilarak olusturulan
deneysel diseti biiyiimesinde yaptigimiz makroskopik, histopatolojik, histomorfometrik
ve immiinhistokimyasal degerlendirme sonucunda ila¢ kullanim siiresi ve kombine ila¢
kullammmi gibi 1ilaca baglhh diseti biiyiimesini etkileyen risk faktorlerini de
degerlendirdigimiz deneysel ¢alismamizin bulgulari, ila¢ kullanim siiresinin kombine
ilagc kullamimina gore diseti biiyiimesi siddetini etkileyen daha ©Onemli bir faktor

oldugunu gostermektedir.
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